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Résumé

Rationnel : L'artérite a cellules géantes (ACQG) est caractérisée par une hyperplasie
intimale inflammatoire conduisant a des manifestations ischémiques touchant les gros
vaisseaux, et dont le diagnostic repose sur la biopsie d'artére temporale. Les
neurotrophines (NT) et leurs récepteurs (NTR) sont des protéines régulant la croissance,
la différenciation et la survie des neurones. lls sont également impliqués dans la
migration des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV).

Objectifs : Nous émettons I'hypothése que les NTs et les NTRs sont impliquées dans
le remodelage vasculaire de 'ACG.

Méthodes : Nous avons inclus des patients ayant subi une biopsie de l'artere
temporale pour une suspicion d’ACG. Nous avons développé une méthode de digestion
enzymatique pour obtenir des CMLV issues d’artere temporale (TASMC) chez six
patients atteints d’ACG et 10 témoins. Afin de rechercher un marqueur biologique de
'ACG, nous avons étudié la réactivité des sérums de patients avec des protéines
extraites de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV), et identifié des protéines par
électrophorése bidimensionnelle et spectrométrie de masse.

Résultats : Nous avons identifié des protéines cibles d’anticorps anti-CMLV. Ces
protéines ont des fonctions potentielles dans le remodelage vasculaire et linteraction
avec des facteurs de croissance (PDGF, NGF). Les artéres temporales de patients (n =
22) et de contréles (n = 21) ont montré en immunohistochimie, une immunoréactivité
pour le NGF, le BDNF, TrkB et la sortiline, alors que seuls les patients ACG ont montré
une immunoréactivité pour NT3 et P75NTR. L’expression était plus intense chez les
patients pour le NGF, le BDNF, TrkB et sortiline dans la média et l'intima avec une
surexpression de TrkB chez les patients ACG présentant des complications ischémiques.
La concentration de NGF dans le sérum était significativement plus élevée chez les
patients (n = 28) par rapport aux contréles (n = 48). Il N’y avait pas de différence entre les
patients et les contrbles lors des tests de prolifération cellulaires. Le BDNF exogéne
semble faciliter la migration des TASMC des patients ACG par rapport aux controles.

Conclusion : Nos résultats suggerent que les NT et leurs récepteurs sont impliqués
dans le remodelage vasculaire de 'ACG. Le BDNF améliore la migration des TASMC des
patients en se liant aux récepteurs TrkB et p75""". D'autres expériences effectuées sur
un plus grand nombre d’échantillons de CMLV seront nécessaires pour confirmer ces
résultats.

Mots clés : Artérite a cellules géantes, neurotrophines, remodelage vasculaire,

inflammation
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Liste des abreviations

A
Ac : Anticorps
ACG : artérite a cellules géantes
ACL: anticorps anti-cardiolipine
ACR: American College of
Rheumatology
ADN: Acide
DésoxyriboNucléique
ADNCc : Acide
désoxyribonucléique
complémentaire
Akt : protéine kinase B
AECA: anticorps anti-CE
AMPc: Adénosine
monophospate cyclique
ARN: Acide RiboNucléique
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Introduction

L’artérite a cellules géantes (ACG), anciennement appelée maladie de Horton, est
une vascularite primitive touchant les artéres de moyen et de gros calibre et notamment
'aorte et ses branches. Les patients peuvent présenter des signes généraux et des
signes céphaliques, ceux—ci étant liés aux phénoménes ischémiques touchant I'artere
carotide externe. Il n’existe pas de marqueur biologique spécifique de I'ACG, les patients
atteints présentent le plus souvent un syndrome inflammatoire biologique non spécifique.
Le diagnostic de certitude repose sur les données histologiques d’'une artére atteinte. On
observe au sein de la paroi artérielle, un infilirat de lymphocytes T CD4" (LTCD4"), de
macrophages et de cellules géantes, produits de fusion de plusieurs macrophages. |l
existe également une destruction de la limitante de I'élastique interne (LEI) associée a
une hyperplasie intimale responsable d’'une sténose voire d’'une obstruction de la lumiére
artérielle.

La physiopathologie de 'ACG reste encore mal comprise [2]. Aprés activation par un
stimulus antigénique non encore identifié, les cellules dendritiques présentes dans
I'adventice produisent des chémokines permettant I'afflux de LTCD4" et de macrophages
au sein de l'artére via les vasa vasorum. Les LTCD4" activés par les cellules dendritiques
(DC) vont produire de I'interféron-y (IFN-y) qui va favoriser la maturation et I'activation
des macrophages ainsi que leur fusion en cellules géantes. Les macrophages activés et
les cellules géantes vont produire des cytokines pro-inflammatoires tel que l'interleukine-
1B (IL-1B), linterleukine 6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale-a, (TNF-o); des
espéces réactives de I'oxygéne (ROS); du monoxyde d’azote (NO); des métalloprotéases
matricielles (MMP) et des facteurs de croissance dont le vascular endothelial growth
factor (VEGF) et le platelet derived growth factor (PDGF). Ces différentes protéines vont
étre impliquées dans la survenue des signes généraux de I'ACG et in situ, dans
I'agression et le remodelage de la paroi artérielle aboutissant a I'hyperplasie intimale,
secondaire a la prolifération et a la migration de cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLYV), élément initiateur de la sténose et de I'occlusion artérielle.

Les mécanismes pathogéniques impliquant les CD, les LTCD4" et les macrophages
dans la phase initiale de 'ACG ont bien été détaillés dans plusieurs études. En revanche

peu de données existent concernant I'implication du systéme immunitaire humoral dans
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la physiopathologie de I'ACG et les mécanismes précis qui sous-tendent le remodelage

vasculaire.

L’analyse histologique d’'une artére temporale d’un sujet atteint d’ACG, outre la
présence de LTCD4" et macrophages, montre peu de lymphocytes B (LB) et de
plasmocytes. Plusieurs études ont eu pour objectif d’identifier des auto-anticorps chez les
patients ayant une ACG. L’analyse du répertoire des lymphocytes B des patients atteints
d’ACG a mis en évidence des autoanticorps dirigés contre des antigénes ubiquitaires
comme la lamine C, la cytokératine, la sous-unité Il du cytochrome oxydase
mitochondrial [3]. Par ailleurs, des anticorps anti-cardiolipine ont été détectés dans le
sérum de ces patients, dont la prévalence peut varier de 20 a 60% [4, 5]. Enfin dans
certaines conditions des anticorps anti-CMLV ont été incriminés dans la survenue d’une
vascularite [6]. Ainsi I'existence et le rle d’éventuels auto-Acs restent a déterminer dans
cette maladie.

Les neurotrophines (NT) et leurs récepteurs (NTR), sont des protéines impliquées
dans la croissance, la différenciation et la survie des neurones. On distingue le nerve
growth factor (NGF), le brain-derived neurotrophic factor (BDNF), la neurotrophine 3 (NT-
3) et la neurotrophine 4/5 (NT-4/5). Les NT produisent leurs effets en interagissant avec
leurs récepteurs : les récepteurs sélectifs des NT matures, tropomyosine kinase (Trk)
(TrkA pour le NGF, TrkB pour le BDNF et NT-4 et TrkC pour NT-3) et un récepteur non
sélectif de faible affinité pour les différentes NT matures, p75"™". Outre leurs fonctions
neuronales, il est apparu que les NT exercgaient un réle physiologique dans le contrble de
la croissance de nombreux types cellulaires non neuronaux. C’est ainsi que les NTs ont
été également impliquées dans la prolifération, la migration et la survie des cellules
endothéliales apres l'activation de TrkA et TrkB et dans la migration des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) aprés activation de TrkA par le NGF [7].

Les objectifs de ce travail consistaient, dans un premier temps, a préciser le degré
d’implication du systéme immunitaire humoral dans 'ACG. Cette partie du travail de
thése a été effectuée dans le laboratoire du Pr Luc Mouthon & l'unité INSERM U1016 de
I'Institut Cochin a Paris et visait a identifier, a partir de CMLV de patients, un marqueur
biologique spécifique dans le répertoire des auto-anticorps de ces patients.

Dans un second temps il nous semblait pertinent d’aborder les mécanismes
physiopathologiques du remodelage vasculaire de 'ACG en regardant, dans ce contexte,
l'implication éventuelle des neurotrophines, theme principal de I'équipe d’accueil 3842 du
Pr Marie-Odile Jauberteau a la Faculté de Médecine de Limoges.
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Revue bibliographique

Cette premiere partie du manuscrit a pour objectif de présenter tout d’abord I'artérite
a cellules géantes (ACG) avec tout d’abord les données concernant la physiopathologie
de I'ACG.

Nous détaillerons dans un deuxiéme temps I'’épidémiologie, les signes cliniques et
biologiques, la biopsie de lartére encore essentielle au diagnostic, les critéeres
diagnostiques, les examens d’imagerie utiles au diagnostic, I'évolution, le traitement et le
pronostic de cette maladie.

Nous discuterons ensuite du lien possible entre les neurotrophines et le remodelage
vasculaire.

Nous présenterons dans un troisieme temps le systéme des neurotrophines et de
leurs récepteurs avant de détailler dans une derniere partie limplication des

neurotrophines dans le systéeme immunitaire et le systeme cardio-vasculaire.

I. L’artérite a cellules géantes

L’ACG est une vascularite systémique primitive dont la premiere description clinique
date de 1890. Elle peut étre attribuée a Jonathan Hutchinson, qui a décrit un patient de
plus 80 ans qui présentait une inflammation douloureuse des artéres temporales
'empéchant de porter son chapeau. C’est Bayard Taylor Horton [8] qui rapportera la
publication princeps de la maladie qui portera son nom en 1932 alors qu’il était médecin
a la Mayo Clinic a Rochester dans le Minnesota. Il décrit deux femmes de 55 et 68 ans
qui présentaient de la fievre, une asthénie, des douleurs du cuir chevelu et notamment le
long des artéres temporales. L’analyse histologique de lartére temporale atteinte
montrait une infiltration d’aspect granuleux au sein du tissu. Les complications oculaires
d’origine ischémique signalées en 1937 par Horton puis par Jennings [9], dominent le
pronostic par leur fréquence et leur gravité. La preuve d’'une atteinte artérielle plus diffuse
fut apportée en 1941 par Gilmour puis en 1946 par Cooke [10]. La diversité des aspects
cliniques fut soulignée en 1960 par Paulley et Hughes [11]. Parallelement les premiéres
descriptions concernant la pseudo-polyarthrite rhizomélique (PPR) sont publiées dans les
années 1950 par Forestier [12]. Le lien avec 'ACG est discuté dés le début des années
1960 [11, 13-14]. L'efficacité de la corticothérapie est rapportée par Shick et al. en 1950
[15].
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A. Physiopathologie

La physiopathologie de 'ACG reste encore mal comprise. L'analyse des coupes
histologiques des artéeres temporales de patients atteints de cette maladie permet de
décrire des lésions constituées et d’identifier les différents acteurs de la pathogénie. La
chronologie des différentes étapes qui sous tendent la physiopathologie de cette maladie
est bien illustrée dans certaines publications [16-17]. Trois stades évolutifs ont été
décrits :

¢ Un stade | ou initial : les lésions peuvent étre focales, avec un infiltrat de cellules
inflammatoires (lymphocytes, macrophages, polynucléaires) touchant les trois
tuniques, une atteinte de la limitante élastique interne (LEI) et une destruction des
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) plutét focale et I'absence de
thrombus et de cellules géantes

e Un stade Il ou granulomateux : l'infiltrat inflammatoire est plus dense, touche les
trois tuniques et se concentre au niveau de la LEI, la destruction des CMLV et de
la LEI est plus étendue. On note enfin la présence d’un thrombus organisé avec
une néovascularisation et des cellules géantes quasi-constantes.

e Stade Il ou cicatriciel : L’infiltrat inflammatoire est discret et dispersé. Le
thrombus est organisé avec des myofibroblastes centraux et une
néovascularisation périphérique. 1l existe une fibrose de la média et de
I'adventice. Les cellules géantes sont rares ou proches de la LEI

L’analyse immunohistochimique d’artéres temporales de patients atteints d’ACG a
permis d’identifier les cellules constituant I'infiltrat inflammatoire. |l s’agit majoritairement
de lymphocytes T CD4* (LTCD4") exprimant des marqueurs d’activation précoce (CD25)
et tardif (Ag HLA-DR), de macrophages et de cellules géantes résultantes de la fusion de
macrophages. On peut trouver plus rarement des lymphocytes B, des plasmocytes, des
polynucléaires neutrophiles et éosinophiles [17-18]. Les LTCD4" présents au sein des
Iésions d’artérite temporale ont un profil T helper 1 (TH1) et produisent de l'interleukine-
1B (IL-1B) et de linterféron-y (IFN-y) [19]. Par ailleurs on note au sein de ces artéres
pathologiques une production accrue de cytokines pro-inflammatoires comme de IL-1(,
de linterleukine-6 (IL-6), du facteur de nécrose tumorale-o (TNF-a) et du transforming
growth factor B1 (TGFB1), qui est entre autre un marqueur de [lactivation des
macrophages [19-20]. L'ensemble de ces données concernant la nature des cellules
présentes au sein de lartére temporale d'un patient atteint de 'ACG et des cytokines
gu’elles produisent conforte I'existence d’'une réponse immune a médiation cellulaire dont
les acteurs principaux sont les LTCD4" et les macrophages. L’origine de cette réponse
immune reste encore inconnue puisqu’aucun antigéne extérieur ou auto-antigene n'a été
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identifié jusqu’ici. En revanche la cellule dendritique (DC) adventitielle, qui peut jouer le
réle de cellule présentatrice d’antigéne, semble impliquer dans l'initiation de la réponse
inflammatoire. Ces DC sont présents dans un état immature et quiescent dans l'artére
saine. Elles expriment les Toll Like Récepteurs (TLR), la protéine S100, le récepteur 6 de
chémokine de la famille CC (CCR6) mais n’expriment pas les marqueurs d’activation
comme le CD83, le CMH-II ou les molécules de co-stimulation (CD80 ou CD86) qui leur
permettent d’interagir avec les LTCD4". Au sein de l'artére d’'un patient atteint ’ACG les
DC adventitielles sont matures, expriment le CMH-II, le CD83, le CD86 et le CCR7 et
produisent des cytokines et des chémokines leur permettant de recruter et d’activer les
LTCD4" (figure 1). Elles sont également présentes dans la média et sont au contact des
granulomes [21]. Différents stimuli peuvent induire la maturation des DC parmi lesquels
on peut trouver des cytokines pro-inflammatoires (TNFo et IL-1) et des motifs
moléculaires de pathogenes (pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)) tel que
le lipopolysaccharide (LPS) reconnus par les TLR-4 [22]. La DC adventitielle mature
semble jouer un réle majeur dans linitiation du processus lésionnel de 'ACG. En effet a
partir d’'un modéle expérimental consistant a greffer des artéres temporales de patients
suspects ou atteints d’ACG sur des souris avec déficit immunitaire combiné sévere
(SCID), plusieurs expériences ont permis de valider cette affirmation : [linjection
intrapéritonéale de LPS 7 a 10 jours aprés la greffe d’'une artere temporale (AT) de
patient suspect d’ACG conduit 30 heures plus tard, a une maturation de DC adventitielles
du greffon avec une expression des transcrits de CD83 ; I'administration d’un anticorps
monoclonal anti-CD83 a J9-J11 aprés greffe entraine une disparition de I'artérite du
greffon d’AT d'un patient atteint d’ACG explanté une semaine aprés traitement. La
densité des infiltrats lymphocytaires T, le niveau d’expression des transcrits d’interféron
gamma (IFN-y) et d'interleukine 1 béta (IL-1B) ont diminué de fagon significative et les
granulomes ont disparu. Enfin la greffe simultanée sur une souris SCID de trois
fragments d’AT provenant respectivement de patient atteint d’ACG, d’'un patient atteint de
pseudo-polyarthrite rhizoméligue (PPR) seule et d'un sujet contrble montre le
développement d’'une vascularite dans le greffon du patient atteint ’ACG mais aussi
dans celui atteint de PPR. Les DC activées de ce patient sont capables de recruter les LT
provenant du greffon d’AT du patient atteint ’ACG. Ce phénoméne n’est pas présent si
le fragment du patient atteint ACG n’est pas greffé simultanément avec le fragment
d’AT du patient atteint de PPR. Ces résultats suggérent que I'activation lymphocytaire est
strictement dépendante de la fonctionnalité des DC [21]. L’activation des DC précede le
recrutement de LTCD4" et cette activation est spécifique du ligand du TLR. Les ligands
du TLR-4 induisent une panartérite transmurale, alors que ceux du TLR-5 provoquent
plutét un infiltrat inflammatoire adventitiel et périvasculaire [23]. Les DC activées
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produisent de I'lL-6, de llL-12 et de IL-18 et des chémokines comme ligand de
chémokine motif CC (CCL) 18, CCL19, CCL20 et CCL21 et leurs récepteurs spécifiques.
Ensuite les DC activées devraient migrer vers les ganglions lymphatiques ou elles
peuvent déclencher la réponse immunitaire adaptative, mais chez les patients atteints
d’ACG, ces cellules restent piégées dans la paroi artérielle [24]. Ce phénoméne semble
dd a l'action des chémokines CCL19 et CCL21 qui vont se fixer sur leur récepteur CCR7
de maniére autocrine, ce qui contribue sans doute a entretenir la localisation et
I'activation des DC au sein de la paroi artérielle. Sous I'action des chémokines les DC
matures vont recruter les LTCD4" qui vont accéder a la paroi artérielle via les vasa
vasorum. Ces LTCD4" qui vont infiltrer la limitante élastique externe et la jonction média-
intima vont subir sélectivement une expansion clonale qui ne sera présente que dans les
AT des patients atteints d’ACG et non dans leur sang périphérique [25-26]. L'importance
du role des LT dans le maintien de la réponse inflammatoire de 'ACG a été vérifiée sur le
méme modele de fragments d’AT de patients atteints d’ACG greffés sur des souris SCID
qui ont regu une injection de sérum anti-lymphocytaire. On observe une diminution
marquée de la production de cytokines pro-inflammatoires et une régression des infiltrats
inflammatoires dans les fragments d’AT [27]. Deux types de LT jouent un rble essentiel
dans 'ACG : les Lymphocytes T helper 17 (LTh17) produisant I'lL-17 et les lymphocytes
Th1 (LTh1) produisant 'lFN-y. La polarisation des LT CD4" humains vers un profil LT
Th17 peut survenir sous I'action conjuguée ou non du TGF-f, de I'lL-1B, de I'lL-6, de I'IL-
21 et de I'lL-23 [28]. Les LT Th17 permettent I'élimination de certains micro-organismes
comme C. albicans ou des bactéries extracellulaires. lls sont aussi impliqués dans le
mécanisme physiopathologique de nombreuses maladies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide, le psoriasis, les maladies inflammatoires intestinales et la
sclérose en plaques [28-29]. Les fibroblastes et les macrophages, entre autres,
expriment le récepteur de I'lL-17 (IL-17R). La signalisation par ce récepteur induit la
production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, IL-6 et IL-18 [30].
L’expression des transcrits de I'lL-17 dans les AT de patients atteints d’ACG et le taux
circulant de cette cytokine sont plus importants que ceux retrouvés chez les patients
contrOles [31]. Aprés corticothérapie systémique la proportion de LT Th17 circulants et le
niveau d’expression des transcrits de I'lL-17 s’effondrent, tandis que le taux de LT Th1
circulants et I'expression des transcrits d’IFN-y restent inchangés. Parallélement on
observe une diminution du niveau d’expression des transcrits de I'IL-1p, de I'lL-6 et de
I'IL-23. Ces résultats suggerent que la plupart des manifestations aigués d’ACG est liée
a la production d'IL-17 [31]. L'effondrement du taux des LTh17 ne semble pas lié
exclusivement a la corticothérapie et pourrait survenir dans I'évolution naturelle de I'ACG.
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En effet en utilisant un marqueur spécifique des LTh17, le CD161, il a été démontré que
ce marqueur était exprimé par des LTh1 infiltrant la paroi artérielle des patients atteints
d’ACG ce qui suggere une polarisation des LTh17 vers un profil LTh1 sous I'effet de I'lL-
12 [32]. Les LTh1 producteurs d’IFN-y représentent la sous population prédominante
dans les AT des patients atteints d’ACG [31]. L'IFN-y favorise le recrutement et
I'activation des macrophages, qui infiltrent la paroi artérielle par I'intermédiaire des vasa
vasorum. Les macrophages présents dans l'adventice vont produire des cytokines pro-
inflammatoires tel le TNF-a, I'lL-1B et I'IL-6 et I'lL-32 [33] favorisant I'inflammation locale
et systémique. La production d’IL-6 induit une synthése de protéines inflammatoires et
semble liée a la sévérité de 'ACG [34]. Dans la média, les macrophages activés par
IIFN-y peuvent fusionner et former des cellules géantes et participer a la formation de
granulomes [35]. Ces granulomes, composés de LT CD4", de macrophages et de
cellules géantes sont préférentiellement situés a proximité de la LEl, a la jonction intima-
média.

La sténose ou l'occlusion artérielle au cours de 'ACG est consécutive a I'’hyperplasie
intimale. Ce phénomeéne résulte de la destruction de la paroi artérielle par de multiples
facteurs dont les formes réactives de I'oxygéne (ROS), le monoxyde d’azote (NO) et les
métalloprotéases matricielles (MMP), suivie d’une phase de « réparation » compensatrice
ou sont impliqués certains facteurs de croissance comme le platelet derived growth factor
(PDGF) et le vascular endothelial growth factor (VEGF). Les effecteurs de ce remodelage
vasculaire sont principalement des macrophages CD68" et les cellules géantes [35-36].
Parmi ces macrophages CD68", deux sous populations semblent bien identifiées : une
productrice de TGF-B, d'IL-6 et d'IL-1B située dans l'adventice et l'autre présente
principalement dans la média et 'intima proche de la LEI, produisant les ROS, le NO et
les MMP [35]. Les MMP sont des enzymes protéolytiques et peuvent détruire des
protéines de la matrice extra-cellulaire et I'élastine. MMP-2 et MMP-9 sont tous deux
présents dans les infiltrats granulomateux proche de la LEI des AT de patients atteints
d’ACG [37-39]. Toutefois, seule MMP-9 semble contribuer a la destruction de la LEI [39].
La libération de ROS conduit a la peroxydation lipidigue des phospholipides
membranaires des CMLV et des cellules mononucléées infiltrant la média [36]. Le réle du
NO n’est pas clair dans ce contexte, il a des propriétés cytotoxiques sur les CE mais
semble également agir sur la vasomotricité des néovaisseaux au sein de I'hyperplasie
intimale [40]. La combinaison des ROS et MMP contribue a I'apoptose des CMLV et des
cellules mononucléées et a la destruction de la LEl. Ces événements sont
contrebalancés par au moins 2 facteurs de protection. D’'une part, I'aldose réductase,
cétoréductase qui limite la peroxydation des lipides de la membrane phospholipidique,
est détectée dans les macrophages, les LT et les CMLV présentes dans les zones de
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Iésion de la paroi artérielle des patients atteints d’ACG. L’expression de cette enzyme est
associée a celle de la 4-hydroxy-2-nonénal (HNE), produit de dégradation de la
peroxydation lipidique détectée dans les CMLV. Linhibition de [l'activité d'aldose-
réductase augmente la formation d’HNE et augmente le nombre de cellules apoptotiques
dans la paroi artérielle [41]. D’autre part, le PDGF et le VEGF sont impliqués
respectivement dans I'hyperplasie intimale et la néoangiogenése. Le PDGF stimule la
prolifération et la migration des CMLV de la média vers l'intima [42-43]. L’expression de
PDGF-A et PDGF-B est plus importante dans les AT des patients atteints dACG que
dans celles des sujets contrbles et siegent dans I'adventice et la média mais pas dans
lintima [44]. Le PDGF est principalement produit par les macrophages et les cellules
géantes présents a la jonction intima-média, prés de la LEI, mais aussi par les CMLV
activées et les CE situées autour de la lumiére vasculaire. Il existe un lien entre le niveau
d’expression du PDGF, I'hyperplasie intimale responsable d’'une sténose artérielle et la
survenue des complications ischémiques tel que la claudication intermittente des
machoires ou un événement ischémique oculaire ou cérébral [44]. Dans les artéres
normales, la présence des vasa vasorum est limitée a I'adventice. Dans les AT de
patients atteints d’ACG, on note la présence de néocapillaires dans la média et l'intima.
Cette néovascularisation est associée a I'hyperplasie intimale, la fragmentation de la LEI
et la production de VEGF par les macrophages et les cellules géantes a la jonction
média-intima [45]. L’hyperplasie intimale, a I'origine de la formation de zones hypoxiques,
induit la production de VEGF, principal acteur de la néoangiogénese. Ce phénoméne est
probablement a l'origine de la pérennisation du processus inflammatoire local. En effet,
en produisant un certain nombre de chémokines, les vaisseaux nouvellement formés
peuvent contribuer au recrutement de LT et de macrophages permettant ainsi de
perpétuer le processus inflammatoire.
Ces données ont fait I'objet d’une publication dans Autoimmunity reviews [2].
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Figure 1: Physiopathologie de I'artérite a cellules géantes, d’aprés Ly et al. Autoimmunity
Reviews 2010 [2].

(A) En l'absence de signaux d’activation, les DC adventitielles immatures expriment a
leur surface principalement les TLR, la protéine S100 et le CCR6. Aprés activation par un
stimulus inconnu, ces DC vont exprimer des marqueurs d’activation (CD83) et des
molécules de co-stimulation (CD86) et vont produire des cytokines (IL-6, IL-12 et IL-18)
et des chémokines (CCL18, CCL19,

CCL20 CCL21) et leurs récepteurs (CCR7). Ainsi elles vont rester piégées dans la paroi
artérielle et agir comme des cellules présentatrices de I'antigéne, en recrutant et activant
les LT CD4". Les LT CD4" vont infilirer la paroi artérielle via les vasa vasorum et se
positionner au niveau de la LEE et de la jonction intima-média. (B) Les LT CD4+ vont
ensuite subir une expansion clonale et se polariser selon un profil Th1 ou Th17 en
fonction des cytokines et chémokines produites par les DC. Les LTh1 producteurs d’'IFN-
y vont recruter et activer des macrophages qui peuvent fusionner pour former des
cellules géantes et participer a la formation de granulomes. Les Th17 produisant I'lL-17
comme les Th1 vont favoriser la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1
et IL-6) par les macrophages ce qui va engendrer une inflammation locale et systémique.
Les cellules géantes et les macrophages, situés a proximité de la limitante élastique
interne a la jonction intima-média, vont également libérer des ROS, du NO et des MMP,
qui vont contribuer a la péroxidation des lipides membranaires et a 'apoptose des CMLV
et des CE. (C) Les macrophages et les cellules géantes produisent également le PDGF
et le VEGF. Sous I'action combinée des MMP, du PDGF et du VEGF, la LEI est détruite
et un remodelage vasculaire apparait. Les myofibroblastes vont proliférer et migrer vers
lintima. 1l se constitue une hyperplasie intimale et une sténose luminale associées
parallélement a des phénoménes d’angiogéneése. On note également la présence
d’auto-anticorps dirigés contre les CE et les CMLV dont le réle dans la pathogénie de
I’ACG reste encore mal compris.

Abréviations: ACG: artérite a cellules géantes, CCL: chémokines (C-C motif) ligand,
CCR: chémokine (C-C motif) receptor, CD: cluster de différenciation, CE: cellules
endothéliales, CMLV: cellules musculaires lisses vasculaires, DC: cellules dendritiques,
IFN-y: interféron-y, IL: interleukine, LEE: limitante élastique externe, LEIl: limitante
élastique interne, LT: les lymphocytes T, MMP: métalloprotéases matricielles, NO:
monocyte d’'azote, PDGF: platelet-derived growth factor, ROS: espéces oxygénées
réactives, Th1: lymphocytes T helper 1, Th17: lymphocytes T helper 17 , TLR: Toll-like
receptor, TNF-a: tumor necrosis factor-a, VEGF: vascular endothelial growth factor
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B. Epidémiologie

L'incidence de I'ACG varie de 10 a 29 / 100 000 habitants en Europe et Amérique du
Nord et augmente avec 'age [46-47]. La fréquence de 'ACG semble plus élevée dans
les pays du nord avec un gradient nord-sud et chez les caucasiens contrairement aux
afro-américains, aux arabes et aux asiatiques [48-51]. L'ACG survient exclusivement
chez les patients agés de plus de 50 ans, surtout chez les personnes de plus de 70 ans
[46]. La moyenne d’age au moment du diagnostic est de 73 ans. Les femmes sont plus
freguemment touchées que les hommes [52-55] avec un ratio femmes sur hommes
variant de 1,7 :1 a 3,8 :1. Des facteurs de risque acquis d’ACG ont été identifiés. La
parité, I'age de la ménopause, les facteurs de risque cardiovasculaires et le tabagisme,
en particulier chez les femmes, ont été décrits comme étant associés a un risque accru
d’ACG avec un odds ratio de 4,5 et 6,5, respectivement pour les deux derniers facteurs
[56-58]. Des observations d’ACG chez des parents du premier degré ou des jumeaux
monozygotes ont suggéré la possibilité de prédispositions génétiques a développer une
ACG [59-60]. Il semblerait que certains haplotypes du systeme d'antigene leucocytaire
humain (HLA) de classe | et Il et le polymorphisme de certains génes impliqués dans le
processus lésionnel comme certaines molécules d'adhérence, cytokines, chémokines et
facteurs de croissance soient impliqués dans la susceptibilité de développer une ACG
[61]. Cependant ces études cas-témoins sont le plus souvent réalisées par deux équipes
d’Europe du Sud, italienne et espagnole, sans cohorte de réplication dans leurs études.
Ces résultats restent donc a confirmer dans d’autres régions du monde.

C. Signes cliniques

Les motifs de consultations ou d’hospitalisations peuvent étre diverses dans cette
maladie. Il peut s’agir de céphalées temporales, de douleurs craniennes, de signes
rhumatologiques a type de PPR, de signes généraux parfois isolés, de différentes
manifestations oculaires ou neurologiques qui peuvent étre révélatrices. Le mode de
début peut étre progressif, marqué par des signes généraux ou rhumatologiques, ou bien
rapide annoncé par des signes temporaux, voire méme brutal, révélé par une
complication ischémique. Le délai diagnostique habituel entre le début de la maladie et le
diagnostic peut varier de 2 a 6 mois [62].
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1. Les signes généraux

La fievre est un signe habituel retrouvé dans 20 a 60% des cas, elle dépasse le plus
souvent 38° C, et atteint parfois 39° C. Son aspect est variable : en plateau, irréguliere
avec des clochers fébriles, un maximum vespéral, elle peut étre prolongée pendant des
semaines parfois des mois. Les frissons sont habituellement absents mais des sueurs
nocturnes peuvent étre retrouvées. L’asthénie est un signe trés fréquent,
'amaigrissement est constaté dans 40 a 80% des cas, I'importance est variable, pouvant
atteindre plus de 10% du poids corporel [62-65].

2. Les signes céphaliques

a. Les céphalées
Les céphalées sont fréquentes et varient entre 60 et 85% des cas. Elles sont

typiguement temporales ou fronto-temporales, unies ou bilatérales. Il s’agit de douleurs
superficielles d’intensité variable, parfois discrétes retrouvées seulement par
interrogatoire, parfois permanentes avec des paroxysmes déclenchés par le contact, le
froid et pouvant entrainer des insomnies. Elles peuvent s’associer a une hyperesthésie
cutanée ou du cuir chevelu et étre exagérées par le port d’'un chapeau, le contact d’'un
oreiller ou le frottement d’'un peigne. Les céphalées peuvent siéger au niveau de la région
occipitale, auriculaire postérieure ou quelquefois faciale, maxillaire ou rétro-orbitaire [62-
65].

b. Les signes temporaux objectifs
L’artere temporale peut apparaitre nettement visible dessinant un cordon saillant et

tortueux (figure 2). Elle peut étre dure, épaissie et sensible a la palpation qui entraine une
recrudescence des douleurs. Les battements artériels peuvent étre diminués ou abolis et
on peut quelquefois palper des petits nodules particulierement sensibles. La peau en
regard de cette artere est hyperhémiée et infiltrée. Les signes temporaux peuvent étre
discrets a type de sensibilité anormale de I'artére, induration, diminution ou abolition des
battements artériels. Enfin I'artére temporale peut étre normale a I'examen clinique tout
en présentant des lésions histopathologiques témoignant d’un processus artéritique en
activité [62-65].
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Figure 2 : Exemples d’aspect inflammatoire, tortueux et nodulaire d’'une artére temporale et -
de ses branches (photos du service de Médecine Interne A-CHU Limoges)

La claudication des méachoires est retrouvée dans 20 a 50% des cas. Il peut s’agir
d’'une sensation de fatigue ou méme d’une véritable douleur survenant au niveau des
muscles masticateurs lors de I'alimentation et calmée par la mise au repos. Ce caractéere
ischémique a une grande valeur diagnostique. Parfois il peut s’agir d’une difficulté ou
d’'une impossibilité d’ouvrir totalement la bouche pouvant méme réaliser un trismus. Les
autres signes bucco-pharyngées traduisent également une atteinte des branches de la
carotide externe et on peut noter des douleurs linguales lors de I'alimentation ou la
parole, des douleurs pharyngées pouvant entrainer une dysphagie, une toux quinteuse
rebelle et non productive et un enrouement [62-65].

C. Autres signes céphaliques objectifs
Les autres artéres céphaliques superficielles peuvent étre atteintes notamment les

arteres faciales, occipitales auriculaires postérieures, ces atteintes ont la méme valeur
diagnostique que latteinte de lartére temporale. Une nécrose du cuir chevelu peut
survenir et révéler la maladie (figure 3). L’atteinte de la langue est rare, pouvant aller de
la simple douleur jusqu’a la nécrose [62-65].

Figure 3 : Exemples d’aspect de nécrose punctiforme ou étendue du cuir chevelu (photos
du service de Médecine Interne A-CHU Limoges)
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3. Signes rhumatologiques

Le tableau clinique le plus fréquent et le plus caractéristique est celui de la PPR. Sa
fréquence varie entre 40 et 50% [65-67]. Elle se caractérise par des douleurs de rythme
inflammatoire a localisation rhizomélique prédominant a la ceinture scapulaire d’ou elle
irradie vers le cou et les bras. Les douleurs peuvent siéger au niveau des 2 hanches et le
long des gouttieres inférieures du rachis. Leur horaire est inflammatoire, elles sont
bilatérales, spontanées, exacerbées par le mouvement entrainant parfois une impotence
fonctionnelle importante. L’'examen objectif montre une limitation, par la douleur, de la
mobilité active et une raideur articulaire et péri-articulaire. L’examen radiologique ne
retrouve pas de lésion ostéo-articulaire. L’échographie articulaire est un examen
essentiel et peut montrer une bursite ou une synovite des articulations des ceintures
scapulaires et pelviennes avec une excellente sensibilité (92%) et spécificité (99%)
surtout au niveau des articulations des épaules [68-69]. D’autres manifestations
rhumatismales sont possibles, il s’agit de polyarthrite inflammatoire généralisée et
transitoire, de mono-arthrite des grosses articulations touchant principalement les
genoux, de polyarthrite inflammatoire chronique séronégative pouvant mimer une
polyarthrite rhumatoide. Le liquide synovial est inflammatoire sans abaissement du
complément, la recherche du facteur rhumatoide demeure négative.

4. Signes ophtalmologiques

a. Manifestions ischémiques oculaires
Par leur fréquence et leur gravité, elles dominent le pronostic de 'ACG. Elles peuvent

laisser une cécité définitive, quelquefois bilatérale. Avant I'ére des corticoides leur
fréquence était de 50 a 60% des cas et pouvait entrainer une cécité compléte dans 26%
des cas et partielle dans 15% des cas. Depuis le recours systématique a la
corticothérapie leur fréquence n’est plus que de 25 a 30%, avec une amaurose définitive
dans 14% a 18% des cas, selon les séries et le mode de recrutement. Elles surviennent
surtout avant la mise en route de la corticothérapie, mais peuvent survenir quelquefois
peu de temps apres le début de celle-ci [70].

La sémiologie des manifestations ischémiques oculaires est dominée par les troubles
de la vision qui peuvent étre transitoires ou permanents, atteindre un seul ou les 2 yeux.
L’amaurose est la complication oculaire majeure, elle survient brusquement ou de fagon
rapidement progressive, et conduit généralement a une perte totale ou quasi totale de la
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vision en quelques heures ou quelques jours. Une fois installée, 'amaurose est définitive
entrainant une perte totale de la vision ou la persistance d'une simple perception
lumineuse. Cette amaurose définitive peut étre précédée quelques heures ou quelques
jours auparavant de manifestations visuelles paroxystiques a type d’amaurose fugace, de
brouillards visuels régressifs, d’'amputation du champ visuel dans différents secteurs, de
diplopie, de ptosis et d’hallucinations colorées. Ces signes peuvent se répéter et /ou
s’associer et doivent étre considérés comme une urgence thérapeutique de part le risque
de la bilatérisation de 'amaurose qui doit toujours étre redoutée.

L’'examen ophtalmologique montre des signes qui dépendent de la localisation de
I'atteinte artérielle. La neuropathie optique ischémique antérieure aigué (NOIAA) est
I'atteinte la plus fréquente (77-92% des cas), I'examen du fond de I'ceil (figure 4A) montre
au début une papille hyperhémiée légérement saillante, puis elle va devenir cedémateuse
et pale s’associant parfois a quelques hémorragies en flammeches péri-papillaires.
L’aspect évolue ensuite vers l'atrophie optique avec une papille décolorée en totalité
dans un secteur, et parfois des excavations papillaires. Dans certains cas on constate
I'association a des lésions d’infarctus rétinien. L'occlusion de I'artére centrale de la rétine
(OACR) ou de I'une de ses branches (le plus souvent temporale supérieure) est plus rare
(4-21% des cas). Elle se traduit par une baisse trés brutale de I'acuité visuelle, 'examen
du fond d’ceil retrouve un champ rétinien cedémateux, blanc laiteux tranchant avec la
couleur rouge cerise de la fovéa (figure 4B). Les artéres rétiniennes sont étroites,
rétrécies, les veines se distinguent mal des artéres. La neuropathie optique rétrobulbaire
(3-6% des cas) réalise le contraste entre une cécité parfois totale et un fond d’ceil normal.
D’autres aspects sont possibles : nodules dysoriques ayant I'aspect de petits exsudats
disposés autour de la papille ; occlusion choroidienne entrainant des placards pigmentés
d’atrophie choroidienne.

L’angiographie rétinienne est un examen essentiel en cas de manifestation oculaire
ischémique. En cas de NOIAA, elle montre au début une hypofluorescence de la papille,
aussi bien au temps précoce que tardif, et par la suite une diffusion du colorant au niveau
de la papille. En cas d’occlusion de l'artére centrale de la rétine, elle objective un retard
important a I'imprégnation des branches rétiniennes. Cet examen permet aussi de mettre
en évidence dans la moitié des cas des anomalies de perfusion du réseau choroidien
avec un retard d’apparition et un allongement du temps de remplissage choroidien.
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Figure 4: A. NOIAA de l'oeil gauche: aspect précoc= du fond d’oeil avec un oedéme
papillaire. B. OACR respectant l'artére cilio-rétinienne : aspect au fond d’'oeil. Dans la partie
ischémique périphérique, la rétine est blanche et ischémique, les vaisseaux sont gréles, et la
macula est «rouge cerise». Dans la partie épargnée centrale, la couleur du fond d'oeil et
I'arborescence vasculaire est normale. (photos du service d’ophtalmologie-CHU Limoges)

b. Autres manifestations oculaires
Une atteinte oculomotrice fréquente, survient dans environ 4,6 a 15% des cas, elle se

manifeste par un ptosis ou une diplopie uni ou bilatérale. Il peut également s’agir d’une
limitation douloureuse des mouvements oculaires, d’une exophtalmie, ou d’une
ophtalmoplégie internucléaire. Ces manifestations sont transitoires, volontiers répétitives
et peuvent annoncer une amaurose permanente. Une ischémie du segment antérieur de
I'ceil est possible mais rare, pouvant évoluer vers une ulcération de la cornée. Ces
manifestations oculaires sont d’origine ischémique siégeant au niveau des artéres
ophtalmiques, centrales de la rétine, ciliaires courtes postérieures, entrainant soit un
ramollissement ischémique du nerf optique, soit une occlusion de Il'artere rétinienne.
L ’atteinte oculomotrice est due a une atteinte ischémique des rameaux des nerfs moteurs
de I'ceil et des muscles de I'orbite. L’atteinte du segment antérieur de I'ceil est due a une

ischémie des artéres ciliaires longues [70]. Les manifestions cardio-vasculaires

5. Les manifestations artérielles

a. L’aortite
La fréquence de l'aortite est probablement sous-estimée. Elle est environ de 15%

dans séries cliniques ou autopsiques [71-72]. Cependant cette fréquence est bien plus
importante dans les études prospectives avec la réalisation systématique d’une
tomodensitométrie aortique (angio-TDM). Elle varie alors entre 45 a 65% [73-74]. L’aorte
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entiére peut étre atteinte mais les complications des aortites concernent surtout sa
portion thoracique. L’aortite peut se constituer a bas bruit ou révéler la maladie par la
survenue d’'une complication (anévrysme ou dissection) [75]. Le délai moyen entre le
diagnostic d’ACG est celui d’'une complication d’'une aortite est estimé a 2,5 ans pour
'aorte abdominale et 5,8 ans pour l'aorte thoracique. Le risque de développer un
anévrysme thoracique chez un patient atteint ’ACG est 17 fois supérieur a celui de la
population générale [76]. Le diagnostic d’aortite et de ses complications est actuellement
facilité par l'utilisation de I'échographie-doppler, de I'angio-TDM (figures 5A et 5B), de
I'IRM aortique (angio-IRM) ou de la tomographie a émission de positrons (TEP) (figure
5C) qui sont moins invasifs et irradiants que I'artériographie. Les deux premiers examens
semblent bien indiqués quand l'aortite est patente et qu’il existe un épaississement de la
paroi aortique. L’angio-IRM et la tomodensitométrie a émission de positon (TEP)
permettent une exploration fonctionnelle de I'inflammation artérielle et peuvent détecter
plus précocement les Iésions d’aortite en montrant respectivement un hypersignal ou une

fixation hypermétabolique témoin de I'cedeme inflammatoire de la paroi artérielle [77].

Figure 5 : Imagerie d’aortite au TDM

et auTEP/TDM

Tomodensitométrie :

A. Epaississement pariétal au niveau

de la crosse aortique

B. Anévrisme disséquant de I'aorte

thoracique entiére chez une patiente

de 75 ans, traitée 10 ans plus t6t pour
> une ACG et sevrée des corticoides
; depuis 4 ans.

TEP couplée ala TDM :

C. Visualisation de [laortite et de

I'atteinte inflammatoire proximale des

gros troncs supra-aortiques

(photos du service de radiologie et de

médecine nucléaire-CHU Limoges)
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b. Artérite des membres supérieurs et inférieurs
L’ACG peut s’étendre au niveau des gros troncs artériels supra-aortiques. La

prévalence de cette atteinte est de 3 a 16% [78-79]. L’artérite des membres supérieurs
prédomine (63% des cas). Elle est fréquemment bilatérale (66% des cas) et touche
surtout les artéres sous-claviéres et axillaires (respectivement 53 et 37% des cas). Elle
peut se manifester par un phénoméne de Raynaud, une claudication des extrémités, une
paleur voire une nécrose des extrémités. Il est licite de rechercher la diminution ou la
disparition du pouls, une inégalité tensionnelle et/ou un souffle percu au niveau des
artéres sous-clavieres, axillaires ou humérales. L'artérite des membres inférieurs survient
chez un tiers des patients et touche surtout I'artere fémorale superficielle (25% des cas)
[78]. Elle peut étre asymptomatique ou se manifester par une claudication intermittente
voire une ischémie d’'un membre. L'échographie-doppler artériel est 'examen de choix
pour I'étude des gros artériels dans ce contexte. Elle peut montrer un épaississement
hypoéchogene de la paroi vasculaire autour de la lumiére artérielle (signe du halo), une
sténose et une occlusion (figure 6A) [80] et permet de suivre I'évolution sous traitement.
L’angio-TDM, I'angio-IRM (figure 6B) et la TEP permettent également d’évaluer I'artérite
des membres avec des précisions identiques a celles déja citées pour I'aortite.

Figure 6: Artérite des membres supérieurs a
I'échographie-Doppler et 4 'IlRM
Echo-doppler couleur: A. Epaississement
(fleche) de la paroi de lartere axillaire droite
(coupes longitudinale et transversale) avec signe
du « halo sombre » (fleche) au cours d’'une ACG
a BAT négative chez une femme de 63 ans ayant
un souffle bi-axillaire.

Angio-IRM :B. Sténoses progressives (fleches),
bilatérales des arteres sous-claviéres et axillaires
chez un homme de 53 ans ayant une fiévre
prolongée inexpliguée et un syndrome
inflammatoire marqué. (photos du service de
radiologie et de médecine vasculaire-CHU
Limoges)
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i. Les manifestations coronariennes

Il est difficile de les considérer comme une manifestation de coronarite a cellules
géantes car la fréquence des lésions athéromateuses coronaires a cet age et le role
éventuellement favorisant de la corticothérapie peuvent rendre compte de la fréquence
accrue de I'angor et de linfarctus du myocarde chez les sujets présentant une ACG. I
existe cependant quelques observations d’infarctus du myocarde mortel du a une
thrombose coronaire développée au niveau d'une coronarite a cellules géantes [81-82].
Ces lésions ne se limitent pas aux gros troncs coronaires, mais touchent également les
artéres intra-myocardiques.

6. Manifestations neurologiques

a. Accidents vasculaires cérébraux
lls sont rares et peuvent atteindre le systéme carotidien et vertébro-basilaire

entrainant des tableaux cliniques divers : hémiplégie, aphasie, hémianopsie latérale
homonyme, ataxie avec ophtalmoplégie, syndrome de Wallenberg, cécité corticale [83].
Ces manifestations peuvent étre révélatrices, survenant dans les premiéres semaines de
I'évolution de I'ACG, ou peuvent représenter une complication tardive de cette maladie. Il
est cependant trés difficile en I'absence de preuves anatomiques de rapporter avec
certitude a 'ACG des accidents neurologiques qui peuvent révéler des complications
athéromateuses chez ces personnes agées.

b. Les neuropathies périphériques
Elles sont exceptionnelles, mais leur fréquence est probablement sous-estimée. Au

niveau des membres il peut s’agir de mononévrites (sciatique poplité externe, médian) de
multinévrites, de polyneuropathies sensitivo-motrices distales plus ou moins symétriques,
de radiculopathies [84].

7. Manifestations atypiques

Ces manifestations sont le reflet de I'atteinte vasculaire diffuse de cette maladie. I
peut s’agir d’'une atteinte pulmonaire ou pleuro-péricardique [85-86] Une atteinte
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digestive peut étre responsable dun infarctus mésentérique [87]. Une hépatite
granulomateuse cholestatique n’est pas rare [88]. Sur le plan endocrinien, un diabéte
insipide, une dysthyroidie ou une hyperparathyroidie peuvent s’observer [89]. Des
atteintes utérines et ovariennes ont été décrites [90].

D. Signes biologiques

Il N’y a pas de marqueur biologique spécifique de 'ACG. En revanche le syndrome
inflammatoire est quasi-constant. La vitesse de sédimentation (VS) est pratiquement
toujours augmentée avec une moyenne de 90 a 93 mm a la premiére heure [64, 91], elle
peut toutefois étre inférieure 50 mm/1°'H [92]. La C-réactive-protéine, marqueur plus
spécifique de l'inflammation que la VS est souvent élevée avec une moyenne de 95 mg/L
[64, 91]. Les autres protéines de l'inflammation sont également élevées en corrélation
avec la VS et la CRP (fibrinogéne, haptoglobine et orosomucoide). Une association entre
un syndrome inflammatoire modéré et la survenue de complications ischémiques
oculaires a été rapportée [93] [64]. Une anémie inflammatoire est observée dans plus de
la moitié¢ des cas [91], bien corrélée avec le syndrome inflammatoire. Une
hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles survient dans un tiers des cas, elle
dépasse rarement 12000 par mm3. Une thrombocytose n’est pas rare (50% des cas) et

semble étre corrélée avec le risque de complications ischémiques oculaires [64].

E.Diagnostic de ’'ACG

1. Biopsie de I’artere temporale

Elle est essentielle au diagnostic et permet de Iégitimer le recours a la corticothérapie
prolongée et a forte dose. Elle ne doit pas retarder la mise en route du traitement car les
lésions histologiques vont persister encore 4 semaines aprés le début de la
corticothérapie [94]. Il reste une discussion concernant la taille et la bilatéralité de la
biopsie. Idéalement, elle doit étre orientée par la clinique et mesurée au moins un
centimetre [95]. Une BAT bilatérale permettrait d’'améliorer la rentabilité diagnostique de
12,7% par rapport a une BAT unilatérale [96]. Classiquement, les Iésions histologiques
de P'ACG réalisent une panartérite segmentaire et focale [16]. Il existe un infiltrat
inflammatoire polymorphe constitué de d’histiocytes, de lymphocytes et parfois de
polynucléaires. Les cellules géantes sont présentes dans 50 a 70% des cas et leur
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présence serait un facteur prédictif de latteinte ophtalmologique [18]. On note quasi-
constamment une destruction de la LElI avec une destruction des CMLV et une
thrombose fréquente de la lumiére artérielle (figure 7). Par ailleurs une micro-vascularite
touchant les vaisseaux extra-adventitiels mais également les vasa vasorum et les
vaisseaux intra-adventitiels a été décrite [97]. Sa présence semble étre associée a la
présence d’'une PPR [98-99].

Figure 7 : Aspect histologique d’'une artére tempotale pathologique d’un patient atteint d’ACG.
Panartérite granulomateuse avec un infiltrat de cellules inflammatoires, une rupture partielle
de la limitante élastique interne, une hyperplasie intimale et une sténose préocclusive de la
lumiére artérielle (coloration a 'HES X100) (Photo du service d’anatomie pathologique- CHU
de Limoges).
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2. Criteres de classification de I’'ACG

Les criteres de classification qui sont encore utilisés actuellement dans tous les

articles scientifigues concernant I'ACG sont ceux de '’American College of Rheumatology

(ACR) [100] qui a proposé des critéres avec un format dit « traditionnel » (tableau 1) et

des critéres avec un format dit « en arbre » (tableau 2). Ces critéres ont été élaborés en

comparant 214 patients atteints d'ACG a 593 patients atteints d’un autre vascularite.

Tableau 1 : Criteres de classification de l'artérite a cellules géantes de I'ACR, format

traditionnel

Age au début de la maladie = 50 ans

Céphalées d’apparition récente (nouveau début ou nouveau type de céphalées)
Anomalie de l'artere temporale a la palpation (induration ou diminution du pouls
non due a l'artériosclérose des artéres cervicales)

Vitesse de sédimentation supérieure a 50 mm a la premiére heure (méthode
Westergren)

Biopsie d’artére temporale anormale montrant une vascularite caractérisée par la
prédominance d'une infiliration par des cellules mononucléées ou par un

granulome inflammatoire, habituellement avec des cellules géantes

La présence d’au moins trois critéres parmi les cing précédents permet de classer la

maladie avec une sensibilité a 93,5% et une spécificité a 91,2%.

Tableau 2 : Critéres de classification de l'artérite a cellules géantes, format dit « en

arbre »

Age au début de la maladie = 50 ans

Céphalées d’apparition récente (nouveau début ou nouveau type de céphalées)
Claudication de la méachoire, de la langue ou troubles de la déglutition

Induration du cuir chevelu ou présence de nodules a distance de l'artéere
temporale ou d’autres artéres du créane

Anomalie de l'artere temporale a la palpation (induration ou diminution du pouls
non due a l'artériosclérose des artéres cervicales)

Biopsie d’artére temporale anormale montrant une vascularite caractérisée par la
prédominance d’'une infiltration par des cellules mononucléées ou par un

granulome inflammatoire, habituellement avec des cellules géantes

La présence d’au moins trois critéres parmi les six précédents permet de classer la

maladie avec une sensibilité a 95,3% et une spécificité a 90,7%.
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3. Examens biologiques

I N’y a actuellement pas de marqueur spécifique diagnostigue de I'ACG. Des
autoanticorps ont été détectés dans le sérum de patients ayant une ACG. Il s’agit le plus
souvent d’Ac anti-cardiolipine dont la prévalence dans cette maladie varie de 20 a 59%
[4, 101]. Leur signification n’est pas claire, leur présence pourrait étre corrélée a un
risque de rechute avec une sensibilité de 74% et une spécificité de 100% [102]. Toutefois
la recherche de ces Acs ne peut en aucun cas étre utilisée comme un outil diagnostique.
Des immunoglobulines G (IgG) dirigées contre la chaine lourde de la ferritine seraient
plus fréquemment retrouvées dans le sérum de patients atteints d’ACG comparés aux
sujets témoins (55 % contre 1 % ; p < 0,01) suggérant que la recherche de ces Acs
pourraient contribuer au diagnostic d’ACG. Ces Acs seraient présents dans 92% des
patients au moment du diagnostic [103]. Nous avons voulu vérifier ces données dans
notre cohorte. Malheureusement, méme s'ils ne sont détectés que chez 2,5% des sujets
sains, ils sont retrouvés dans un tiers des patients suspects d’ACG mais pour lesquels ce
diagnostic a été écarté [104]. Ainsi la contribution de ces anticorps au diagnostic d’ACG
lors de la prise en charge d’un patient chez qui ce diagnostic est suspecté semble limitée.

4. Examens d’imagerie

Dans la stratégie diagnostique de 'ACG, certains examens d’'imagerie déja cités ci-
dessus peuvent contribuer au diagnostic et permettre de débuter raisonnablement la
corticothérapie a forte si la BAT par exemple est négative et que le patient ne remplit pas
stricto sensu les critéres de classification de I'ACR. Il s’agit de I'échographie-doppler, de
I'angio-TDM, de I'angio-IRM et de la TEP couplée a la TDM. Ces examens ont surtout
une utilité dans la mise en évidence d’'une aortite ou d’une atteinte inflammatoire des
vaisseaux supra-aortiques et notamment les artéres vascularisant les membres
supérieurs. De plus I'échographie-doppler et I'angio-IRM peuvent montrer directement

une anomalie de l'artére temporale.
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a. L’échographie-doppler artériel
C’est un examen simple et non invasif qui permet d’aider au diagnostic en visualisant
d’'une part une anomalie de l'artére temporale. Les trois signes pertinents a rechercher
sont :
e Le signe du halo : épaississement pariétal circulaire et homogéne de I artére. La
sensibilité et la spécificité de ce signe si on le compare a la positivité de la BAT
est de 69 et 82% respectivement [105]
e La sténose artérielle
e L’occlusion artérielle
Ces deux derniers signes ont une sensibilité denviron 66% [105].
C’est surtout la combinaison de ces trois signes qui présente un intérét diagnostique
certain par rapport a I'histologie avec respectivement une sensibilité de 95% et une
spécificité de 85% [80]. Cet examen est également utile dans le diagnostic d’'une
inflammation de la paroi artérielle de l'aorte et de ses branches. Il montre un
épaississement homogéne pariétal notamment des artéres sous-claviéres et axillaires qui
sont plus fréequemment touchées dans 'ACG [106].

b. L’angio-TDM
Cet examen permet d’aider au diagnostic d’ACG en montrant un épaississement
pariétal circonférentiel et homogene supérieur a 3 mm de l'aorte qui peut étre présent
chez un patient sur deux et un épaississement des arteres des membres supérieurs et
des membres inférieurs [73, 79]. Outre le diagnostic, 'angio-TDM permet également un
suivi de l'inflammation pariétale des gros vaisseaux et peut montrer une régression de

I'épaississement pariétal sous corticothérapie [74, 79, 107].

C. L’angio-IRM
Comme I'écho-doppler des arteres temporales, I'angio-IRM peut montrer des
anomalies pouvant aider au diagnostic d’ACG. On peut voir un hypersignal en séquences
pondérées T1 et un hypersignal T2 témoin de 'cedéme pariétal artériel [108]. Par ailleurs
la sensibilité et la spécificité de ces anomalies sont respectivement de 80 et 71% par
rapport a la BAT [109]. Il n’y a pas de différence significative entre I'angio-IRM et I'écho-
doppler artériel pour le diagnostic d’ACG [109]. Les anomalies d’hypersignaux sont
également présentes au niveau des gros vaisseaux permettant ainsi un orientation
diagnostique forte en faveur de 'ACG [110]. L'angio-IRM permet également de bien

visualiser les anévrysmes et les sténoses. Les anomalies d’hypersignaux aortiques
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semblent régresser sous corticothérapie mais semblent persister a long terme [111-112]
ce qui rend difficile leurs interprétations dans le suivi de 'activité de 'ACG.

d. La tomographie a émission de positrons couplée au
TDM (TEP-scan)

La détection d'une fixation hypermétabolique de l'artere temporale n’est pas
envisageable dans la pratique courante du fait de la petite taille de I'artére (< 2mm) et de
sa proximité avec le cerveau. Cet examen d’imagerie fonctionnelle permet une détection
précoce de linflammation artérielle des gros vaisseaux [113-114] et apporte une aide
précieuse au diagnostic d’/ACG. Une méta-analyse récente portant sur la rentabilité
diagnostique du TEP-scan dans I'ACG estime une sensibilité a 80%, une spécificité a
89%, une valeur prédictive positive a 85% et négative a 88% [115]. De plus une fixation
hypermétabolique intense initiale pourrait étre corrélée au risque de développer un
anévrysme chez un patient atteint ’ACG avec aortite [116]. Par ailleurs les fixations
hypermétaboliques diminuent sous corticothérapie en corrélation avec un bon contréle
clinique et la normalisation du syndrome inflammatoire [117]. Cependant la signification
de certaines anomalies est difficle quand le patient présente des Iésions
d’athérosclérose [117-118]. Comme pour I'angio-IRM, la place du TEP-scan dans le suivi
de l'activité de 'ACG est difficile a déterminer [117]. L’hypermétabolisme aortique peut
persister dans plus de 50% des cas a trois mois de la corticothérapie sans réel lien avec
le risque de rechute alors que le syndrome inflammatoire a disparu [119].
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F.Traitement

La corticothérapie est le traitement de choix de 'ACG, elle doit étre commencée dés
que le diagnostic est porté, avant méme d’avoir le résultat de la biopsie de l'artere
temporale. Elle a pour but de prévenir les complications oculaires, qui restent plus rares
une fois le traitement mis en route. Son efficacité clinique est spectaculaire avec une
régression des troubles cliniques en 12 a 48 heures, constituant un test diagnostique
d’un grand intérét lorsque la biopsie de I'artére temporale est négative. La prednisone est
le corticoide le plus utilisé.

1. Traitement d’attaque

En I'absence de complication ischémique, une posologie de I'ordre de 0,5a 1 mg

par kilo et par jour (mg/kg/j) d’équivalent prednisone est communément admise [120-
121]. L'utilisation a la phase d’attague d’'un assaut cortisonique intraveineux (IV) de
méthyl-prednisolone (MP) dans le but de contrbler plus rapidement le syndrome
inflammatoire, de diminuer la fréquence des cortico-résistances primaires et de permettre
ainsi une épargne cortisonique a long terme a été suggérée. Une posologie IV de 240
mg/j de MP, ne permet pas d’améliorer la réponse initiale ou une épargne cortisonique
ultérieure [122]. En revanche a plus forte dose (1g/j pendant 3j de MP) le taux de rechute
semble diminuer associé a une épargne cortisonique plus rapide [123]. Cette stratégie
reste cependant a confirmer par de plus larges études.

En présence d’une complication ischémique ou de signe précurseur d’événement
ischémique (par ex. amaurose fugace), les assauts cortisoniques IV de MP sont
préconisés a la dose de 500 a 1¢g/j pendant 3 jours [120-121] avec un relais par la
prednisone a la dose d'1 mg/kg/j. La durée du traitement d’attaque est fonction de la
normalisation des signes cliniques et des parametres biologiques de I'inflammation. Elle
est classiquement de 3 a 4 semaines. Bien que les signes cliniques s’amendent
rapidement, linflammation biologique s’abaisse progressivement pour revenir a la
normale en un délai variant entre 1 a 6 semaines. Les Iésions ischémiques constituées,
oculaires ou cérébrales ne régressent qu’exceptionnellement en totalité. Si la dose initiale
n’entraine pas une amélioration rapide elle doit étre augmentée ou associée a une autre

thérapeutique.
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2. Traitement d’entretien

La diminution de la corticothérapie doit se faire sous surveillance clinique et
biologique stricte. Il existe une phase de dégression rapide dont le but est de raccourcir
au maximum la période d’utilisation des fortes doses de corticoides afin de limiter les
conséquences iatrogénes. Entre six et 10 semaines aprés le début du traitement, la
posologie initiale sera réduite a 15 a 20 mg/j par paliers de réduction d’'une a deux
semaines. On procéde ensuite a une phase de décroissance lente avec une réduction de
la posologie de 2,5 mg toutes les 2 a 4 semaines jusqu’a la posologie de 10 mg/j puis
avec une réduction d’1 mg/mois jusqu’a l'arrét du traitement [120-122]. Cette diminution
de doses n’est autorisée qu’en l'absence de signes cliniques, I'objectif étant de
rechercher la dose minimale qui maintient les malades asymptomatiques avec des
protéines de l'inflammation normales. La durée moyenne de la corticothérapie est le plus

souvent de 18 a 36 mois.

3. Effets secondaires de la corticothérapie

Les effets secondaires de la corticothérapie sont importants et surviennent chez
environ 40 a 80 % des malades [122, 124] (Tableau 3). Il s’agit surtout de
I'ostéoporose cortisonique qu’il convient de prévenir systématiguement par du
calcium et de la vitamine D. En outre la corticothérapie peut entrainer une myopathie
invalidante, aggraver ou révéler un diabéte, une diverticulite, favoriser des infections,
précipiter I'évolution d’'une hypertension artérielle et d’une cataracte.
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Tableau 3 : Principales complications de la corticothérapie

Endocriniennes Apparence cushingoide, diabéte latent ou clinique,

Minéralocorticoides Rétention hydrosodée, oedéemes, hypokaliémie, HTA

Myopathie, ostéoporose fracturaire, ostéonécrose aseptique

Ostéo-musculaires des épiphyses

Gastro-intestinales Ulcére peptigue, oesophagite, diverticulite
Psychiatriques Troubles de I’humeur et du sommeil, état dépressif, psychose
Infectieuses infections bactériennes et virales, réactivation tuberculeuse
Oculaires Glaucome, cataracte postérieure

Atrophie cutanée, pétéchies, ecchymoses, retard de cicatrisation,
acné, hirsutisme

Dermatologiques

En gras : Les complications les plus fréquentes et/ou les plus graves

4. Traitement des reprises évolutives, des rechutes et

d’épargne cortisonique

Certains patients sont corticodépendants et rechutent régulierement a I'arrét du
traitement ou lors de la diminution posologique (reprise évolutive), de plus il existe des
formes rebelles a la corticothérapie ce qui amene a rechercher d’autres traitements. La
reprise évolutive (RE) survient dans 40 a 62% des cas avec un délai médian de 7 a 16
mois et une dose moyenne entre 7 et 10 mg/j de prednisone [124-126]. L’attitude
thérapeutique lors de la premiéere voire de la deuxieme RE est fonction de son expression
clinique et/ou biologique. Il peut s’agir de reprise de signes céphaliques, d’'une fievre
isolé, de la survenue d'un événement ischémique et de la reprise du syndrome
inflammatoire. En cas de céphalée, de fievre ou de syndrome inflammatoire isolé, il est
préconisé de reprendre la dose antérieure efficace qui précédait la RE. En cas de
survenue d’événement ischémique ou de claudication de la machoire, une reprise de la
corticothérapie a 60 mg/j est conseillée précédée d’un bolus IV de MP en cas de
complication ischémique oculaire [121]. L’adjonction d’un traitement immunosuppresseur
parmi ceux cités ci-dessous est indiquée lors de la troisieme RE. La fréquence des
rechutes survenant a l'arrét de la corticothérapie est d’environ 20% [125-126] avec un
délai de survenue variable entre 1 a 25 mois. L’attitude thérapeutique non codifiée est en
général la reprise de la corticothérapie dont la posologie et la voie d’administration
dépendent de la nature clinico-biologique de la rechute.

Différentes molécules et stratégies thérapeutiques ont fait I'objet d’études
contr6lées et randomisées versus placebo ou non: il s’agit du méthotrexate, de

I'azathioprine, I'hydroxychloroquine et des anti-TNF. D’autres molécules ont été testées
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dans les formes réfractaires de 'ACG en études ouvertes comme le cyclophosphamide
et la disulone et le tocilizumab.

Trois études ont testé lintérét du méthotrexate comme ftraitement d’épargne
cortisonique dés linitiation du traitement en association avec la CT [127-129]. Elles
comportaient respectivement 42, 98 et 21 patients. Le schéma thérapeutique était
différent dans ces trois essais. Les résultats de ces études sont bien résumés dans une
méta-analyse faite a partir des données individuelles des patients [130]. L’adjonction du
méthotrexate a permis de réduire les doses cumulées de prednisone de 842 mg sur 48
semaines avec une diminution de risque de premiére et deuxiéme rechute de
respectivement 35 et 51%. Cependant cet effet était plus marqué pour les rechutes de
PPR et n’était pas significatif pour les rechutes céphaliques.

L’intérét de I'azathioprine a été étudié chez 31 patients atteints d’ACG et/ou de PPR
chez qui cette molécule avait été prescrite chez des patients en rémission [131]. L'effet
d’épargne cortisonique n'a été que trés modeste et noté qu'a la 52°™ semaine de
traitement avec des effets secondaires non négligeables. Sur 16 patients sous
azathioprine, sept ont arrété le traitement pour toxicité qui était principalement digestive.

L’hydroxychloroquine a été évaluée pour ses propriétés d’épargne cortisonique dans
une étude contre placebo a linitiation de la corticothérapie comportant 74 patients. Cette
molécule n'a pas montré d’efficacité sur I'épargne cortisonique et les patients ont
présenté un risque de rechutes élevé au cours de I'essai et six mois apres son arrét. Par
ailleurs la fréquence des effets indésirables notamment cutanée était importante [132].

Parmi les anti-TNFa actuellement commercialisés, deux d’entre eux ont fait I'objet
d’essais randomisés versus placebo en double insu dans le but d’obtenir une épargne
cortisonique. L'essai utilisant linfliximab a été arrété précocement du fait de son
inefficacité apres linclusion de la moitié des patients prévus dans I'étude [133].
L’adalimumab, dans un essai non publié n’a pas non plus montré d’efficacité en tant
gu’agent d’épargne cortisonique [132].

Le cyclophosphamide a été utilisé chez des patients atteints d’ACG réfractaires dans
deux études ouvertes [134-135]. L’analyse des 88 patients traités par cyclophosphamide
montre une efficacité dans 84% des cas avec un taux de rechute dans 19% malgré
'association avec un autre immunosuppresseur et notamment le méthotrexate. Un tiers
des patients ont présenté des effets indésirables qui ont motivé I'arrét du traitement dans
12,5% des cas.

La dapsone permet une efficacité en épargne cortisonique dans 'ACG [136] en
diminuant la durée et la dose totale de la corticothérapie. Cependant ce médicament

reste de maniement difficile, en raison du risque d’anémie hémolytique, de
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méthémoglobinémie et d’agranulocytose, ce qui réserve son usage aux complications
graves des corticoides ainsi qu’aux patients atteints d’ACG réfractaires.

Le tocilizumab qui est un anticorps monoclonal humanisé antagoniste du récepteur
de I'lL-6, semble étre intéressant dans le contrle de 'ACG dans les formes réfractaires.
Plusieurs études ouvertes ont testé cette molécule dans ce contexte et le plus souvent
chez des patients en échappement thérapeutique [137-141]. Sur les 14 cas décrits dans
la littérature, une rémission et une diminution de la posologie ont été obtenues chez tous
les patients. Aucun effet indésirable notable n’a été rapporté. Il faut cependant souligner
que les données autopsiques d’'une patiente décédée d'un infarctus du myocarde, en
rémission de sa maladie six mois aprés l'arrét du tocilzumab, montraient encore une

atteinte inflammatoire de I'aorte et des gros vaisseaux [140].

5. Traitements associés

Outre les traitements adjuvants a la corticothérapie, seul I'acide acétylsalicylique
semble validé comme traitement complémentaire dans la prévention des complications
ischémiques de I'ACG [142-143]. Une complication ischémique céphalique ne
surviendrait que dans 8 a 16% des patients ayant regu de I'aspirine apreés initiation de la
corticothérapie versus 29 a 48% des patients qui n’en ont pas regu avec une réduction de
risque de 80%. Ces résultats sont discordants avec ceux obtenus par trois autres études
[144-146] qui rapportent plus d’événements ischémiques chez les patients sous aspirine.
Cependant, en I'absence de contre-indication, la prescription de faible dose d’aspirine est
recommandée [120-121] par la ligue européenne contre les maladies rhumastismales et
la société britannique de rhumatologie.

G. Pronostic

Le pronostic de 'ACG est difficile a déterminer et doit étre considéré sous différents
angles. Il faut considérer le pronostic vital, fonctionnel, a court et a long terme et 'impact
de la corticothérapie et des traitements immunosuppresseurs prescrits dans cette
maladie. En terme de mortalité globale le pronostic vital n’est pas différent de celui de la
population générale avec une survie a 5 ans de 80% chez les patients atteints d’ACG
[54, 147-148]. On note par contre une surmortalité cardio-vasculaire chez ces patients
qui peut survenir de fagon précoce dans les 4 premiers mois [147]. Les événements
ischémiques responsables de cette surmortalité cardio-vasculaire sont surtout les AVC et

55



linfarctus du myocarde qui peuvent survenir a la phase initiale de la maladie [149-150].
Plus rarement on peut trouver la dissection aortique fatale qui peut révéler la maladie
[151]. Le rble de la corticothérapie dans la mortalité précoce est difficile a déterminer
dans la mesure qu'il est peu dissociable des risques cardio-vasculaires que peuvent
présenter ou développer les patients atteints. La mortalité durant la premiere année
pourrait étre imputable a la corticothérapie dans un tiers des cas et est principalement
due aux infections [152]. A plus long terme le pronostic vital pourrait étre lié a I'existence
ou non d’une atteinte aortique [153]. L’aortite, si elle n'est pas découverte au décours
d’'une dissection initiale, est le plus souvent asymptomatique et peut se compliquer de
dissection ou d’anévrysme. Le risque de dissection est estimé pour I'aorte thoracique de
5,4 et pour l'aorte abdominale de 0,6 pour 1000 patients/année et semble plus important
au moment des poussées inflammatoires de la maladie [154]. Il existe une surmortalité
avec une médiane de survie de 1,1 ans en cas de dissection thoracique [155]. Cette
complication peut également survenir tardivement jusqu’a 8 ans apres le diagnostic
d’ACG [151]. L’'anévrysme aortique est une complication tardive de I'aortite dans I'ACG et
survient en moyenne 6 ans apres le diagnostic initial de I'ACG [151, 154, 156]. Le risque
de développer un anévrysme aortique est variable en fonction de la localisation de
I'aortite initiale. 1l est de 17,3 par rapport a la population générale en cas d’atteinte
thoracique et de 2,4 en cas d’atteinte abdominale [76]. L'anévrysme aortique peut
évoluer soit vers une dissection soit vers une rupture et constitue une cause
anormalement élevée de mortalité (8,2%) pour certains auteurs [148].

Le pronostic fonctionnel est principalement lié aux complications ischémiques
céphaliques et notamment oculaires. Bien que la corticothérapie ait permis de réduire le
risque d’amaurose définitive d'un intervalle compris entre 30 et 60% des cas a un
intervalle de 5 a 20 % des cas [144-145, 157-158], les chances de récupération visuelle
aprés une amaurose permanente sous corticothérapie a fortes doses restent faibles
comprises entre 0 et 15% [159-161]. Par ailleurs le risque de survenue d’'une nouvelle
amaurose est possible lors de la prise en charge thérapeutique initiale. Il est cependant
faible, évalué entre 0% a 4% et survient le plus souvent dans la premiere semaine qui
suit linitiation de la corticothérapie [126, 162]. Une amaurose peut survenir plus
tardivement notamment lors de la décroissance de la corticothérapie. Ce risque varie de
1 a 10% et peut survenir dans un délai allant de quelques semaines a plusieurs années
apres le début de la corticothérapie [145, 163-164].
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H. Lien entre artérite a cellules géantes et

neurotrophines

Le remodelage vasculaire qui existe dans cette maladie semble donc inclure dans un
premier temps, une destruction des CMLYV, puis une prolifération et une migration de ces
CMLV vers lintima favorisant une hyperplasie intimale et enfin des phénoménes de
néoangiogénése venant compenser l'ischémie induite par la sténose ou la thrombose
secondaire a la formation de la néointima. Le principal facteur trophique impliqguée dans
la prolifération et la migration cellulaire des CMLV dans 'ACG est le PDGF [44]. D’autres
facteurs pourraient étre impliqués dans ce remodelage vasculaire. Parmi ces facteurs, le
systéme des neurotrophines pourrait jouer un réle notamment dans la prolifération et la
migration des CMLV. L'idée qu’un facteur trophique puisse étre produit et interagir avec
d’autres types cellulaires que ceux pour lesquels il ait été identifié initialement existe
depuis longtemps. Le VEGF, initialement décrit comme un facteur de croissance produit
et agissant sur I'endothélium vasculaire, peut étre produit par les neurones et agir de
facon autocrine et paracrine sur la survie neuronale [165]. Cette approche peut étre
applicable pour le lien qui existe entre le systéme des neurotrophines et le systéme
cardio-vasculaire. Les neurotrophines et leurs récepteurs sont détectés in vivo par
immunohistochimie au niveau des cellules endothéliales (CE) et des CMLV aortiques
humaines de donneurs et de rat [7]. Aprés extraction protéique et d’ARN a partir de la
culture des CMLV issus d’aortes humaines et de rat, il est identifié une expression
protéique et des transcrits des quatre neurotrophines et des trois récepteurs TrK [7]. Par
ailleurs, le NGF favorise la migration des CMLV, comparable a celle induite par le PDGF,
mais pas leur prolifération [7, 166]. Enfin certaines NTs notamment NGF et BDNF et les
trois récepteurs Trk sont impliqgués dans I'hyperplasie intimale secondaire aux Iésions
aortiques induites par angioplastie au ballonnet chez le rat [7]. Il en est de méme pour le

NTR
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récepteur P7 qui semble surexprimé parallélement a une diminution de I'expression

du NGF dans des lésions athéromateuses coronariennes [167]. La stimulation du

récepteur P75" ™"

par le NGF, la NT-3 et a plus faible niveau par le BDNF induirait plutét
une apoptose des CMLYV [168]. Ainsi le systeme des NTs joue un réle important dans la
régulation fonctionnelle des CMLV humaines mais aussi dans les situations
pathologiqgues comme dans les Iésions athéromateuses. L’implication de ce systeme
dans la constitution d’'une hyperplasie intimale induite expérimentalement ou observée
dans l'athérosclérose justifie notre étude concernant le rle de ce systéme dans la

physiopathologie du remodelage vasculaire dans 'ACG.
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Il. Les Neurotrophines et leurs récepteurs

Les neurotrophines (NTs) sont une famille de neuropeptides impliqués dans
I’'homéostasie cellulaire neuronale en agissant, entre autre, sur la survie, la prolifération,
la différenciation, la croissance axonale et I'apoptose. La premiére description d’un de
ces facteurs neurotrophines est due a Rita Levi-Montalcini en 1951. Elle découvre un
peptide, dans les glandes salivaires de serpent, qui stimule la croissance neuritique de
ganglions rachidiens sympathiques de poulet [169]. Trente ans plus tard dans les années
1980, Hofer et Barde identifient et purifient une protéine qu’ils nommérent le brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) [170-171]. Comme le NGF, le BDNF favorise la
survie des neurones sensoriels. Sur la base des homologies entre les structures
primaires du NGF et du BDNF, Jones et Reichardt ont isolé un troisieme membre de la
famille des facteurs neurotrophiques, la neurotrophine-3 (NT-3) qui est également
impliguée dans la survie neuronale et le développement embryonnaire du tube neural
[172]. En plus du NGF, du BDNF et de la NT-3, trois autres NTs ont déja été identifiées:
la neurotrophine-4/5 (NT-4/5), également connue sous le terme de NT-4 [173] et les
neurotrophines-6 [174] et -7 [175] (NT-6 et NT-7) seulement présentes chez les poissons.

Les NTs interagissent avec deux types de récepteurs :
e Le récepteur p75 (p75""") [176] qui peut interagir avec
toutes les neurotrophines mais sur lequel elles se fixent avec une faible affinité
e Les récepteurs a « tropomyosin-related kinase » (Trk), dits de haute
affinité, qui sont au nombre de trois et qui sont plus ou moins spécifiques d'un ligand : le
récepteur TrkA pour le NGF [177], le récepteur TrkB pour le BDNF [178] et la NT-4 et le
récepteur TrkC [179] pour la NT-3.

Pour ce travail, nous étudierons plus spécifiquement les NTs NGF, BDNF et NT-3
ainsi que leurs récepteurs respectifs TrkA, TrkB, TrkC et le récepteur p75"""
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l. Les neurotrophines

1. Structure des neurotrophines

A l'exception de NT-4/5, la structure des NTs reste hautement conservée dans
'échelle de I'évolution allant des poissons aux mammiféres [180]. Les différents
membres de la famille des NTs partagent ainsi une masse moléculaire (13,2 a 15,9 kDa)
et des points isoélectriques similaires (gamme de 9-10) avec une structure moléculaire
similaire composée d’'un noeud de cystéine formé par trois ponts disulfure entrelacés
avec une homologie de structure de 50% [181]. Dans leur forme biologiquement active,
les NTs sont sous forme d’homodiméres, formés par deux monomeres disposés de
maniére parallele. Par exemple le monomére de NGF a une structure allongée, avec la
partie centrale de la molécule formée par deux paires de brins de 8 antiparalleles, des
boucles en épingle a cheveux a une extrémité et un nceud de cystéine a l'autre extrémité
(figure 8) [182-183]. Les NTs matures ont aussi la capacité de former des hétérodiméres
mixtes avec d’autres NTs [184]. Quatre régions de boucle en épingle a cheveux B sur la
surface du dimeére contiennent une grande proportion de résidus qui permettent une forte
variabilité entre les différents membres de la famille des NTs. Cette variabilité permet
d’obtenir une spécificité de chaque ligand pour son récepteur apparenté [185]. Par
exemple, les acides aminés His4, Pro5, Phe7, His8, Val48, Pro49 et GIn96 et ceux
présents au niveau des extrémités N et C-terminales favorisent une fixation spécifique du
ligand NGF pour son récepteur TrkA [186-188]. En revanche, le NGF peut se lier au
récepteur p75" ™" par les résidus chargés positivement Lys32, Lys34 et Lys95 [189] et
également par les résidus asp72, Lys74 et His75 [190]. Le motif de noeud de cystéine,
formé par les trois ponts disulfures intra-chaine, permet de stabiliser la molécule de NGF

dans sa conformation active.

Figure 8: Structure de Nts

A: Homodimére de NGF formé de 2 monoméres
orientés téte a téte et de facon paralléle

B : monomere de NGF avec les ponts disulfures ()

C : Potentiel électrostatique a la surface des Nts. La
couleur bleu représente les potentiels positifs et la
couleur rouge les potentiels négatifs. D’aprés McDonald

(1]
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2. Synthése des neurotrophines

Les NTs sont synthétisées selon un méme processus de maturation. Les ARNm

des NTs sont traduits en protéines immatures ou pré-pro-neurotrophines de 31 a 35 kDa.
Ces pré-pro-NTs possédent un peptide signal, un propeptide et la protéine mature
(Figure 9). Il y a trois destins possibles pour ces pré-pro-NTs, (i) soit un clivage
intracellulaire suivi de la sécrétion, (ii) soit la sécrétion suivie par un clivage extracellulaire
ou soit (iii) la sécrétion de pro-NTs sans clivage ultérieur [191]. Le clivage intracellulaire
peut étre réalisé par différentes enzymes comme les furines et les proconvertases [181,
192-193]. Dans le milieu extracellulaire, on trouve la plasmine et certaines MMP
notamment la MMP-3 et la MMP-7 [194]. Aprés excrétion les NTs et/ou les pro-NTs
pourront se fixer sur leurs récepteurs de faible ou de forte affinité aprés homodimérisation
[195].

rememm . Tm potential glycosylation site
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Figure 9 : Structures primaires des 4 NTs :

Les pré-séquences composées de 16 a 21 aa sont clivées immédiatement aprés leur séquestration de
réticulum endoplasmique. Deux situations son alors possibles : soit la protéine mature de NT peut étre
excisée du précurseur par la furine ou des proconvertases intracellulaires soit la pro-NT est transportée et
excrétée dans la milieu extra-cellulaire dans lequel elle peut avoir directement une action biologique ou étre
clivée en forme mature par la plasmine ou des métalloprotéases. D’aprés Lessmann et al .Prog Neurobiol,
2003 [195].

Les NTs et les pro-NTs peuvent étre sécrétées dans le milieu extracellulaire par deux
voies distinctes la voie constitutive et la voie contrblée. La voie constitutive est la voie
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conventionnelle d’exportation et ne nécessite pas de mécanisme de régulation. La voie
contrdlée fait intervenir des protéines spécifiques, telle que la carboxypeptidase E, qui
vont les guider vers les vésicules de sécrétion. Les voies de sécrétion varient en fonction
des neurotrophines et de leur état de maturation. Dans les neurones les pro-
neurotrophines sont secrétées principalement la voie contrélée [181, 193]. Le NGF
semble plutét emprunter le plus souvent la voie constitutive tandis que le BDNF est
exporté par la voie controlée [196-197] (figure 10). La NT-3 est exportée de maniere
équivalente par les deux voies en fonction de son niveau d’expression ou de la
disponibilité des enzymes spécifiques intracellulaires [198].
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Figure 10 : De la synthése a la sécrétion : exemple du BDNF

L’ARNm du BDNF est traduit dans les ribosomes et le pré-pro-BDNF est séquestré dans le RE. Il est ensuite
transporté sous forme de vésicules vers I'appareil de golgi puis au réseau trans-golgien. Les enzymes
présents dans ce réseau pourront cliver la protéine immature et les formes matures seront secrétées selon la
voie constitutive. Parallélement les vésicules de pro-BDNF peuvent étre relarguées via la voie contrélée. Ces
pro-NT peuvent étre secondairement clivées dans le milieu extracellulaire. CPE : Carboxypepetidase E ; ER :
réticulum endoplasmique TGN : réseau trans-golgien. (d’aprés Thomas et al. Curr Biol 2005)
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3. Les récepteurs aux NTs

La recherche d'un récepteur pour les NTS a mené a la découverte de deux types de
récepteurs bien distincts: le récepteur neurotrophine p75 (p75"'") et les récepteurs a
tropomyosine-kinase (Trk) [177, 199-201] (figure 11). Il est maintenant bien établi que la
signalisation de survie est principalement associée a l'activation des récepteurs Trk. En

NTR
5

revanche, le récepteur p7 , a quelqgues exceptions prés, a un rble essentiel dans

I'apoptose des cellules neuronales et non neuronales [191, 202].

NGF NT-3 BDNF NT-4
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Figure 11 : Les NTs et leurs récepteurs
Le NGF se lie spécifiqguement au récepteur TrkA, le BDNF et NT-4 au récepteur TrkB et NT-3 au récepteur
TrkC .NT-3 peut aussi de lier & TrkA et a TrkB mais avec moins d’affinité. Toutes les NTs peuvent se lier au

NTR

récepteur p75° . CR1-CR4 :motifs riches en cystéine ; Ig1-1g2 : domaines immuniglobuline-like ; LRR1-3:

motifs riche eu leucine (d’aprés Skaper et al. CNS and neurologic disorders-Drug targets 2008 [203])

a. Le récepteur p75"™"

Le récepteur p75"'", qui a été le premier récepteur identifié pour le NGF, appartient a
la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNF) [199]. Comme les
autres membres de la superfamille des récepteurs du TNF, le p75"'™® contient quatre
motifs riches en cystéine, un domaine transmembranaire et un domaine de mort

NTR
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intracellulaire. L'effet pro-apoptotique de p7 n'est possible que lorsqu’il est dans sa

forme monomeérique car la dimérisation ou I’homomultimérisation supprime complétement
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cet effet [204-205]. En outre, la conformation du domaine de mort de p75"'", constitué
par deux ensembles perpendiculaires de trois hélices contenus dans une structure
globulaire, differe de celle des autres membres de la famille du récepteur du TNF [206]. II
N’y a pas d’activité catalytique pour le domaine intracellulaire de p75"™® [202], et la

NTR
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majorité de la signalisation de p7 s’effectue par des interactions avec des protéines

cytoplasmiques (voir ci-dessous). Par ailleurs, contrairement a d'autres récepteurs de

mort, comme le récepteur Fas ou le récepteur p55 du TNF, p75"™"

ne nécessite pas les
molécules adaptatrices pro-apoptotiques comme FADD (Fas-associated death domain)
ou TRADD (TNFR-associated death domain) pour induire I'apoptose dans les cellules

neuronales [205]. En revanche, linteraction entre p75""™"

et TRADD est requise pour
I'activation de NFxB, qui commande I'effet antiapoptotique du NGF dans des cellules du
cancer du sein [207]. Contrairement a la spécificité des récepteurs trk, toutes les NTs

5NTR

peuvent se lier a p7 avec une affinité équivalente mais une cinétique distincte [208-

5NTR se fait sous la forme d’un

209]. La fixation de NGF au domaine extracellulaire de p7
complexe trimérique avec une stoechiométrie de 2 NGF : 1 p75"™". L'interaction entre
p75"™ et NGF entraine des changements conformationnels de NGF, qui empéchent la
formation de diméres de p75""" [210].

Le récepteur p75"™ peut interagir avec le récepteur TrkA de différentes maniéres
(Figure 12). Il a été rapporté que p75""" et TrkA pourraient se lier au NGF avec une
stoechiométrie de 01:02:01 (1 trkA: 2 NGF: 1 p75"™"). Ce complexe ternaire, dans lequel
les récepteurs sont disposés dans des orientations opposées, nécessite que les
domaines extracellulaires des deux récepteurs soient disposés de telle fagon qu’elles
chevauchent le NGF [211]. Dans les cellules neuronales, p75"™" et les récepteurs trk
sont souvent co-exprimés pour former un complexe qui peut étre immunoprécipité [212].
L’association de p75"™" et du récepteur TrkA conduit & la formation d'un site de liaison de
haute affinité pour le NGF [213]. Cette haute affinité disparait lors de mutations dans les
domaines cytoplasmiques ou transmembranaires de l'un des deux récepteurs [214].

NTR
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L'affinité entre les NTs et les récepteurs Trk est donc modulée par p7 , Ce qui en fait

augmente la spécificité des récepteurs trk par leur ligand respectif [212, 215-216]. Enfin

NTR
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I'action de p7 est modulée par son association a un co-récepteur, la sortiline. Ce

complexe p75"""/sortiline fixe avec une grande affinité les pro-NTs et induit le plus

souvent un signal pro-apototique (voir ci-dessous). Ainsi p75"™"

apparait comme un
récepteur dont la signalisation est dépendante du ligand et du co-récepteur auxquels il
peut étre associé. Il permet d’'induire tant6t une signalisation pro-apoptotique, tantét une

signalisation de survie [207, 217].
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Figure 12 : Interactions de p75" " avec TrkA et NGF
(A) En I'absence de neurotrophine, p75NTR existe sous forme de dimeres préformés, mais les chaines TrkA
ne forment pas d’homo ou d’hétérodimeres.

(B) Le NGF se lie a p75NTR avec une cinétique rapide, les deux configurations présentées sont possibles. La

liaison de NGF a p75"™" ne perturbe pas le dimére de p75™'"

(C) Le NGF lié a p75" " dispose d'une interface de liaison pour interagir avec TrkA.

(D) Le NGF est présenté au TrkA dans une conformation qui favorise la liaison rapide avec la tyrosine kinase
du récepteur.

(E) Le NGF se lie a une seconde chaine de TrkA pour permettre au récepteur de former un homodimére actif

(d'aprés Baeker et al. Neuron 2007 [218])

b. Les récepteurs a activité tropomyosine kinase
Les récepteurs trk A, B, et C sont des récepteurs avec une activité tyrosine. Le

premier récepteur cloné a été TrkA [177, 200], suivi ensuite par le récepteur trkB et trkC
[177, 219]. Initialement, les différentes NTs étaient supposées se lier préférentiellement a
leurs récepteurs trk spécifiques : NGF a TrkA, BDNF et NT-4/5 a trkB et NT-3 a trkC.
Cependant, NT-3 peut également se lier a trkA et trkB [220-221] (Figure 10). La
spécificité de liaison au ligand peut étre influencée par des variantes d'insertion dans le
domaine extracellulaire de TrkA et TrkB. Des variants d'épissage ont été décrits pour les
trois récepteurs Trk. Il peut s’agir de délétions dans le domaine extracellulaire ou d’'un
aspect tronqué du domaine intracellulaire a tyrosine kinase [222]. Fait intéressant, les
variants de I'épissage responsable de récepteurs Trk tronqués agissent sur la
signalisation Trk avec un effet négatif [223-224]. Pour les récepteurs Trk, les domaines a
tyrosine kinase sont hautement conservés avec une identité de 'ordre de 80% pour les
acides aminés alors que les domaines extra-cellulaires sont plus différents avec une
homologie de l'ordre de 30% pour les acides aminés. Le domaine extracellulaire du
récepteur trk est composé de trois motifs riches en leucine flanqués de deux pdles de
cystéine, de deux domaines d’immunoglobuline de type C2 (lg-C2), d’'un domaine
transmembranaire et d’une région cytoplasmique a activité tyrosine kinase. La liaison
des NTs aux récepteurs Trk s’effectue principalement grace aux domaines Ig-C2, aidé
par le domaine transmembranaire [225-226]. Comme pour les autres récepteurs a
tyrosine kinase, la phosphorylation de la tyrosine intracytoplasmique des récepteurs Trk
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permet de réguler leur activité et le recrutement de molécules adaptatrices qui
interviennent dans l'initiation de la signalisation [227].

C. La sortiline
Elle appartient a la famille des récepteurs de type |. Elle posséde un domaine

extracellulaire large et un domaine transmembranaire non couplé a une protéine G. Le
domaine extracellulaire posséde une grande homologie avec le domaine Vps10p de la
carboxypeptidase Y de la levure. Elle ne posséde pas de domaine intracytoplasmique, ce
qui empéche la transmission d’un signal qui n’apparait que lorsqu’elle est associée a un
autre récepteur transmembranaire [228]. La majeure partie (90%) du stock intracellulaire
de sortiline est située dans I'appareil de Golgi, sa fonction de récepteur membranaire ne
mobilisant qu’environ 10% de ce stock. La sortiline a donc deux fonctions principales :
une fonction de co-récepteur membranaire et une fonction de protéine de transport et
d’adressage de nombreuses protéines vers différents compartiments intracellulaires.

Sa fonction de co-récepteur lui permet d’accroitre I'affinité de liaison de certaines
protéines notamment les pro-NTs qui se fixent a un complexe qu’elle forme le plus
souvent avec p75"'" (figure 13A1). Sa mobilisation vers la surface cellulaire est d’autant
plus facilitée par la présence de la neurotrophin receptor homolog-2 (NRH2) qui empéche
la dégradation lysosomale de la sortiline (figure 13A2). Il a été démontré que, en
présence de la sortiline un mutant de pro-NGF, dont la mutation induit une résistance au

5NTR avec cing fois plus d'affinité que le NGF mature,

clivage par la furine, se lie a p7
tandis que le méme mutant n'a pas d'affinité pour le récepteur TrkA [194, 229]. Par
ailleurs, en présence de sortiline, le pro-BDNF se lie avec une plus grande affinité a
p75N"" mais pas a TrkB [230]. Par l'intermédiaire de p75""™" ces deux pro-NTs, le pro-
NGF et le pro-BDNF, vont induire I'apoptose [194, 230]. Ce phénoméne a également été
rapporté récemment pour la pro-NT-3 [231]. Ainsi si les pro-NTs ont une forte affinité de
liaison au complexe p75""/sortiline, ce complexe participe activement & la liaison au pro-
domaine du pro-NGF ou du pro-BDNF. La présence ou l'absence de sortiline semble
déterminer si p75"'" agit comme un récepteur de mort ou non [230]. Des données
récentes montrent que le déficit en sortiline n’affecte pas les mécanismes pro-
apoptotiques dans les neurones sympathiques mais ralentit leur dégénérescence liée a
I'age, suggérant ainsi que la sortiline possede également un réle a part entiére dans la
signalisation pro-apoptotique [232].

La deuxiéme fonction principale de la sortiline est celle de protéine de transport et
d'adressage de pro-NTs et mais aussi des récepteurs aux NTs vers la membrane
cellulaire ou vers d’autres compartiments intracellulaires. Dans I'exemple du BDNF, la
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sortiline peut contrbler la sécrétion du pro-BDNF mais aussi de la forme mature du
BDNF. La sortiline se lie avec le pro-BDNF dans le réseau trans-golgien. Elle peut
ensuite acheminer le pro-BDNF vers la membrane cellulaire de deux fagons : soit en
perdant son ecto-domaine et en devenant un sortiline soluble, elle entre ainsi dans la
voie constitutive de la sécrétion de la pro-NT, soit par l'intermédiaire de vésicules de
sécrétion en nécessitant dans ce cas l'aide d'une protéine appelée Huntington-
associated protein 1 (HAP1) [233-234]. Dans ces vésicules le pro-BDNF peut étre
converti en BDNF mature (Figure 13B1). Le complexe sortiline/pro-BDNF peut
également, en l'absence d’'HAP1, se diriger vers des endosomes pour subir une
dégradation lysosomale (figure 13B2) [234-235]. La sortiline permet également le
transport des récepteurs aux NTs notamment des Trk vers la surface cellulaire en
empruntant la voie constitutive (figure 13A3) [235]

En résumé, les NTs matures se lient plutét aux récepteurs Trk seuls ou complexés

avec p75""™"

pour initier la signalisation de survie. Les pro-NTs se lient exclusivement a
p75N"", en association ou non avec la sortiline, et activent plutét une signalisation pro-
apoptotique. Ainsi le ratio récepteurs Trk/récepteur p75"'", le processus protéolytique de
pro-NTs et leur capacité a se lier a un co-récepteur sont des événements essentiels

régissant la vie et la mort des cellules neuronales et non-neuronales.
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Figure 13 : Différentes fonctions de la sortiline

A : 1: La sortiline se mobilise vers la membrane et s’associe a p75NTR pour se lier a des pro-NTs ; 2:
Cette action est facilitée par la présence de NHR2 qui empéche sa dégradation lysosomale dans les
vésicules d’'endosomes ; 3 : la sortiline assure le transport des récepteurs Trk via la voie constitutive vers le
milieu ol ils pourront s'associer a p75™'" pour fixer des NTs matures

B: 1: La sortiline assure le transport des pro-BDNFs vers le milieu extracellulaire soit par la voie
constitutive sous forme de sortiline soluble, soit grace a des vésicules de sécrétion en association avec
HAP1. Dans ces vésicules le pro-BDNF peut étre clivé en BDNF ; 2 : Sans HAP1 le complexe sortiline/pro-
BDNF peut subir une dégradation lysosomale dans des vésicules d’endosomes précoces et tardifs. D’apres
Nykjaer et al. Trends in Neurosci. 2012 [228].

4. La signalisation des récepteurs aux neurotrophines

a. La signalisation du récepteur p75" "
La signalisation principalement identifiée pour p75™"™" est 'engagement vers une voie

pro-apoptotique. La premiére preuve de cette signalisation repose sur des
expérimentations de surexpression de ce récepteur qui est responsable d’apoptose de
cellules neuronales [236] en présence mais aussi en I'absence de ligand. L’orientation
vers un processus d’apoptose via p75" " dépendante ou non du ligand se fait en fonction
du micro-environnement cellulaire et de la présence ou non de récepteurs Trk et/ou de
protéines adaptatrices [217]. Les mécanismes de signalisation via p75"'™" restent
imprécis. Le manque d'activité catalytique dans le domaine intra-cytoplasmique de
p75NTR 5NTR

signalisation de ce récepteur. Deux régions sont cruciales sur le récepteur p75"™" pour

suggere que les protéines qui interagissent avec p7 sont impliquées dans la
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l'interaction protéine-protéine : le domaine de mort [237] et le domaine juxta-
membranaire intra-cytoplasmique nommé "chopper" [238]. Plusieurs molécules avec ou

sans activité catalytique interagissent avec p75"'"

[239-240]. Les molécules sans activité
catalytique comprennent la cavéoline-1, NADE (p75"""- associated cell death executor)
et les TNF receptor-associated factor (TRAF) 4 et 6. Certains facteurs de transcription
comme NT receptor interacting factor 1/2 (NRIF 1/2), le schwann cell factor 1 (SC-1) et
NRAGE (neurotrophin receptor-interacting MAGE homolog) peuvent également se lier au
domaine intracellulaire de p75"™. Les molécules ayant une activité catalytique
comprennent les kinases sérine-thréonine impliquées dans la signalisation d’interleukine
ou de NF«xB, tels que linterleukine-1-receptor-associated kinase (IRAK) et le receptor-
interacting protein-2 (RIP2), la protein tyrosine phosphatase Fas-associated
phosphatase-1 (FAP-1) et la small GTPase RhoA. Enfin, la protéine brain-expressed X-
linked 1 (Bex-1) semble interagir avec p75"'" en compétition avec RIP2 [240]. Une des

5NTR est I'activation de la cascade de

caractéristiques dans l'apoptose induite par p7
signalisation de c-Jun N-terminal protein kinase (JNK) [241]. En aval de JNK, on note
I'activation de p53, la phosphorylation directe de Bad, la libération du cytochrome ¢
mitochondrial et I'activation des caspases -9, -6 et -3 [242-243]. La délétion du géne de
TRAF6 empéche la signalisation JNK, inhibant ainsi l'apoptose dans les neurones
sympathiques induite par p75"'" [244]. NRIF semble interagir avec TRAF6 pour induire
I'activation de la signalisation JNK [245-246]. Par ailleurs TRAF-6 semble également étre
impliqué dans l'activation de NF«B induite par p75""" [247]. NRAGE interagit avec p75™'"
pour induire la mort cellulaire grace a un mécanisme qui impliqgue l'arrét du cycle
cellulaire, l'activation de JNK et I'activation des caspases [248]. Il semble que la liaison
du NGF induit internalisation de p75"™" et son association ultérieure avec NRAGE pour
un recyclage dans les vésicules d’endosomes [249]. L'interaction de p75""™" avec NADE
semble également induire I'apoptose [250] avec probablement une modulation par
l'interaction entre NADE et la protéine 14-3-3 [251].

SC-1 et Bex-1 ont été impliqués dans la régulation de p75"™

sur le cycle cellulaire.
Aprés fixation du NGF & p75"™®, SC-1 effectue une translocation vers le noyau et induit
I'arrét du cycle cellulaire [252]. Une étude a montré que SC-1 forme un complexe avec
des histone-désacétylases afin de réguler le niveau de cyclines E et B en réponse a
I'activation par le NGF [253]. La fonction exacte de Bex-1 n'est pas claire. || semblerait
que la variation du niveau de Bex-1 au cours du cycle cellulaire puisse contribuer a I'arrét
de ce cycle aprés activation du récepteur p75"™". Ce phénoméne serait indépendant de
la liaison du NGF a p75"™" [240].
5NTR

La signalisation de p7
auteurs et serait due a lactivation de NFxB [254-255] [241, 256]. Cette voie de

vers la survie cellulaire a été rapportée par plusieurs
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signalisation est activée par le NGF, mais pas par le BDNF ni la NT-3 [254], et nécessite
plusieurs protéines parmi lesquelles on trouve TRAF-6, p62, IRAK, et RIP2. Enfin p75"™"
favorise I'hydrolyse de la sphingomyéline et la production de céramide [257]. Le céramide
peut promouvoir a la fois les voies de signalisation pro-apoptotiques et de survie
cellulaire initiées par I'activation de p75N"™" [258].

Enfin, p75"™" module également une GTPase RhoA, membre de la famille des
protéines Rho qui contrélent l'organisation du cytosquelette d'actine. Dans les neurones,

NTR
5

en l'absence de NTs, p7 interagit avec RhoA et I'active pour inhiber la croissance

axonale. En revanche, la liaison de NTs provoque la dissociation de RhoA et p75"™",
bloguant ainsi I'activité de RhoA et favorisant la croissance axonale [259]. En I'absence
de NTs, l'association de RhoA et p75"™" est maintenue par RhoGDI (Rho GDP-
dissociation inhibitor), permettant ainsi a RhoA d’étre activée. La protéine RhoA activée
interagit ensuite avec des protéines inhibitrices telle que la Rho kinase (ROCK) qui inhibe

la croissance et la régénération axonales [260].

En résumé la liaison des NTs ou des pro-NTs au récepteur p75"'" peut induire
quatre voies de signalisation pour les cellules neuronales (figure 14) : la voie JNK, la
signalisation se faisant vers I'apoptose du neurone ; I'activation de SC-1 entrainant I'arrét
du cycle cellulaire ; I'activation de NFkB, p75"'™" favorisant plutét la survie cellulaire ; la

modulation de la protéine RhoA, p75"™" induisant I'inhibition de la croissance axonale.
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Figure 14 : Voies de signalisation du récepteur p75" "

La liaison des NTs matures ou des pro-NTs induit I'activation de différentes voies de signalisation : Elles
peuvent conduire vers I'apoptose, 'arrét du cycle cellulaire, la survie cellulaire ou la croissance axonale.

1: Les protéines adaptatrices NRAGE et NRIF induisent I'activation de la signalisation JNK, puis la
phosphorylation des facteurs pro-apoptotiques Bim, Bid, Bax et p53 stimulant la libération de cytochrome ¢ a
partir des mitochondries, et ainsi I'activation des caspases -9,-6 et -3 qui conduit a I'apoptose ; 2 : L’activation
de SC-1 méne vers I'arrét du cycle cellulaire ; 3 : Le NGF induit la I'activation de NFkB par I'intermédiaire de
protéines adaptatrices comme TRAF-6, p62, IRAK, et RIP2; 4 : en I'absence de NTs, p75"'" active RhoA
pour inhiber la croissance axonale. En revanche, la liaison de NTs provoque la dissociation de RhoA et
p75NTR, bloquant ainsi I'activité de RhoA et favorisant la croissance axonale. Adapté d”aprés Arevalo et al.
Cell Mol Life Sci.2006 [261]. Cyto-c : cytochrome c ; IRAK : interleukine-1-receptor-associated kinase; MAPK
: Mitogen Activated Protein Kinase; JNK: c-Jun N-Terminal Kinase ; NRIF: Neurotrophin-Receptor Interacting
Factor ; NADE: Neurotrophin-Associated Cell Death Executor ; NRAGE : Neurotrophin-Receptor-Interacting
MAGE Homolog; NF«B : Nuclear Factor-kappa B; RIP2 : receptor-interacting protein-2 ; SC-1: Schwann cell

factor-1; TRAF6: TNF Receptor-Associated Factor 6.
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b. La signalisation des récepteurs TrK
Les récepteurs Trks agissent comme des récepteurs a tyrosine kinase classiques.

Aprés interaction avec les NTs matures, ils sont activés par dimérisation et par
phosphorylation en position trans [262]. Les récepteurs Trk ne sont pas activés par les
pro-NTS [194]. Ainsi, les protéases qui contrélent la maturation des pro-NTs régulent
également I'activation des récepteurs Trk. Les domaines cytoplasmiques des récepteurs
Trk contiennent cing tyrosines (Y490, Y785, Y670, Y674, Y675 et) qui sont essentielles
pour la signalisation des récepteurs. Lorsquelles sont phosphorylées, ces tyrosines
constituent des sites de liaison pour les protéines adaptatrices qui sont des
intermédiaires dans la cascade de signalisation intracellulaire [262]. Les tyrosines Y490
et Y785 recrutent respectivement la protéine Shc et la phospholipase C-y (PLC-7y). Les
tyrosines Y670, Y674, Y675 peuvent s’associer a des protéines adaptatrices, comme la
protéine SH2B, le fibroblast growth factor receptor substrate 2 (Frs2) et le growth factor
receptor-bound protein 2 (Grb2) [263-265]. Différentes voies sont activées par les
récepteurs Trk. Il s’agit principalement de voies activatrices de la survie et prolifération
cellulaires : la voie des Ras-MAP kinases (mitogen-activated protein Kinases) incluant les
ERK (extracellular signal-regulated) kinases, la voie des (PI3K)-Akt, et la voie de la
Phospholipase C(PLC)-y[262, 266]

i. La voie Ras/MAPK/ERK

La phosphorylation de la tyrosine Y490 du récepteur TrkA par le NGF offre un site de
liaison pour la protéine adaptatrice Shc (Src homology). Cette protéine Shc recrute le
complexe Grb2/SOS qui active la protéine Ras (rat sarcoma) [267]. L'activation de Ras
favorise plusieurs voies de signalisation telles que les voies PI3K, Raf, p38 MAPK [268].
La phosphorylation de la protéine Raf (rapidly accelerated fibrosarcome) déclenche
I'activation séquentielle de MEK1 (MAP (Mitogen-Activated Protein) Kinase/ERK Kinase)1
et /ou de MEK2, puis la phosphorylation de Erk1 et de Erk2 par MEK1 ou MEK2 [269]. En
revanche l'activation de MEK peut arréter la signalisation de Ras par la phosphorylation
de SOS qui dissocie le complexe Grb2-SOS [270]. L’activation de TrkA par le NGF
favorise également le recrutement de Frs2 au niveau de la tyrosine Y490 phosphorylée.
et offre ainsi des sites de liaison a d’autres protéines adaptatrices Grb2 et Crk [210] qui
permettront, par une cascade de réaction en aval, une activation prolongée de MAPK
[271]. L'activité de Shp2, en liaison avec Frs2, est également essentielle pour le maintien
de l'activation de la voie MAPK en interférant avec la phosphatase de MAPK [272]. La
cascade MAPK active différents facteurs de transcription qui sont essentiels pour la
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différenciation et la survie cellulaire comme CREB (cAMP response element-binding
protein) MEF2 (Mads box transcription enhancer factor) et EIk1 [273-274].

ii. PLC-y

En réponse a l'activation des récepteurs Trk par les NTs, PLC-y est recrutée au
niveau d’'un site d'amarrage de la tyrosine Y785 phosphorylée pour TrkA ou au niveau de
sites équivalents sur TrkB et TrkC. L’activation de PLC-y entraine I'hydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate et génére Il'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et le
diacylglycerol (DAG) [275] avec en aval une stimulation de différents isoformes de la
PKC et une mobilisation du calcium intracellulaire. Les protéines activées a la suite de la
mobilisation de PLC-y comprennent PKC-3, qui est nécessaire a I'activation de MEK1 et
ERK1 / 2 induite par la fixation du NGF sur TrkA [276]. L'activation de PLC-y, par
l'intermédiaire de l'activation de la PKC et de la mobilisation du calcium intracellulaire
module la plasticité synaptique neuronale [277].

iii.  PI3K-Akt

La sérine-thréonine kinase Akt joue un réle crucial dans l'action des NTs. Les
protéines adaptatrices Insulin receptor substrates (IRS-1 and IRS-2) et Grb-associated
binder-1 (Gab-1) sont les principales protéines qui interviennent dans l'association et
I'activation de la PI3K avec les récepteurs Trk. Par ailleurs, I'activation des récepteurs Trk
recrute Shc, qui s’associe a Grb2. Le recrutement de Gab1 par la protéine Grb2
phosphorylée permet la liaison et 'activation de la PI3K [278]. De plus I'activation des
récepteurs Trk agit directement sur la phosphorylation des protéines IRS qui recrutent et
activent PIBK [279]. Une fois activée et localisée a la membrane cellulaire, PISK
phosphoryle le phosphoinositol et génere IP3. Ces lipides vont recruter des enzymes
contenant des domaines PH comme la protéine Akt et la phosphoinositide-dependent
kinase 1 (PDK1) au niveau la membrane plasmique. La protéine Akt est alors
phosphorylée et activée par PDK1 [280]. A son tour, la protéine Akt va controler I'activité
de plusieurs protéines impliquées dans I'apoptose qu’elle inactive par phosphorylation.
Parmi ces protéines, la phosphorylation de Bad, de la caspase-9, d’lkB et des facteurs de
transcription Forkhead Foxo est impliquée dans les effets anti-apoptotiques d’Akt [281-
282].

En résumé la signalisation via les récepteurs Trk favorise la survie cellulaire avec
l'activation de facteurs de transcription pour une différenciation cellulaire par

l'intermédiaire de la voie Ras/MAPK/ERK ; la régulation de la plasticité neuronale via la
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PLC-y et la promotion de facteurs anti-apoptotiques par activation de la voie PI3K-Akt
(figure 15)
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Figure 15 : Signalisation des récepteurs Trk

La protéine adaptatrice Shc se fixe sur la tyrosine Y490 phosphorylée du récepteur Trk et au complexe Grb2-
SOS. La protéine SOS est un facteur d’échange nucléotidique qui va activer Ras en remplagant le GTP par
le GDP. La forme activée de Ras agit directement avec la protéine kinase sérine-thréonine Raf. La protéine
Raf activée induit I'activation séquentielle de MEK, et de MAPK. MAPK effectue ensuite une translocation
vers le noyau ou il va induire la phosphorylation des facteurs de transcription, et activer des génes de
différenciation des cellules neuronales. L'activation de la Pl 3-kinase par Ras ou Gab1 favorise la survie et la
croissance des neurones. L’activation du PLC-y 1 favorise la mobilisation de Calcium et I'activation de la
signalisation par la protéine kinase C qui favorisent la plasticité synaptique neuronale. D’aprés Patapoutian et
al. Curr Opin Neurobiol . 2001[282].

APS, adaptor molecule containing PH and SH2 domains; CHK, Csk homologue kinase; MEK, MAPK/ERK;
BAD Bcl-2/Bcl-x-associated death promoter; CREB CRE-binding protein; ERK extracellular signal regulated
kinase; FRS fibroblast growth factor receptor substrate; IRS insulin receptor substrate; MAPK mitogen-
activated protein kinase; PDK 3-phosphoinositide-dependent kinase; PI3K phosphatidylinositol-3-OH kinase;
PKC protein kinase C; PLC phospholipase C; Raf rapidly accelerated fibrosarcome; Ras Rat sarcoma, RSK
ribosomal S6 kinase; Shc Src homology c¢; SH-PTP Src homology protein tyrosine phosphatase-2; SNT, suc-
1-associated neurotrophic factor target; SOS son of Sevenless
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lll. Neurotrophines et cellules immunes

L’implication des NTs dans la régulation de la réponse immune a tout d’abord été
démontrée dans les phénomenes allergiques, via des modéles d’asthme murin, le NGF,
le BDNF et la NT3 étant impliqués dans lI'activation mastocytaire et €osinophile [283].
Par la suite, le champ d’action de ces neuropeptides s’est élargi a I'ensemble des
effecteurs de la réponse immune. La figure 16 résume les interactions entre le NGF et le
BDNF avec les lymphocytes B et T.

A. Le NGF

1. NGF et environnement cytokinique

La sécrétion neuronale de NGF est influencée par I'environnement cytokinique, I'lL-
18 et le TNF-a augmentant sa synthése [284]. Ainsi, un environnement cytokinique
inflammatoire pro-apoptotique au niveau neuronal induit la libération de NGF, neuro-
protecteur dans des modeles d’'ischémie cérébrale [285]. Cette stimulation de la sécrétion
cellulaire du NGF par les cytokines pro-inflammatoires est également décrite au niveau
des CE et fibroblastiques [286].

A linverse, le NGF est capable d’induire la libération de cytokines pro-inflammatoires,
notamment d’IL-6 par les cellules stromales médullaires [287].

2. NGF et lymphocyte B

Les lymphocytes B murins et humains normaux expriment a leur membrane les
récepteurs TrkA et p75"'" et produisent du NGF biologiquement actif dont la sécrétion
autocrine est augmentée aprés activation mitogénique [288]. Cette derniére, de méme

5NTR Pinternalisation

que le stress, augmente I'expression membranaire de TrkA et de p7
de ces 2 récepteurs étant induite par des concentrations croissantes de leur ligand [289].
Le NGF exogéne exerce, via sa liaison a TrkA, un effet prolifératif dose-dépendant et
synergique de I'lL-2 et de I'lL-4, sur les lymphocytes B normaux humains et murins [290-

291].
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Le NGF constitue un facteur autocrine de survie des cellules B mémoires humaines,
sa neutralisation, via un Ac antagoniste, induit la disparition de [I'expression intra-
cellulaire de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Cette apoptose induite par la
neutralisation endogéne du NGF est plus marquée pour les cellules B IgG (sy*) ou IgA
(sa®) positives [288, 292-293]. Le NGF exogéne diminue également I'apoptose des LB
exposés a un sérum anti-IgM via le récepteur TrkA et I'activation de la phosphokinase C{
(PKCQ) et de la Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [294].

Parallelement le NGF constitue, in vitro, un facteur anti-apoptotique et prolifératif des
lignées B matures et plasmocytaires humaines, également par sa liaison a TrkA et
indépendamment de I'utilisation d’un anti-IL6 [288, 295].

Le NGF est capable d’induire aprés stimulation mitogénique et/ou en condition de co-
culture lymphocytaire T la production d’lgG, notamment d’lgG4, par les lymphocytes
murins et humains indépendamment de la voie du CD40/CD40L mais ne participe pas a
la commutation isotypique [290, 295].

3. NGF et lymphocytes T

Les lymphocytes T humains circulants normaux et notamment les Th2 possedent les
récepteurs TrkA et p75"'", I'expression de TrkA étant majoritairement membranaire
tandis que p75""" apparait séquestré en intra-cytoplasmique [290, 296-298].

Le NGF est également capable d’'induire in vitro la prolifération des LT, d’augmenter
I'expression du récepteur a I'lL-2 a leur surface [296].

Les relations entre T régulateurs, Th17 et NGF n'ont été que peu étudiées ;
cependant, il a été récemment démontré que I'lL-17 était capable de stimuler la
production de NGF par les PBMC de sujets sains mais non de patients atteints de SEP
gulils aient été traités on non préalablement par B-interféron [299]. De méme, le
traitement par un anti-NGF neutralisant améliore le bronchospasme dans un modéle
murins, la neutralisation de cette NT s’accompagnant d’une expansion des lymphocytes
Th1 et T régulateurs et d’'une diminution des LT Th2 et Th17 [300].

4. NGF et cellules dendritiques

Les DC humaines immatures produisent faiblement le NGF, la synthése de cette NT

et I'expression de ces 2 récepteurs p75"'" et TrkA étant induite par la stimulation par le
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LPS. Le NGF exogéne augmente l‘'expression membranaire d° HLA-DR, CD40, CD80,
CD83, CD86, CCR7 ainsi que la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6,
TNF-alpha) induite par le LPS [301]. La maturation des DC induites par le NGF via sa

NTR
5

liaison a p7 est dépendante de I'expression du TLR-4, le NGF étant sans effet dans

la maturation des DC de souris KO pour ce récepteur [302].

B. Le BDNF

1. BDNF et lymphocytes B

Le BDNF, produit par les cellules stromales médullaires, est indispensable a la
maturation des lymphocytes B. En effet, les souris inactivées pour le géne BDNF ont une
maturation lymphocytaire B bloquée au stade pré-BII [303].

Les lymphocytes B humains matures expriment TrkB et produisent du BDNF en
culture, cette production étant augmentée aprés stimulation mitogénique, mais non
influencée par I'lL-6 ou le TNF-a [304-305] [306]. Le BDNF permet d’augmenter la
production d’'IgE de lymphocytes B isolés du sang périphérique de sujets allergiques
sans influencer celle d’IlgG4 ou d’IgA [307]. L'induction par le BDNF de la synthése d’IgE
est neutralisée in vitro par les cytokines Th1 (IFN-y, IL-12) [307].

Le BDNF constitue un facteur autocrine de survie des lignées B humaines, du stade
pro-B au stade plasmocytaire [308-309]. La régulation de cette boucle autocrine de survie
a été particulierement étudiée au niveau de lignées myélomateuses : ainsi le BDNF, par
sa liaison a TrkB, induit I'activation des voies de survie (MEK-ERK et PI3K/AKT), I'action
anti-apoptotique du BDNF mature étant contre-balancée par la sécrétion conjointe de
pro-BDNF et sa liaison a 'hétérodimére p75N""/sortiline [308-309]. Le BDNF ainsi produit
diminue I'apoptose induite par la privation sérique, I'activation de Fas, la dexamethasone
ou le bortesomib [308-309].

Le BDNF induit également, in vivo, la migration des cellules myélomateuses ainsi que
la sécrétion de VEGF par les cellules du stroma médullaire, facilitant ainsi la
dissémination tumorale [310-311].
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2. BDNF et lymphocytes T

Les lymphocytes T murins et humains expriment la forme tronquée (95kDa) de TrkB
et produisent du BDNF, cette production étant augmentée in vitro par le LPS, les anti-
CDS3 ou l'activation de la voie CD40 [304, 312]. La production lymphocytaire T de BDNF
est également augmentée par les cytokines pro-inflammatoires dans des modeles murins
d’encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE)[313].

Dans ce méme modele, le traitement immunomodulateur par laquinimod restaure
I'expression neuronale de BDNF et induit la sécrétion de BDNF par des cellules T dont
plus de 58% sont Foxp3 positive [314]. Les Treg sont également capable d’induire la
sécrétion neuronale de BDNF dans un autre modéle murin d’encéphalite a VIH [315].

3. BDNF et cellules dendritiques

Les DC humaines produisent également du BDNF, le réle de cette NT dans la

maturation et I'activation de ces cellules, restant non étudié a ce jour [316].

C. NT3

Les données concernant la NT 3 et les cellules immunes restent extrémement
limitées. La NT3 constitue un facteur anti-apoptotique des plasmocytes alvéolaires
murins dans un modele allergique [317]. Une seule étude est en faveur d’une expression
membranaire de TrkC au niveau des lymphocytes B humains circulants normaux non
stimulés [318]. Des transcrits codant pour TrkC sont détectables au niveau de clones T
humains Th1 mais également au niveau de lymphocytes T normaux stimulés par un
anticorps agoniste anti-CD3 [319]. Une expression membranaire de TrkC est détectable

par cytométrie en flux au niveau des T circulants humains [318].
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Figure 16 : Interactions entre le NGF et le BDNF avec les lymphocytes Bet T :

Les lymphocytes B produisent du NGF et du BDNF et expriment a leur surface les
récepteurs TrkA et TrkB. En se fixant a leur rcepteur spécifique, le NGF et le BDNF
favorise la prolifération et la survie du lymphocyte B de fagon indépendante ou via
l'lL-2 et I'lL-4. Le NGF et le BDNF sont capables d’induire, aprés stimulation
mitogénique, la production d’lgG et d’IgE respectivement.

Les lymphocytes Th2 produisent plutot le NGF et son récepteur spécifique alors que
les lymphocytes Th1 synthétisent plutét du BDNF et une forme tronquée de TrkB.
Cette production est facilitée par I'lL-17 pour le NGF et le LPS, un Ac anti-CDS3, le
CD40 ligand et les cytokines pro-inflammatoires pour le BDNF. Le NGF favorise la
prolifération des LT de fagon comparable a son action sur les LB. Les LB et les LT
produisent tous deux le récepteur p75"™" mais le réle de ce récepteur dans ces types

cellulaires restent a déterminer
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IV. Les neurotrophines et le systeme cardio-

vasculaire

A. Neurotrophines et développement

cardio-vasculaire

Les NTs et leurs récepteurs sont présents lors du développement du systéme cardio-
vasculaire [320-322] et leur implication au cours de ce développement a été démontrée a
partir de modeles de souris KO. En effet un déficit en BDNF entraine une perte de
contact des CE entre elles responsables, dés I'état embryonnaire, d’hémorragies intra-
ventriculaires et de défaut de contractilité cardiaque [323]. Par ailleurs, les souris KO
pour le géne du récepteur TrkB présentent une réduction importante de la densité
vasculaire et une apoptose marquée au niveau de la région épicardique au cours du
développement cardiaque [324]. Les souris KO pour le géne de NT-3 ou celui de TrkC
développent des malformations cardiaques congénitales majeures identiques a celles
retrouvées chez 'homme comme la tétralogie de Fallot, une communication
interventriculaire ou interauriculaire [325-326]. Certaines de ces anomalies apparaissent
au 10°™ jour de développement embryonnaire, avant l'apparition de linnervation
cardiaque chez la souris, suggérant l'existence d'une régulation directe des NTs sur le
développement cardiovasculaire [327]. Ces anomalies cardiovasculaires sont également
présentes chez des souris transgéniques surexprimant une forme tronquée du récepteur
TrkC qui inhibe l'action de NT-3 [328]. Ainsi, ces différentes études introduisent le
concept que les NTs ont des effets directs sur les cellules du systeme cardiovasculaire
qui expriment des récepteurs Trk.

Au cours du développement embryonnaire, le récepteur p75"' "

est présent dans les
CE et les CMLV des gros vaisseaux [329]. Différents modéles de souris ont été réalisés
mais ne permettent pas d’apporter d’éléments majeurs sur la fonction de p75"'™" au

niveau vasculaire. L'invalidation de 'exon IV du géne de p75"™"

s’accompagne du
développement de souris non viables, par rupture de la paroi artérielle aortique qui est
anormalement fine. Ce modéle génétique a cependant été critiqué en raison de la
synthese d'une protéine aberrante liée a la construction du modele, comportant un

fragment de la protéine p75""" contenant une partie du domaine extracellulaire et les
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domaines transmembranaire et intracellulaire. Cette protéine aberrante activait une
signalisation pro-apoptotique résultant de la phosphorylation de JNK et du clivage de la

5NTR 3 ensuite

pro-caspase-3 [330]. Un modéle de souris KO pour I'exon Il du géne de p7
été utilisé [331]. Cependant ce modéle n’avait toujours pas permis de comprendre
'implication de ce récepteur dans le développement cardiovasculaire car I'expression
d’une protéine aberrante liée & un épissage alternatif de p75"""
[329-330].

Les souris KO pour le géne de TrkA ou de NGF sont viables a la naissance mais sont

persistait dans ce modele

plus petites et meurent plus t6t probablement en raison des anomalies neurologiques
gu’elles présentent [332-333]. Cependant leur phénotype cardiovasculaire n'a pas été
étudié. Des souris transgéniques exprimant un anticorps neutralisant contre le NGF ne
présentent pas d’anomalie phénotypique a la naissance mais développent plus tard une
dystrophie des muscles squelettiques, un phénoméne d'apoptose splénique et une
neurodégénérescence précoce identique a la maladie d'Alzheimer [334-335].
Malheureusement, une analyse ciblée du développement du systeme cardio-vasculaire
n'a pas été réalisée dans ce modéle. Néanmoins, un modéle de souris transgéniques
surexprimant le NGF a montré une hypertrophie cardiaque qui permet d’évoquer que les
NTs pourraient indirectement influencer le développement cardio-vasculaire via leur
action sur le systéme nerveux, en raison d’une innervation accrue du myocarde [336].

En résumé les NTs et leurs récepteurs semblent intervenir dans le développement du
systeme cardio-vasculaire, leur absence ou leur surexpression entrainant des anomalies

du développement parfois létales.

B. Neurotrophines, angiogeneése et cellules
endothéliales

L’angiogenése est un processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir de vaisseaux préexistants. La prolifération, la survie et la migration/ invasion des
CE sont tous indispensables dans ce processus. Il peut étre activé chez I'adulte lors de
situations pathologiques nécessitant la réparation et la cicatrisation des tissus. Ce
phénomene est bien décrit, entre autre, dans la maladie cancéreuse et les maladies
inflammatoires [337]. L'angiogenése est régulée par des facteurs angiogéniques bien
connus parmi lesquels on peut trouver le VEGF, le « fibroblast growth factor-2 » (FGF-2),
les « transforming growth factors » (TGFs), le PDGF et I'angiotensine [338]. D’autres
peptides ont probablement un effet pro-angiogénique, notamment dans des situations
pathologiques, comme I'érythropoiétine (EPO), I'angiotensine (ANG)-II, les endothélines,
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'adrénomédulline, la leptine, l'adiponectine, le neuropeptide-Y, le peptide intestinal
vasoactif (VIP) et la substance P [339]. Nous détaillerons dans ce chapitre les liens entre
les NTs et leurs récepteurs et 'angiogenése chez I'adulte.

Le NGF est la premiere NT décrite dans I'angiogenése chez 'adulte [340]. Le NGF et
ses récepteurs TrkA et p75NTR ont été détectés au niveau transcriptionnel dans les CE
de la veine ombilicale humaine (HUVEC) et d’aorte de porc [341-342], cependant le
niveau d’expression p75"'" reste faible dans les HUVEC en culture [343] et dans les CE
de capillaires musculaires de pattes de souris saines [344]. Plusieurs fonctions du NGF
ont été décrites au niveau vasculaire : (i) une action proliférante a été mise en évidence
dans les CE humaines de la microcirculation dermique [345], dans les HUVEC [341], les
CE de la choroide [346] et celles de cerveau de rat [347]. Cette prolifération dépend du
récepteur TrkA, via I'activation de Erk [341] (ii) une interaction de cette activation avec le
VEGF-A est déduite de 'augmentation de sa concentration dans le surnageant de CE en
culture et de la surexpression de ses ARNm dans les CE exposées au NGF [344, 348-
349].(iii) De plus, le NGF induit la migration des CE aortiques humaines et porcines [342,
350] par l'activation simultanée des voies de signalisation PISK/Akt et Erk [342]. Des
modeéles expérimentaux adaptés a I'étude de I'angiogenese pathologique, inflammatoire
et tumorale, [351] ont permis de confirmer cette action angiogénique qu’il s’agisse du
modele de la membrane chorioallantoidienne (CAM) d’embryon de poulet ou celui de la
cornée avasculaire de rat. lls ont montré que la réponse angiogénique du NGF est dose-
dépendante [352] et stimule la croissance des vaisseaux sanguins au niveau de la CAM
[341]. Cette néovascularisation induite par le NGF au niveau de la CAM est partiellement
inhibée par un anticorps anti-VEGF-A, suggérant ainsi l'implication du VEGF-A dans
I'angiogenése induite par le NGF [341, 353].

En effet, cette fonction est attestée par la détection d’'une augmentation du niveau
d'expression de VEGF-A [348, 354-356] et probablement des récepteurs du VEGF [355].
Son action est liée a la voie de signalisation PI3K-Akt menant a la production de NO et
I'expression de MMP-2 [342, 348, 357]. L’angiogénese induite par le NGF est diminuée
par l'inhibition de la NO synthase (par L-NAME) ou le transfert d’'un mutant négatif pour
Akt [348] de facon similaire a celle d’'un anticorps neutralisant le VEGF-A. Un modeéle
murin d’ischémie artérielle de membre a permis de préciser la fonction du NGF et de ses
récepteurs dans I'angiogénése [348]. Dans ce modéle, le NGF est un facteur autocrine
pro-angiogénique qui est surexprimé avec son récepteur TrkA dans les 24 heures qui
suivent lischémie afin de favoriser la croissance de nouveaux capillaires dans les
muscles ischémiés. L’inhibition du NGF endogene par un Ac neutralisant perturbe
l'angiogenése, apparue en réponse a lischémie musculaire tandis que I'administration

d’'un NGF exogéne améliore la formation des capillaires et des artérioles dans les
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muscles ischémiés. De plus, I'action du NGF dans les muscles ischémiés correspond
également a un effet anti-apoptotique observé dans les CE des capillaires ainsi que dans
les myocytes du muscle squelettique [344, 348].

Contrairement aux actions des récepteurs Trk, I'activation du récepteur p75™"™" induit
'apoptose des CE [358]. De plus l'activation de ce récepteur inhibe les capacités
angiogéniques, prolifératives et migratrices des HUVEC [343].

D’autres NTs sont produites par les CE. Les protéines et les transcrits du BDNF ont
été détectés dans les HUVEC [359]. Une autre équipe [358] a confirmé la synthése du
BDNF mais aussi du récepteur TrkB dans les CE. Il semble également que le niveau
d’expression du BDNF soit activé par I'hypoxie, confortant ainsi I'action pro-angiogénique
du BDNF. Dans un modéle de CE de I'endothélium microvasculaire cérébral de souris,
I'hypoxie augmente la synthese et la libération de BDNF dans le surnageant du milieu de
culture. Le BDNF endogéne favorise la survie des CE tandis le BDNF exogéne stimule
I'angiogenése in vitro via la signalisation PI3K-Akt [358]. De méme que le NGF, le BDNF
augmente également le niveau d'expression VEGF-A. Cet effet serait lié a I'activation de
la voie par PI3K et a I'hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1a). Le VEGF-A augmente
également le niveau d’expression des transcrits du BDNF comme cela a été observé
dans les CE de la microcirculation myométriale [360]. L'interaction BDNF-VEGF est
également attestée par l'inhibition du récepteur VEGF-R2 qui diminue significativement le
niveau d'expression du BDNF dans les CE cérébrales [361]. Ainsi, comme le VEGF-A,
via la phosphorylation de la NO synthase par Akt, stimule la production de NO dans la
CE [362] [363] et que le NO augmente I'expression du BDNF [364], il est possible que
NO soit impliqué dans I'augmentation du BDNF induite par le VEGF-A. Le modéle murin
d’ischémie artérielle de membre, montre que 'augmentation de I'expression du BDNF est
associée a la phosphorylation des récepteurs TrkB [365]. De plus, la surexpression du
géne du BDNF augmente la densité capillaire du muscle ischémié et favorise sa
revascularisation.

Contrairement au NGF, les actions pro-angiogéniques du BDNF ne sont pas
entravées par un anticorps neutralisant le VEGF. En outre le BDNF semble augmenter la
densité capillaire mais n'a aucun effet sur les artérioles ou les petites artéres bien que
cette constatation soit difficile a concilier avec la revascularisation induite par le BDNF
[348, 365]. Une autre différence existe entre le NGF et le BDNF. En effet ce dernier
n’induit pas d'angiogenése dans le modele de la cornée avasculaire. Ceci peut
s’expliquer par I'absence de récepteur TrkB dans ce tissu [352].

La premiére description du réle de NT-3 sur I'endothélium vasculaire a été rapporté
sur des CE de la microcirculation cérébrale de rat [366]. Le récepteur TrkC était présent
sur ces CE mais aussi sur des CE de capillaires de souris. [367]. En revanche il était
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absent des CE d’aorte de rat [366] et des HUVEC [322]. A partir d'un modele dHUVEC
surexprimant le récepteur TrkC, la NT-3 augmente les capacités des CE a proliférer, a
migrer et a former un réseau vasculaire [367]. Cet effet pro-angiogénique de NT-3 a été
confirmé dans une étude récente, [368] par la constatation de la formation accrue d’'un
réseau vasculaire sur modéle synthétique. Cet effet emprunte la voie de signalisation
PISK-Akt-eNOS [366, 369] dans les CE puisque les inhibiteurs pharmacologiques de
PI3K (LY294002) et NOS (L-NAME) perturbe la formation de réseau vasculaire dans le
matrigel [367]. Toujours a partir du modéle d’ischémie artérielle de membre de souris la
surexpression de NT-3 favorise une néovascularisation du membre ischémié [367] L’effet
pro-angiogénique de NT-3 peut étre aussi indirect. Ainsi cette NT peut favoriser la
synthese par les cellules souches mésenchymateuses de facteurs directement pro-
angiogéniques comme le NGF, BNDF et le VEGF [369]. La figure 16 résume l'action des
NTs sur les CE
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Figure 17 : Actions des NTs sur les CE

L’activation des récepteurs TrK met en jeu les voies de signalisation MAPK/ERK et PI3K/Akt. La voie
MAPK/ERK va stimuler la prolifération, la migration et I'invasion des CE. La voie PI3K/Akt va favoriser la
survie cellulaire mais aussi le phénomeéne d’invasion par 'induction de la synthese de MMP-2. Par ailleurs les
NTs stimulent la production de VEGF-A. L'activation du récepteur p75""", dépendant ou indépendante du
ligand, entraine un arrét du cycle cellulaire et une apoptose. eNOS endothelial nitric oxyse synthase ;
ERK extracellular signal regulated kinase; MMP-2 Métallopraotéase matricielle-2 ; PISK phosphatidylinositol
3-kinase VEGF-A : vascular endothelial growth factor. Adapté de Caporali et al.Physiol rev 2009 [322].
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C. Neurotrophines et cellules musculaires

lisses vasculaires

L’expression des NTs au cours du développement révele que le NGF, le BDNF, et la
NT-3 sont exprimés dans la paroi aortique et l'artéere pulmonaire du rat au stade
embryonnaire et aprés la naissance. Le niveau de NT-3 dans les vaisseaux reste
relativement constant a 'age adulte tandis que I'expression du BDNF augmente et que
celle du NGF diminue [321]. Les CMLV humaines et de rat en culture expriment les NTs
et leurs récepteurs et produisent des NTs [7, 370-372]. Les CMLV possédent des pro-
convertases (PC) comme la furine, la PC5 et la PC7 qui interviennent dans le processus
de maturation des pro-NTs en NTs [373]. Le NGF ne stimule pas la prolifération des
CMLYV d’aorte humaine mais favorise plut6t leur migration de facon autocrine [7, 374]. Ce
phénomene de migration est dépendant de la furine qui convertit le pro-NGF en NGF. Ce
dernier stimulera la migration via son récepteur TrkA [374]. En aval cette migration fait
probablement intervenir la signalisation dépendante de la voie de la PLC-y [166] et du
PISK-Akt [374] car les inhibiteurs pharmacologiques de la PISK comme la wortmannine
ou le LY294002 bloquent cette migration [166]. Parallelement I'activation du couple
NGF/TrkA favorise la phosphorylation de la paxilline, une protéine du cytosquelette
impliquée dans la migration cellulaire des CMLV. L’inhibition simultanée du récepteur
TrkA et de la voie PI3K/Akt altére la phosphorylation de la paxilline et la migration
cellulaire [374]. La signalisation associée a la voie Shc/MAPK induite par le couple
NGF/TrkA augmente de facon significative I'expression de la MMP-9 dans CMLV
aortiques de rat et dans une lignée de CMLV surexprimant TrkA. Cette surexpression de
MMP-9 favorise la migration des CMLV [375] (figure 17). Le récepteur p75"'" est
faiblement exprimé par les CMLV humaines et de rat en culture dans les conditions
basales. Son expression est induite dans des conditions pathologiques comme
I'ischémie, I'athérosclérose et le diabete [168, 341, 343-344]. L’activation du récepteur
p75"™ par le NGF, la NT-3 et dans une moindre mesure le BDNF favorise une
signalisation pro-apoptotique et l'arrét du cycle cellulaire [168] [343]. Le rbéle de TrkA
dans I'apoptose des CMLV reste encore controversé [168, 376].
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Figure 18 : Actions des NTs sur les CMLV : exemple du NGF

L’activation de TrkA par le NGF fait intervenir les voies de signalisation PLC-y mais aussi PI3K-Akt favorisant
la migration et I'invasion cellulaire. De plus le couple NGF/TrkA active la voise de signalisation Shc/MAPK qui
induit la production de MMP-9 qui facilite également I'invasion des CMLV a travers la matrice extra-cellulaire

NTR par le NGF active une signalisation pro-

et la membrane basale des CE. La stimulation du récepteur p75
apoptotique. ERK extracellular signal regulated kinase; MAPK MAPK mitogen-activated protein kinase;
MMP9 Métallopraotéase matricielle-9 ; PLCy phospholipase C-y; Shc Src homology c¢. D’apres Caporali et

al.Physiol rev 2009 [322].
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V. Neurotrophines et pathologies

inflammatoires et cardio-vasculaires.

A. Neurotrophines, maladies
inflammatoires chroniques et auto-
immunes

L’implication des NTs dans les maladies auto-immunes, les maladies inflammatoires
et les vascularites a tout d’abord été suggérée par la constatation de concentrations
sanguines élevées de ces neuropeptides au cours de celles-ci.

Plus récemment, limplication des NTs dans la dérégulation de la balance
inflammatoire cytokinique (profil Th1, Th2) et cellulaire (Treg / Th17) a été démontrée au
cours des maladies allergiques [300], les quelques données expérimentales disponibles
suggérant la méme dérégulation au cours des MAI et des maladies inflammatoires.

Cependant, les données de la littérature concernent quasi-exclusivement le NGF, les
propriétés immuno-modulatrices du BDNF et de la NT3 notamment sur l'activation et
I'apoptose lymphocytaire B ayant été décrites plus récemment [309, 317].

1. Neurotrophines et maladies  auto-immunes

systémiques

a. Lupus érythémateux systémique
Des concentrations sériques élevées de NGF [377-378] (Fauchais et al.2013,

données non publiées) et de BDNF (Fauchais et al. 2013, données non publiées) ont été
mises en évidence chez des enfants et des adultes atteints de LES, 'augmentation de
ces concentrations étant corrélée [377-378] ou non (Fauchais et al.2013, données non
publiées) a celle du SLEDAI.

Les travaux émanant de notre laboratoire ont mis en évidence une augmentation
nette des concentrations sériques de NT-3 dans les formes graves de LES (SLEDAI>9)
caractérisées par des lésions de vascularites actives (Fauchais et al.2013, données non
publiées)
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D’autres données suggérent que ces NTs ont un rdle actif dans la dérégulation de la
réponse immune au cours du lupus :

- la seule étude expérimentale disponible (souris NZW B/W) met en évidence que
Faugmentation des taux sériques de NGF croit parallelement a lintensité de la
glomérulonéphrite d’'une part, et a la diminution du débit de filtration glomérulaire
d’autre part [379].

- laugmentation des concentrations sériques de NGF est inversement corrélée a la
baisse des lymphocytes T régulateurs (CD25"foxP3*) (Fauchais et al.2013, données
non publiées), corrélation négative également mise en évidence dans des modéles
murins d’asthme [300].

- Il existe également une production lymphocytaire B de BDNF et de NGF augmentée
au cours du LES, corrélée a la baisse du CH50 (Fauchais et al.2013, données non
publiées)

b. Syndrome de Goujerot Sjégren primitif (SGSp)

Les concentrations sériques de NGF et de BDNF sont également augmentées au
cours du SGSp, notamment dans les formes avec manifestations systémiques [380-381].
Le r6le des NTs dans la réponse immune pathologique au cours du SGSp est suggérée
par les corrélations existant d’'une part, entre 'augmentation des concentrations sériques
de NGF et I'hypergammaglobulinémie et d’autre part, entre 'augmentation respective des
concentrations sériqgues de NGF et de BDNF et le degré d’activation lymphocytaire T
CD4" et CD8" (expression membranaire d’HLA-DR) [380].

C. Sclérodermie systémique(ScS)
Les concentrations sériques de NGF sont augmentées au cours de la sclérodermie

systémique (ScS) [382-384] et ce notamment en cas dhypergammaglobulinémie,
rejoignant ainsi les données obtenues au cours du SGSp [380] et les données plus
fondamentales démontrant le role de cette NT dans linduction de la production
d'immunoglobulines, cette stimulation apparaissant CD40-ligand indépendante [288].

Par ailleurs, I'expression cutanée du NGF, augmentée au cours de la ScS, est
corrélée au degré de perméabilité capillaire pulmonaire [385-386]. Le lien entre
vasculopathie et NGF au cours de la ScS reste cependant incertain, 'augmentation des
concentrations sériques de cette NT apparaissant indépendante de la sévérité du
phénoméne de Raynaud, de I'existence d’'ulcérations digitales ou d’'une HTAP [383-384].
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A linverse de ce qui a été observée dans le LES et le SGSp, les concentrations
sériques de BDNF sont diminuées au cours de la ScS, notamment chez les patients
présentant une HTAP ou une forme diffuse de la maladie [384].

d. Rhumatismes inflammatoires
Des concentrations sériques élevées de pro-NGF [387] et de NGF [388] sont

retrouvées respectivement au cours de la PR et des arthrites juvéniles. Une seule étude
rapporte une augmentation des concentrations sériques de BDNF chez des patients
atteints de PR [389]; celles-ci diminuent aprées traitement par anti-TNF mais la diminution
des concentrations sériques de BDNF n’est ni corrélée a 'amélioration des paramétres
inflammatoires (CRP) ou a celle du DAS-28 [389]. Les concentrations synoviales de NGF
sont augmentées au cours de la PR, de la SPA et du rhumatisme psoriasique [390-392],
par rapport a celles retrouvées chez des volontaires sains [393] ou d’atteintes articulaires
non inflammatoires [391].

Les NTs semblent impliquées dans la destruction articulaire au cours des
rhumatismes inflammatoires via une activation lymphocytaire et fibroblastique synoviale,
les lymphocytes T et les fibroblastes synoviaux étant a la fois les cibles et les cellules
productrices de cette NT [391-392]. Ainsi, les lymphocytes T intra-synoviaux au cours de
la PR et du rhumatisme psoriasique libérent du NGF qui va activer, via sa liaison a TrkA
et la phosphorylation d’Akt, leur prolifération ainsi que celle des cellules fibroblastiques
synoviales [391-392]. Cette expression membranaire de TrkA est restreinte aux
lymphocytes T infiltrant le pannus inflammatoire, les lymphocytes T synoviaux de
prélevements arthrosiques n’exprimant pas le récepteur de haute affinité au NGF [392].

Les fibroblastes synoviaux produisent également du NGF et expriment son récepteur
a haute affinité TrkA, I'expression de cette NT et de son récepteur étant augmentée par
le TNFa et IL1-f [394-395]. Cependant, si le traitement par un anti-NGF diminue la
douleur dans un modéle darthrite inflammatoire murine, la destruction articulaire
radiologique n’était pas améliorée a J24 [396]. Par contre, aucune analyse immuno-
histochimique synoviale de I'expression des récepteurs aux NT ou des cytokines pro-
inflammatoires n’a été réalisée dans cette étude [396].

La transcription de BDNF et de NT3 est également augmentée chez des patients
atteints de SPA [397]. Au cours de la PR, la surexpression fibroblastique et
macrophagique de BDNF est corrélée a lintensité de la dégénérescence des fibres
nerveuses synoviales [398].

Les études immuno-histochimiques complétent ces données, la surexpression

synoviale de TrkA et de p75"™" étant respectivement corrélée a l'infiltrat lymphocytaire et
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a l'intensité de la néo-vascularisation synoviale au cours de la SPA [397]. Si le traitement
par anti-TNF (infliximab) réduit I'expression synoviale de ces 2 récepteurs [397], il est en
revanche sans effet sur les concentrations sériques de BDNF et de NGF [389].

2. Neurotrophines et maladies inflammatoires

a. Sarcoidose
Au cours de la sarcoidose pulmonaire, les concentrations de NGF dans le liquide de

lavage broncho-alvéolaire (LBA) sont multipliées par dix par rapport aux sujets sains ou
atteints de pneumoconiose [399]. L'augmentation des concentrations de NGF dans le
LBA est par ailleurs corrélée a I'expression de TNF-a, d’IL-13, d’IL-2 et d’IL-6 [399].
L’analyse histologique confirme I'hyperproduction de NGF, mais également de BDNF
et de NT-3 par les cellules géantes multi-nucléées des granulomes mais également par
les macrophages et les lymphocytes T alvéolaires [400-401]. L’expression lymphocytaire
de ces NTs apparait corrélée a 'importance de I'atteinte interstitielle radiologique [401].

b. Maladie de Crohn

Il existe une surexpression de NGF et de son récepteur TrkA au sein des muqueuses
coligues de patients atteints de maladie de Crohn, notamment au niveau des cellules
mastocytaires et des polynucléaires. Cette expression conjointe du NGF et de son
récepteur suggeére l'implication d’'une boucle autocrine dans I'inflammation entérique de la
maladie de Crohn [402]. Les données expérimentales murines confirment la
surexpression précoce du NGF et de la NT-3 au cours des colites inflammatoires
expérimentales induite par I'acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS), avec une sécrétion
accrue de ce neuropeptide a la fois par les cellules mastocytaires et par les cellules
épithéliales [403-404]. Ces 2 NTs ont une action anti-inflammatoire locale puisque leur
neutralisation a 'aide d’Ac bloguants aggrave a la fois le nombre d’ulcérations digestives
et le score histologique de gravité [404]. Parallélement, la production de NGF et de BDNF
par les cellules mastocytaires coliques diminue I'apoptose entérique [402, 405-406].

C. Affections cutanées et psoriasis
Les données les plus solides concernant l'implication des NT dans les processus

inflammatoires tissulaires émanent des travaux sur le psoriasis. Cette affection cutanée

90



inflammatoire chronique est caractérisée par une prolifération et une différenciation
accrue des kératinocytes dans un contexte d’angiogenése accélérée [407].

Au niveau cutané, le NGF est produit par les kératinocytes, les fibroblastes, les CE de
la microvascularisation dermique et les kératinocytes sains et pathologiques [345, 408-
409]. Une xénogreffe de peau humaine de patient ayant un psoriasis non traité, a une
souris immunodéprimée ayant un déficit immunitaire combiné sévére (SCID), montre une
surexpression de NGF par les kératinocytes, associée a une prolifération des CE et a
linduction de I'expression membranaire de la molécule d’adhérence intercellular
adhesion molecular (ICAM)-1 [410]. La neutralisation du NGF par un anticorps ou
l'inhibition des récepteurs Trk par un inhibiteur pharmacologique, le K252a, améliore les
Iésions de psoriasis et l'infiltrat des lymphocytes CD4 et CD8 intra-épidermiques [411].

Dans un modéle murin d’escarres, le NGF favorise I'angiogenése permettant ainsi
d’accélérer la cicatrisation [349]. Un effet identique du NGF a été rapporté lors
d’expérimentations avec des plaies cutanées réalisées chez la souris. Une application de
créme a base de NGF a permis une cicatrisation plus rapide [412]. Par ailleurs, le NGF
augmente I'expression de la substance P [413], qui est inductrice de I'angiogenése [414]
et impliquée dans le psoriasis [411]. Ces résultats confortent la fonction du NGF via TrkA
dans les phénoménes d'angiogenése associés au psoriasis. Néanmoins, ce phénoméne
peut étre contr6lé par une autre voie, activée par le précurseur du NGF, le pro-NGF, qui
en activant le complexe p75""/sortiline, favorise I'apoptose des kératinocytes de patients
atteints de psoriasis [415].

Outre leurs fonctions sur l'angiogenése, les NTs en activant la synthése de
substances nociceptives comme la substance P et la sérotonine [416] participent aux
phénomenes algiques. L'inhibition directe du NGF ou par lintermédiaire de ses
récepteurs [417] semble étre un piste thérapeutique intéressante pour contréler les
douleurs des pathologies articulaires inflammatoires mais aussi dégénératives [416]

3. Neurotrophines et vascularites

Les données concernant I'implication des NTs dans les vascularites systémiques sont
actuellement trés limitées. Une seule étude témoigne de laugmentation des
concentrations sériques de NGF au cours de la maladie de Kawasaki [418], aucune
étude n'ayant été effectuée dans les vascularites de I'adulte jusqu’a ce jour.
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Il existe un cas rapporté d’augmentation des concentrations plasmatiques de BDNF
au cours dune périartérite noueuse, les concentrations plasmatiques diminuant
rapidement aprés le début de la corticothérapie [406].

D’autres travaux parcellaires se sont intéressés a l'implication des NTs dans les
neuropathies associées aux vascularites. Si ceux-ci se focalisent sur les relations
existant entre la dégénérescence axonale et la production locale de neuropeptides, les
analyses immuno-histochimiques effectuées mettent en évidence une production de NTs
par les cellules lymphocytaires et macrophagiques péri-axonales [419-420].

Ainsi, 'analyse immuno-histochimique et par hybridation in situ des biopsies surales
de 5 patients atteints de micropolyangéite, préalablement a la mise en route de tout
traitement immunosuppresseur, confirme la surexpression de NGF au niveau de
I'épinerve et de I'endonerve, notamment des cellules de Swchann, des lymphocytes T
CD4" et CD8" et des macrophages infiltrant le nerf périphérique, cette expression étant
corrélée a la dégénérescence axonale [419]. Une surexpression de NGF est également
décrite au niveau de la paroi vasculaire [419]. Toutefois, ce travail ne concerne que le
NGF, l'analyse histochimique est focalisée sur les Iésions nerveuses sans description
fine des lésions endothéliales vasculaires ; aucune comparaison n'a été faite entre
'expression du NGF dans le groupe de micropolyangéite et le groupe controle
(neuropathie périphérique d’origine non vascularitique) [419].

Une autre étude réalisée par RT-PCR sur les biopsies nerveuses de 22 patients
atteints de vascularites nécrosantes a révélé une surexpression de NGF, de p75"'" chez
les patients présentant des douleurs neuropathiques [420].

4. NTs, angiogénese et maladies inflammatoires

L’implication des NTs dans les maladies inflammatoires a été également démontrée
via les phénoménes d’angiogeneése notamment dans les rhumatismes inflammatoires et
le psoriasis, la modulation de l'angiogénése par les NTs ayant été parallelement
démontrée dans des modéles non inflammatoires.

Le NGF présente, in vitro, via I'activation de TrkA et de la phosphorylation de Erk, un
effet pro-angiogénique au niveau des CE du derme (HDMEC), des veines ombilicales
(HUVEC) ou de la choroide [341, 345-347]. Les cellules HUVEC produisent du NGF,
cette production étant augmentée dans un contexte pro-apoptotique par privation de SVF
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[341]. La neutralisation du NGF autocrine diminue la prolifération de ces CE, et ce, de
maniére VEGF indépendante [341].

Au niveau cérébral, le NGF produit de maniére autocrine par les CE capillaires
(BCEC) augmente leur prolifération, la sécrétion de NGF étant majorée dans un contexte
pro-inflammatoire (IL-18 + LPS) [347].

Cette action pro-angiogénique du NGF est confirmée in vivo dans des modeles de
membrane chorioallantoidienne de poulet (CAM), ou d’ischémie murine (ligature artérielle
du membre postérieur) [341, 348]. Dans ce dernier modele, la neutralisation du NGF
endogéne inhibe la néovascularisation capillaire, induite par lischémie, I'adjonction
continue de cette NT provoquant, a l'inverse, une augmentation de la densité capillaire,
une diminution de I'apoptose endothéliale et des fibres musculaires lisses [348]. Dans ce
modele d’ischémie artérielle murine non inflammatoire, I'action pro-angiogénique du NGF
est, a l'inverse de ce qui est observé au niveau des cellules HUVEC, VEGF dépendante,
la neutralisation de ce dernier ou le blocage de la voie Akt supprimant I'effet pro-
angiogénique du NGF [348, 421]. Le lien existant entre NGF et activation de la voie
VEGF semble dépendante du modéle utilisé ; en effet, le NGF active la production de
VEGF par les CE rétiniennes via la phosphorylation de TrkA et I'activation de la voie
Pi3K/AKT ou par stimulation du facteur HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) au niveau
neuronal [422-423].

L’ensemble de ces données confirment I'existence d’'une possible régulation de
'angiogénése via la voie NGF/TrkA, celle-ci étant stimulée dans des contextes
ischémiques ou pro-inflammatoires [341, 348, 422-423]. D’autres données confirment
limplication du NGF dans l'induction de I'angiogénése dans des modéles de cancers
solides [424].

La liaison du BDNF a son récepteur de haute affinité TrkB induit une activité pro-
angiogénique [368]. Dans les cellules HUVEC qui synthétisent le BDNF et expriment son
récepteur TrkB, la production et la sécrétion de cette NT est majorée par I'hypoxie [358,
425]. Le BDNF augmente également la production de VEGF par les CE, via I'activation
d’HIF-1 o [425]. Par ailleurs, I'expression du BDNF est majorée par I'adjonction de
statines dans un modele murin d’hémorragie intra-cérébrale [426].

Enfin, des données récentes confirment l'implication de la NT-3 dans I'angiogénése,

I'adjonction de cette NT induisant une croissance capillaire dans un modele d’ischémie
cutanée [368].
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VI. Neurotrophines, athérosclérose et

remodelage vasculaire

La réaction inflammatoire est un élément majeur de la constitution des Iésions
d’athérosclérose, marquées par des épaississements focaux asymétriques de l'intima.
Les étapes qui sous tendent la constitution de I'athérome comprennent l'activation des
CE par des cytokines pro-inflammatoires et des lipoprotéines, l'adhérence des
monocytes a un endothélium vasculaire Iésé et la migration des CMLV vers l'intima.
L'accumulation de lipides et l'influence des protéines de la matrice extracellulaire (en
particulier les métalloprotéases matricielles) sur le phénotype des cellules présentes vont
favoriser le développement de la plaque d'athérosclérose qui va obstruer
progressivement la lumiere artérielle [427-428]. Une angioplastie transluminale
percutanée, dans le but de reperméabiliser la lumiére artérielle, peut endommager
I'endothélium vasculaire et la LEI. Ceci peut entrainer une transformation des CMLV d’un
phénotype contractile vers un phénotype prolifératif et sécrétoire. Elles vont ensuite
migrer vers de la lumiére artérielle favorisant ainsi la formation d’'une néo-intima et la
sténose artérielle [429]. Les CMLV humaines et de rat expriment les NTs et leurs
récepteurs in vivo et en culture [7, 166, 168]. Lors de la constitution expérimentale de
Iésions artérielles chez le rat, les niveaux d'expression du NGF, du BDNF, des récepteurs
TrkA et TrkB augmentent de fagon spectaculaire et persistent pendant la formation de la
néo-intima [7]. On note également une surexpression de BDNF, NT-3, NT-4/5, des
récepteurs TrkB, TrkC et p75""™" dans les CMLV de Iésions d’athérosclérose [7, 430]
suggérant une implication des NTs et de leurs récepteurs dans la régulation de la
réponse des CMLV aprés une lésion vasculaire. Cette hypothése est renforcée par les
études montrant que le NGF favorise la migration des CMLV via le récepteur TrkA [7,
430] alors qu'il induit une signalisation pro-apoptotique quand il se fixe sur le récepteur
p75N"" [168, 430]. En outre, le NGF induit I'expression de la MMP-9 dans les CMLV [375]
qui a une action lytique importante contre les composants de la membrane basale et qui
est rapidement activée lors d’'une Iésion mécanique [429].

Le croisement d’une souris hétérozygote pour le géne de TrkB (TrkB*) avec une
souris KO pour le géne de I'apolipoprotéine E (Apo™) montre que la signalisation via TrkB
réduit les dépbts lipidiques intra-artérielles et I'’hyperplasie intimale méme dans un
contexte de régime pro-athérogene [431]. Ceci est indépendant de I'expression de MMP-
9 qui reste identique dans les lésions artérielles chez les souris TrkB*/ApoE™ et chez les
souris trkB**/ApoE” [431]. Néanmoins, la fonction du BDNF, ligand de TrkB, n'est pas
démontrée dans ce processus. Une étude récente a montré que des souris Apo” avec
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une délétion du gene de BDNF au niveau des CE, ne présentaient pas de Iésions
d’athérosclérose plus importantes que des souris contrbles aprés 16 semaines de régime
pro-athérogene [432]. Parallelement, le couple BDNF/TrkB active une voie de
signalisation de survie pour les CE et lintégrité des CE est fondamentale pour éviter
I'adhérence des monocytes et maintenir les CMLV dans un phénotype contractile plutét
que prolifératif et secrétoire [358]. Par conséquent, le réle du couple BDNF/TrkB dans le
remodelage vasculaire et I'"athérosclérose reste encore a préciser. A notre connaissance
Il n'y a pas d’étude référencée concernant I'implication de NT-3 dans I'athérosclérose.
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Objectifs de la these

Bien que I'ACG soit la vascularite primitive la plus fréquente du sujet de plus 50 ans
et quelle fasse lI'objet de nombreuses publications tant sur le plan de la recherche

clinique que fondamentale, de nombreuses questions restent en suspens.

Méme si les examens d'imagerie, montrant une aortite et/ou une artérite des gros
vaisseaux, permettent d'orienter fortement vers le diagnostic d'’ACG, aucune
recommandation n’existe a ce sujet et la certitude diagnostique de cette maladie reste
encore histologique. Jusqu’ici, aucun marqueur biologique ne permet d’'orienter et encore
moins de confirmer ce diagnostic. C’est dans ce contexte que nous avons entrepris de
rechercher un bio-marqueur au cours de cette maladie.

Par ailleurs, malgré les multiples investigations expérimentales menées sur la
physiopathologie de cette maladie, les mécanismes qui sous tendent la constitution de
I'hyperplasie intimale et le remodelage vasculaire restent encore imprécis. Il semblait
ainsi pertinent de travailler directement avec les cellules impliquées dans ce remodelage,
ce d’'autant que nous avions identifié des autoanticorps dirigés contre les CMLV et notre
choix s’est porté sur les CMLV issues d’artére temporale de patients suspects d’ACG
pour tenter de comprendre plus précisément leur role dans la pathogénie du remodelage
vasculaire de 'ACG.

Ainsi dans une premiére partie de ce travail, effectué dans l'unité INSERM U1016,
CNRS UMR 8104 a I'Institut Cochin, du Pr Luc Mouthon, nous nous sommes focalisés
sur la recherche d’'un bio-marqueur et la constitution d’une collection biologique a partir
de biopsie d’artere temporale de patients suspects d’ACG. L’hypothése que ce bio-
marqueur pourrait étre un auto-anticorps reposait sur la découverte, dans le sérum des
patients atteints d’ACG, d'lgG dirigées contre les CMLV et les CE. Les cibles
antigéniques de ces auto-anticorps ont été identifiées et ont fait I'objet d’une publication
[433]. Nous avons ensuite tenté de confirmer les résultats d’'une étude portant sur 'intérét
du dosage d’anticorps dirigés contre la chaine lourde de la ferritine pour le diagnostic de
I’ACG. Ce travail a fait I'objet d’'une seconde publication [104].

La deuxiéme partie de ce travail a été effectuée dans I'équipe d’accueil EA 3042
« Homéostasie Cellulaire et Pathologies » dont la thématique de recherche concerne
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l'implication des Neurotrophines, en auto-immunité et cancérogenése a la faculté de
Médecine de Limoges. L'étude des neurotrophines est un axe de recherche privilégié de
'EA 3842 et la constatation de [linfluence majeure des neurotrophines dans le
développement et la régulation sur le systéme cardio-vasculaire et des pathologies
cardio-vasculaires nous a convaincu de continuer notre I'étude par celle du remodelage
vasculaire au cours de I'ACG, en axant ce projet sur l'implication potentielle des
neurotrophines dans la physiopathologie de cette maladie. Ainsi, nous avons mis en
évidence une augmentation de la synthése protéique et des transcrits des NTs et de
leurs récepteurs chez les patients atteints d’ACG. Par ailleurs, ces patients présentent
une concentration sérique circulante de NGF supérieure a celle des sujets controles.
Enfin, I'étude de la fonctionnalité de NTs exogénes au niveau des CMLV obtenues a
partir de BAT de patients suspects d’ACG a montré que le NGF et le BDNF stimulaient
de facgon significative la migration cellulaire des patients comparativement a celle des
contrbles. (Manuscrit soumis pour publication).
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Mateériels et méthodes

. Cohorte de patients de Limoges

Dans le service de Médecine Interne A du CHU de Limoges, les patients pour qui le
diagnostic d’ACG a été posé, soit sur la positivité de la BAT, soit sur les criteres de '/ACR
pour 'ACG [100] ont fait I'objet d’'un recueil de données prospectif depuis janvier 1976.
Pour chaque patient, ce recueil des données a été réalisé a partir d’'un cahier spécifique
comportant 174 items cliniques et paracliniques. A partir de toutes ces données, nous
avons regardé si certains items (complications ischémiques, syndrome inflammatoire et
ses marqueurs, modalités de la corticothérapie) pouvaient étre corrélés par les résultats

que nous avons obtenus sur I'étude du remodelage vasculaire.

Il. Matériel biologique

A. Collection biologique Cochin-Limoges

A linitiative du Pr Luc Mouthon, équipe <« Neutrophiles et Vascularites », unité
INSERM U1016, CNRS UMR 8104 de l'Institut Cochin, nous avons mis en place une
collection biologique a partir de janvier 2010. Elle est enregistrée au ministéere de
I'enseignement supérieur et de la recherche avec le numéro de déclaration suivant : DC-
2010-1079. L’investigateur principal est le Pr Luc MOUTHON et le responsable
scientifique le Dr Kim Heang LY.

Elle a pour objectif de recueillir prospectivement des données cliniques, biologiques
et thérapeutiques de patients suspects ou atteints d’ACG. Parallélement, elle permet de
constituer une collection de sérums, plasmas et cellules mononucléées du sang
périphérique et de CMLV et de fibroblastes obtenues a partir d’'un fragment d’artere
temporale de patients suspects ou atteints d’ACG.

Cette collection s’est constituée sur deux sites, a Paris et a Limoges. A Paris, le
recrutement des patients suspects ou atteints d’ACG est effectué dans le service de
Médecine Interne de I'hdpital Cochin du Pr Loic Guillevin et dans le service de Médecine
interne du Pr. Claire Le Jeunne de I'hépital Hétel-Dieu. A Limoges, ce recrutement est
effectué dans le service de Médecine Interne A du Pr Elisabeth Vidal et dans le service
de rhumatologie du Pr Philippe Bertin, au CHU de Limoges.
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Apres signature de la notice d’information et du consentement éclairé par le patient,
les prélevements sanguins sont réalisés dans les services de Médecine Interne ou est
recruté le patient. Ce dernier est ensuite adressé au service d’Ophtalmologie du Pr
Antoine Brézin a Paris et du Pr Jean-Paul Adenis a Limoges, pour une évaluation
ophtalmologique initiale et la réalisation de la BAT. La BAT sera séparée en deux piéces,
une pour I'analyse histologique classique dans le service d’anatomo-pathologie et I'autre
pour la collection. Cette deuxiéme piéce biopsique sera conservée dans un milieu de
culture spécifique (Milieu RPMI ou DMEM) pour 'acheminement du bloc d’ophtalmologie
vers I'équipe «Neutrophiles et Vascularites » unité INSERM U1016 a Paris ou 'EA 3842
a Limoges.

Le fragment d’artere temporale, subira ensuite plusieurs étapes techniques pour
l'isolement des CMLYV :

» Digestion tissulaire enzymatique

* Recueil des cellules sur un tamis cellulaire

+ Ensemencement des cellules recueillies dans un milieu de culture spécifique pour
fibroblastes et CMLV

» Apres 15 jours de culture, séparation des fibroblastes et des CMLV

* Recueil des CMLV a partir du 3éme passage dans des aliquotes de 1 mL dans un
milieu adapté pour la cryopréservation pour congélation a — 80° C ou dans de l'azote
liquide.

B. Artéeres temporales congelées et
incluses dans un bloc de paraffine

Si la taille du fragment d’artére temporale destiné au service d’anatomie-pathologique
de Limoges le permet, des échantillons millimétriques sont congelés directement dans de
I'azote liquide. Les blocs de paraffine d’artere temporale de patients suspects ou atteints
d’ACG provenant du service d’'anatomie-pathologie du Pr Francois Labrousse, ont été
utilisés pour la réalisation des expérimentations d'immunohistochimie afin d’identifier les
protéines des NTs et de leurs récepteurs.
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lll. Recherche d’anticorps seériques dirigés
contre les CMLYV isolées d’artére au cours
de I'ACG :

Expérimentations réalisées a l'unité INSERM U1016,
CNRS UMR 8104 de l’Institut Cochin

A. Cultures cellulaires

Aprés prélevement du fragment d’artere temporale au bloc opératoire
d’ophtalmologie, ce dernier est disséqué de fagon stérile. A I'aide de pinces, I'adventice
est séparée de la média. Puis la portion d’artére dépourvue d’adventice est fragmentée
en morceaux a laide de ciseaux stériles. Quelques fragments millimétriques sont
déposés directement dans un puits d’'une plaque a douze puits, les autres sont déposés
dans un tube de 15 mL contenant 5 mL de DMEM Glutamax Il (Gibco®, InvitrogenTM,
USA) avec de la collagénase de type | (Gibco®, InvitrogenTM, USA) a une concentration
de 500 unités /mL pour une digestion enzymatique de 3h a 37°C sous agitation douce. Le
milieu de digestion contenant les cellules dissociées par la collagénase est ensuite
centrifugé a 1200 rpm pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris dans un milieu de
culture spécifique et les cellules ainsi obtenues sont mises en culture dans un puits de
plague de culture de 12 puits. Le milieu de culture utilisé est le Muscle Cell Growth
(PromoCell® GmbH, Germany) dans lequel ont été ajoutés, 5% de SVF, 5mL de
Pénicilline (10 000 U/mL) et Streptomycine (10 000 pg/mL) (Penicillin Streptomycin,
Gibco®, Invitrogen™, USA), et 1 % de Fungizone (Amphotericin B, 250 g/mL,
Invitrogen™, USA). Les cellules sont ensuite cultivées dans un incubateur & 37 °C dans
une atmosphere humide en présence de 5 % de CO,. Aprés le deuxiéme passage, le
milieu de culture utilisé est le DMEM Glutamax Il dans lequel est ajouté 10% de SVF, de
la pénicilline, de la streptomycine et de la fungizone selon les mémes modalités que
celles décrites ci-dessus.

100



B. Prise en charge des échantillons de
sérum, plasma et des cellules
mononucléées du sang périphérique

1. Sérums et plasmas

Les sérums (2 tubes de 7 mL) et les plasmas (2 tubes de 7 mL) sont centrifugés a
2000 rpm pendant 5 mn et le surnageant est placé dans 2 ou 3 cryotubes de 2 mL puis
congelésa—80C°

2. Cellules mononucléées du sang périphérique

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) de patients sont isolées,
par FICOLL afin de constituer une cellulotheque. Ce polysaccharide hydrophile permet
de dissocier les composants du sang total en différentes phases. On dépose 5 mL de
FICOLL dans un tube de 15 mL (BD) puis on dépose délicatement le long de la paroi du
tube les 6 a 7 mL de sang périphérique en évitant de mélanger le sang et le FICOLL.
Aprés une centrifugation a 1600 rpm de 25 minutes, le sérum de I'échantillon est prélevé
et 'anneau de PBMC sera lavé dans 50 mL de PBS. Aprés une nouvelle centrifugation
de 1600 rpm pendant 5 mn, les PBMC sont congelées a -80 C° puis dans de I'azote
liquide avec 90% de sérum de I'échantillon et 10% de DMSO.

C. Immunofluorescence indirecte

1. Identification du phénotype des cellules de biopsie

d’artéere temporale de patients suspects d’ACG

L’identification du phénotype des CMLV a été réalisée par une immunofluorescence
indirecte sur lame Labtek Il a quatre puits (Chamber slider system, Thermo Scientific
Nunc, USA). Les cellules provenant d’'une artére temporale sont ensemencées a raison
de 10000 cellules par puits et incubées 48 heures avec du milieu de culture Smooth
Muscle Cell Growth (Promocell). Le milieu de culture est ensuite retiré et les cellules sont

101



fixées avec une solution de PFA a 4% (Sigma Aldrich) pendant 10 minutes. Une
perméabilisation des cellules est réalisée par une solution de Triton X-100 a 0,2%
(Invitrogen) pendant 10 minutes. Les sites de fixation non spécifiques des cellules sont
ensuite bloqués par une saturation de deux heures a température ambiante avec une
solution d’albumine bovine (Bovin Serum Albumin ou BSA) (Sigma Aldrich) a 3% en PBS.
L’identification du phénotype des CMLV est faite par un anticorps monoclonal (IgG de
souris) anti-actine a musculaire lisse (anti-a smooth actin) dilué au 1/400°™ (Sigma
Aldrich) et un anti-fibroblaste anti-CD90 (anticorps monoclonal IgG de souris) dilué au
1/200°™ (Dianova, Hambourg, Allemagne) dans la solution de saturation. L’incubation
des anticorps primaires est réalisée a 4°C pendant une nuit. L’anticorps secondaire
obtenu chez le lapin anti-lgG de souris, dilué & 1/500°™ dans du PBS, couplé & un
fluorochrome FITC (Invitrogen) est incubé pendant 1 heure a température ambiante. Le
montage des lames avec une lamelle est ensuite réalisé avec du milieu de montage

Vectashield (Vector Labs) avant la lecture des lames par microscopie en fluorescence.

2. Recherche d’auto-anticorps anti-CMLV par

immunofluorescence indirecte

Pour rechercher I'existence d’anticorps anti-CMLV dans le sérum des patients atteints
d’ACG ou des contrdles, des cellules d’'aorte (Promocell) sont ensemencées a raison de
10 000 cellules par puits et incubées pendant 48 heures avec du milieu de culture Muscle
Cell Growth. Le protocole de fixation, de perméabilisation et de saturation des sites non
spécifiques est identique au protocole décrit ci-dessus pour le phénotypage des cellules
d’'artére temporale. Le sérum des patients ou des contrbles, est utilisé a la dilution de
1/200°™. L’anticorps secondaire, de chévre anti-lgG humaine couplé a un fluorochrome
FITC (Invitrogen) dilu¢ a 1/1000°™ dans du PBS, est incubé pendant 1 heure &
température ambiante. Une coloration de 'actine est réalisée avec la phalloidine couplée
a la rhodamine (Invitrogen) diluée a 1/800°™ lors d’'une incubation de 20 minutes a
température ambiante. Le noyau est ensuite contre-coloré au Hoescht (dilué a 1ug/mL,
incubation de 15 minutes). Le montage des lames est ensuite effectué comme

précédemment avant analyse en microscopie a fluorescence.
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3. Recherche d’auto-anticorps anti-CMLV par ELISA

Afin de pouvoir quantifier les anticorps anti-CMLV présents dans le sérum des
patients ou des contréles nous avons mis au point un test ELISA conditionné par des
CMLV en plaque de 96 puits a fond plat (Nunc). Les CMLV d’aorte (Promocell) sont
déposées a raison de 8000 a 10 000 cellules par puits dans du milieu Smooth Muscle
Cell Growth (Promocell) et incubées pendant 48 heures a 37°C. Les étapes de fixation,
de perméabilisation et de saturation sont identiques au protocole d’'immunofluorescence
indirecte. Le sérum du patient ou du controle est déposée au 1/100 et incubé a 4°C la
nuit. Un anticorps secondaire anti-lgG humaine obtenu chez la chévre, dilué au 1/1000,
couplée a la phosphatase alcaline (Sigma Aldrich) est ensuite ajouté et incubé une
heure. Secondairement, la réaction colorimétrique est obtenue par ajout du substrat de la
phosphatase alcaline (Sigma Aldrich) et les densités optiques sont lues au
spectrophotométre a une longueur d’'onde de 405 nm.
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IV. Etude des facteurs de croissance
neurotrophiques et de leurs récepteurs
dans les biopsies d’arteres temporales

Travaux realisés dans L’EA 3842

A. Culture cellulaire et phénotypage des
cellules étudiées

La culture des cellules obtenues aprés dissection et digestion enzymatique d’'un
fragment d’artére temporale ainsi que le phénotypage par immunofluorescence indirecte
des CMLYV et des fibroblastes sont réalisées de fagon identique aux protocoles élaborés
a 'unité INSERM U1016 de I'Institut Cochin.

B. Expression protéique des NTs et de
leurs récepteurs

L’étude de I'expression protéique des NTs et de leurs récepteurs par les CMLV a été
effectuée par immunohistochimie sur des fragments d’artéres temporales incluses dans
des blocs de paraffine et par Western Blot a partir de protéines extraites de CMLV

provenant de Cochin ou de Limoges.
1. Immunohistochimie

Les blocs de paraffine de fragment d’artére temporale ont été fournis par le service
d’anatomie pathologique et provenaient de patients suspects ou atteints d’ACG. Tous les
patients atteints d’ACG étaient suivis en Médecine interne, ce qui permettait d’accéder au
cahier de recueil de données pour chaque patient. Vingt deux patients atteints d’ACG et
vingt et un sujets contrdles ont été sélectionnés. Pour faciliter les expérimentations d’'IHC
nous avons adopté I'approche des « tissue micro array ». Dans le bloc de paraffine du
fragment d’AT du patient ou du contréle, une a trois carottes de tissu de 0,6 a 2 mm de
diamétre sont prélevées dans les zones définies par le pathologiste. Ces carottes de
tissu sont alors insérées dans un bloc de paraffine vierge pouvant contenir 10 a 12
échantillons. A partir de ce bloc « TMA », de nouvelles lames sont coupées et traitées
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comme des lames histologiques conventionnelles. Des coupes de 4 um d’épaisseur sont
réalisées au microtome. Les lames ont préalablement été maintenues a I'étuve a 56 °C
pendant 24h puis a 37 °C. Le déparaffinage des tissus a été fait par des bains successifs
de Toluene pur (PROLABO®, VWR®). La réhydratation, la perméabilisation des
membranes et le démasquage des antigenes a été effectué grace a des bains successifs
d’Ethanol absolu (PROLABO®, VWR®) et de PBS (Gibco®, InvitrogenTM, USA), et enfin
par immersion des lames dans une solution de tampon citrate (200 uM d’acide citrique
dans 9,8 mM de citrate de sodium). L’inhibition des peroxydases endogénes a été
réalisée avec du Méthanol-5% H.O., (PROLABO®, VWR®). La saturation des sites
antigéniques aspécifiques a été réalisée par incubation des lames dans du PBS-BSA 3 %
(Bovine Serum Albumin, Fraction V, Euromedex®, USA) pendant 30 min. Les anticorps
primaires dilués dans du PBS-BSA 3 % ont été incubés pendant une nuit (Tableau 3).
L’incubation avec un Ac secondaire couplé a la Horseradish Peroxidase (HRP) (Dako®,
USA) (Tableau 3) est réalisée pendant 30 min a température ambiante. Aprés lavages au
PBS, une incubation de 5 min avec la DAB (Diaminobenzidine), le substrat de 'HRP,
(Chromogen System, Dako®, USA), a été réalisée. La contre-coloration des tissus a été
obtenue avec une solution d’Hémalun de Mayer (, MERCK®, Allemagne) et de carbonate
de lithium saturé (SIGMA-ALDRICH ®, Gibco®, USA) afin d’'améliorer le contraste. La
déshydratation des lames a été effectuée par des bains successifs d’Ethanol absolu et de
Toluéne pur. Les lames ont été étudiées par microscopie optique (Leica®). Une analyse
semi-quantitative de [limmunomarquage a été réalisée par deux opérateurs
indépendants, en comptant le pourcentage de cellules marquées sur trois zones
distinctes d’'une coupe d’artere temporale

2. Western Blot

a. Extraction protéique
Aprés un lavage en PBS, 1 a 1,5 10° cellules sont lysées a l'aide d’une aiguille 25 G

dans 150 a 200 pyL de tampon de lyse (constitué de 5 M NaCl, 1 % NP40, 100 mM
NavO3, 100 mM PMSF, 0,5 mM EDTA, 5 mM de tampon Chaps, pH 7,6) pendant 30
minutes sur glace. Le lysat est ensuite centrifugé pendant 10 min a 4°C a 13 000 g. Le

surnageant, constitué des protéines cellulaires totales, est conservé a - 80°C.

b. Dosage protéique
Cing uL de chaque échantillon protéique sont retenus pour l'analyse de la
concentration protéique totale selon la méthode colorimétrique de Bradford (Sigma
Aldrich). Une gamme étalon est réalisée a partir d’'albumine bovine (BSA, Euromedex,
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Mundolsheim, France). La réaction colorimétrique est lue a 595 nm (spectophotométre
Thermo Scientific Multiskan® FC).

C. Séparation des protéines par électrophorese et
transfert sur membrane
Un échantillon de 30 pg de protéines est dilué dans du tampon de Laemmli (Biorad,

Marne-la-Coquette, France) puis dénaturé durant 5 min a 95°C. Le mélange obtenu est
déposé dans chaque piste. Un marqueur moléculaire (Prestained Protein Ladder Plus,
Euromedex) couplé a un chromophore bleu est utilisé comme référence. Les protéines
dénaturées sont séparées par électrophorése selon leur masse moléculaire, dans un gel
de polyacrylamide contenant du Sodium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE, Polyacrylamide
Gel Electrophoresis). La concentration des gels de polyacrylamide (10 a 12 %) est
choisie selon la masse moléculaire de la protéine recherchée. La migration s’effectue a
ampérage (30 mA) et voltage constants (150V) pendant 1 heure dans un tampon de
migration (Biorad) contenant 25 mM de Tris-base, 192 mM de glycine, et 10 % de SDS
(Biorad) a pH 8,3. Aprés migration les gels sont déposés sur une membrane de PVDF et
I'ensemble placé en sandwich entre des feuilles de papier Whatman imbibées de tampon
de transfert contenant 25 mM de Tris-base, 192 mM de glycine, et 20% de méthanol. Le
transfert est effectué pendant 1h a 20V (Transblot® SD, Semi-dry transfert cell, Bio-Rad).

d. Saturation, détection et révélation des protéines d’intérét
Afin de bloquer les sites de fixation non spécifique des Ac primaires, les membranes

sont incubées dans une solution de saturation (PBS-Tween 0,1 % contenant 5 % de lait
écrémé) pendant une heure a température ambiante. Les anticorps primaires sont
déposés sur les membranes et incubées 12 heures a 4°C (Tableau 3). Aprés 3 lavages
au TBS-Tween 0,1 %, les membranes sont incubées durant 1 heure a température
ambiante avec I'anticorps secondaire correspondant couplé a la horse radish peroxydase
(HRP) (Tableau 3). Aprés 3 lavages en TBS, les membranes sont révélées a I'aide d’une
solution chemiluminescente (Enhanced ChemiLuminescente, ECL reagent, Amersham
Life Science, France). Elles sont ensuite scannées et enregistrées a I'aide d’'un logiciel
d’analyse d'images (Genesnap, Syngene, Cambridge, UK). La détection de I'actine est
systématiquement effectuée afin de comparer les dépbts protéiques de chaque piste. Elle
est obtenue avec un Ac monoclonal anti-actine, dilué au 1/10000 (Sigma Alldrich) incubé
30 minutes a température ambiante, et révélé aprés trois lavages en TBS, par un
anticorps secondaire de chévre anti-lgG de souris, au 1/1000, incubé 30 minutes.
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Dilution

Hoéte Epitopes ou cibles Fournisseur  Référence IHC WB IF1
Anticorps Primaires
Neurotrophines
] . Pro-NGF (27 kDa) et )
NGF (H-20) Lapin mature (13 kDa) Santa Cruz sc-548 1/100 1/200
. Pro-BDNF (32 kDa) et :
BDNF (N-20) Lapin mature ( 14 kDa) Santa Cruz sc-546 1/100 1/200
. Neurotrophine 3 mature
NT3 (N-20) Lapin (35kDa) Santa Cruz sc-547 1/100 1/200
Récepteurs aux NTs
. Extrémité C terminale de
TrkA (763) Lapin TrkA (145 kDa) Santa Cruz sc-118 1/100 1/200
. Domaine extra-cellulaire
TrkB (H-181) Lapin de TrkB (95 et 145 kDa) Santa Cruz sc-8316 1/100 1/200
. Extrémité N terminale de
NT;I'rkC (H-300) Lapin TrkC (145 kDa) Santa Cruz sc-14025 1/100 1/200
P75" " extracellulaire (H- . Extrémité N terminale de
92) Lapin p75NTR (75 kDa) Santa Cruz sc-5634 1/100 1/200
- . Domaine cytoplasmique
Sortiline Lapin de la sortiline Abcam ab75172 1/150
. N Extrémité N terminale de
Sortiline (C-20) Chévre la sortiline (95 kDa) Santa Cruz sc-25055 1/100
Phénotypage et
controles
) . Extrémité N-terminale . .
a-smooth actine Souris de l'a-smooth actin Sigma Aldrich F3777 1/500
CD 90 Souris CD 90 (thy-1) Dianova DIA 120 1/200
. . Extrémité N-terminale . .
Actine Souris de l'actine Sigma Aldrich A5441 1/10000
. . Chévre anti-lg souris Dako 1/250 1/1000
Anticorps secondaires  Ghevre anti-lg lapin Dako 1/100 1/1000
P Lapin anti-lg chévre Dako 1/100

Tableau 4 : Anticorps primaires et secondaires utilisés en immunofluorescence

indirecte, en immunohistochimie et Western Blot

C.

Expression des transcrits des NTs et de

leurs récepteurs

1. Extraction d’ARNmM

L’extraction des ARN totaux a partir de culots cellulaires a été réalisée grace au kit

SV Total Isolation System (Promega®, USA) et a l'utilisation de B-mercaptoéthanol. Le

culot a été remis en suspension dans 30uL d'eau RNase free. La pureté et la

quantification des échantillons ont été mesurées par spectrophotométrie (Nanodrop®, ND

1000) a partir de I'absorbance. Les échantillons d’ARN ont ensuite été conservés au

congélateur a -80 °C.
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2. RT-PCR

Nous avons synthétisé de I'ADNc a partir des échantillons d’ARN afin d’analyser et

de quantifier I'expression des génes des :
e NTs : NGF, BDNF et NT-3
e Des récepteurs des NTs : TrkA, TrkB, TrkC, p75"™" et Sortiline

Le tableau 4 montre les couples d’oligonucléotides utilisés pour la RT-PCR.

Le volume d’ARN a prélever a été calculé de fagon a obtenir pour chaque échantillon.
une concentration finale de 1000 ng/uL pour un volume final de 20uL. La réaction de la
transcriptase inverse a été préparée selon le High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (Applied Biosystems®, USA) (MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 50U/uL) et
réalisée grace a un thermocycleur (UnoCycler, VWRTM, UK). Les ADNc obtenus ont été

directement utilisés pour les PCR ou conservés a -20 °C jusqu'a utilisation.

3. Electrophoréses

Les électrophoréses des produits de PCR ont été réalisées avec un gel d’'agarose
(SeaKem®LE Agarose Lonza,USA) a 2 %, avec du tampon 10X TAE Buffer (Ambio®,
USA) et 1uL de BET (Ethidium Bromide solution, 10mg/ml, Invitrogen™, USA).
Marqueurs de tailles utilisés : 4uL (un puits) de GeneRuler 100bp DNA Ladder
(0,1ug/mL) (Fermentas, France). Du bleu de bromophénol 6X (Promega, USA) 4uL par
piste a été ajouté aux 20 pl d’échantillon. La migration s’est faite sous une tension de 100
Volts pendant 40 min. La révélation au BET a été obtenue par une exposition aux
rayonnements ultraviolets & l'aide de I'appareil G : BOX (SYNGENE®, OZYME™,

France).

4. PCR quantitative (QRT-PCR)

Des qRT-PCR ont été réalisées avec des plaques 96 puits conditionnées avec des
amorces et des sondes lyophilisées (TagMan® Array 96 — Well FAST Plate). Les qRT-
PCR ont été faites dans un volume réactionnel de 10uL composé de : 2 uL d’/ADNc et 8
pL de Master Mix (TagMan® Fast Universal PCR Master Mix [2X], No AmpErase®UNG,
Applied Biosystems®, USA). Une sonde TagMan® (sonde fluorescente 5’FAM (6-
carboxyfluorescein)-3’MGB (Minor groove binding) (Applied biosystems®, USA) a été
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utilisée. Les amorces ont été établies par le fournisseur Applied biosystems® (NGF :
Hs.2561 ; BDNF : Hs 00380947 _m1 ; NT-3 : Hs.99171 ; TrkA : Hs.406293 ; TrkB145: Hs
01093096 m1; TrkC: Hs.410969; p75"™": Hs 00609976 m1; Sortiline: Hs
00907094 _m1; 18s : Hs99999901_s1 ; GAPHD : Hs.544577, HPRT : Hs02800695_m1)
Les plaques ont été analysées avec le systétme Step One Real Time PCR (Applied
Biosystems®). Chaque échantillon a été analysé en duplicate. Conditions de gRT-PCR :
95°C-10min (1cycle) / 94°C-15sec, 55°C-30sec, 72°C-30sec (40cycles) / 72°C-10min
(1cycle) suivi par une courbe de fusion, les réactions ont été maintenues a 4°C jusqu’a
analyse des résultats. L’analyse de la fluorescence a permis de déterminer le cycle seuil
(Ct). La quantification relative des produits de PCR pour chaque échantillon a été
déterminée grace aux valeurs des Ct. Les valeurs ont été normalisées par rapport a
celles du gene HPRT qui a servi de controle interne. Ces valeurs de Ct entre patients
atteints d’ACG et sujets contrdles ont ensuite été comparées, et I'expression des génes
d’intérét a été calculée selon la méthode comparative utilisant la formule 2-AAGCt.
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. . R 5 Taille du fragment
Oligonucléotides Nom du gene Séquences " HT (°C)
amplifié (pb)
BDNF forward Brain-derived 5’-TACTTTGGTTGCATGAAGGCTGCC-3’
” 266 58
BDNF reverse neurofrophic factor 5’-ACTTGACTACTGAGCATCACCCTG-3’
TrkB 145 forward 5’-AGGGCAACCCGCCCACGGAA-3’
571 62,6
TrkB 145 reverse 5’-GGATCGGTCTGGGGAAAAG-3’
Tropomyosin-related
kinase B
TrkB 95 forward 5’-GTTTCATAAGATCCCACTGGA-3’
261 58
TrkB 95 reverse 5’-TGCTGCTTAGCTGCCTGAGAG-3’
GAPDH forward Glyceraldehyde-3- 5’-GGGTGGAATCATATTGGAACATG-3’
phospate 150 58
GAPDH reverse dehydrogenase 5’-GTCGGAGTCAACGGATTTGG-3’
NGF forward 5’-ATACAGGCGGAACCACACTC-3’
Nerve growth factor 313 58
NGF reverse 5’-TGCTCCTGTGAGTCCTGTTG-3’
TrkA forward 5’-TCAACAAATGTGGACGGAGA-3’
Tropomyosin-related
197 58
kinase A
TrkA reverse 5’-GTGGTGAACACAGGCATCAC-3’
NT-3 forward 5’-TGGCATCCAAGGTAACAACA-3’
Neurotrophin-3 229 58
NT-3 reverse 5’-GGTGTCCATTGCAATCACTG-3’
TrkC forward 5’-ACTTCCGTCAGGGACACAAC-3’
Tropomyosin-related
219 58
kinase C
TrkC reverse 5’-CCTCCCTCTGGAAATCCTTC-3’
p75"™® forward 5’-GTGGGACAGAGTCTGGGTGT-3’
p75 neurotrophin
200 60
receptor
p75™"™® reverse 5’-AAGGAGGGGAGGTGATAGGA-3’

Tableau 5 : Couples d’oligonucléotides utilisés en RT- PCR

Les séquences des transcrits des neurotrophines et de leurs récepteurs, la température

d’hybridation (HT : hybridation temperature) ainsi que la taille du produit de PCR sont présentés

dans ce tableau.
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D. Quantification du NGF et BDNF par
technique ELISA.

Les concentrations du NGF et du BDNF dans le sérum des patients atteints d’ACG
ont été mesurées et comparées a celles des sujets contréles. Ces mesures ont été
également réalisées dans le surnageant des CMLV des patients en culture entre P3 et
P8 a 80% de confluence et comparées a celui des sujets contrdles dans les mémes
conditions. Nous avons utilisé la méthode immunoenzymatique « Emax ® Immunoassay
System » (Promega) selon les protocoles du fournisseur. Ce procédé permet une
détection sensible et spécifique de ces NTs par la méthode ELISA « sandwich ». Le seuil
de détection de ces deux tests est respectivement de 4 et 15 pg/mL avec une réactivité
croisée inférieure a 3 %. Les deux méthodes sont identiques et différent par la spécificité
des anticorps utilisés pour I'ELISA : anticorps anti-NGF ou anticorps anti-BDNF pour les
dosages de NT correspondante. La sensibilisation des plaques, Nunc Maxisorp, a 96
puits (VWR Fontenay sous-Bois, France) est obtenue avec une solution de tampon
carbonate (sodium bicarbonate 0,025 M, sodium carbonate 0,025 M, Sigma Aldrich)
contenant soit un Ac polyclonal anti-NGF soit un Ac monoclonal anti-BDNF pendant 12
heures a 4°C. Aprés 4 lavages en TBS-0,1 % Tween, les plaques sont incubées en
tampon de saturation « block and sample buffer » a température ambiante pendant une
heure. Les échantillons, dilués au 1/100, sont analysés en duplicate et comparés aux
courbes d’étalonnage effectuées pour le NGF et le BDNF standard. Aprés 6 heures
d’'incubation a température ambiante sous agitation douce et 4 lavages en TBS-0,1 %
Tween, la plaque est incubée soit avec un Ac monoclonal anti-NGF soit avec un Ac
polyclonal anti-BDNF a 4°C pendant 12 heures puis lavée 5 fois en TBS-0,1 % Tween.
Une nouvelle incubation avec un Ac secondaire conjugué a la peroxydase est réalisée
pendant 2 heures 30 a température ambiante sous agitation douce suivie de 5 lavages
en TBS-0,1 % Tween. La révélation est obtenue par une solution de
tétramethylbenzydine (TMB), substrat de la peroxydase, en 10 a 40 minutes a I'obscurité,
jusqu’a I'obtention de la réaction colorimétrique. La réaction est ensuite arrétée par I'ajout
de 100 pL d’acide chlorhydrique molaire (SigmaAldrich). L’absorbance est mesurée a
450 nm par spectrophotométrie (Thermo Scientific Multiskan® FC).
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E.Etude de la fonctionnalité des NTs

1. Test de viabilité cellulaire par XTT

Ce test colorimétrigue permet de mesurer la viabilité cellulaire en déterminant
I'activité des déshydrogénases mitochondriales. Le test est basé sur la réduction d'un sel
de tétrazolium (XTT) par les déshydrogénases mitochondriales, libérant un sel coloré, le
formazan. Les cellules sont déposées a la densité de 5000 cellules/puits en plaque 96
puits dans différentes conditions pendant 48 H en duplicate : 1) milieu DMEM sans SVF
seul ou 2) avec du NGF exogéne (Alamone), 3) du BDNF exogéne humain (Promega), 4)
du PDGF (R&D Systems) 5) avec un inhibiteur pharmacologique des récepteurs Trk des
neurotrophines, le K252a (0,1 mg, Alamone labs®, UK), 6) un anticorps bloquant de
p75"™® (Alamone) (anti-p75"""). Une gamme de concentrations a été effectuée pour
chacune des conditions étudiées. Cinquante pL de substrat colorimétrique (Cell
Proliferation Xit Il, XTT Roche) sont ajoutés dans chaque puits et laissés au contact des
cellules pendant 4 heures. Lintensité de la réaction colorimétriqgue est mesurée a 450 nm
par spectrophotométrie (Thermo Scientific Multiskan® FC).

2. Test de prolifération cellulaire par BrdU

Un test de prolifération cellulaire des CMLV de patients et de sujets controles a été
réalisé en plaque de 96 puits, par la détection de la quantité de 5-bromo-2’-deoxyuridine
(BrdU) incorporée dans 'ADN au cours de la phase S, selon les recommandations du
fournisseur (BrdU Cell Proliferation Assay Kit, Cell Signaling Technology®, USA). Au
préalable, 5000 cellules ont été déposées par puits et cultivées a 37 °C et 5 % de CO,
pendant 48, 72 et 96 heures selon les conditions d’activation ou d’inhibition suivantes :
1) milieu DMEM sans SVF seul ou 2) avec du NGF exogéne (Alamone), 3) du BDNF
exogene humain (Promega), 4) du PDGF (R&D Systems) 5) avec [inhibiteur
pharmacologique des récepteurs Trk, K252a (0,1 mg, almone labs®, UK), 6) I'Ac
inhibiteur de p75"™" (anti-p75™™) (Alamone), ou une combinaison concomitante de NTs
et dlinhibiteurs des récepteurs aux NTs: 8) NGF+K252a; 9) NGF+antip75""; 10)
BDNF+K252a ; 11) BDNF+anti-p75"™". Le BrdU a été ajouté et incubé pendant 4 heures
a 37°C et 5 % de CO, pour chacune de ces conditions. Aprés retrait du milieu contenant
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le BrdU et un lavage avec la solution fournie, les cellules sont fixées et 'ADN dénaturé
apres une incubation de 30 mn a température ambiante. Un anticorps anti-BrdU de souris
dilué au 1/100 est ajouté et incubé pendant une heure a température ambiante. Apres
trois lavages, un Ac secondaire couplé a la HRP dilué au 1/100 est ajouté pendant 30 mn
a température ambiante. La révélation s’effectue avec une solution de TMB incubée 15 a
30 mn jusqu’a l'obtention de la réaction colorimétrique qui sera arrétée par la solution
fournie. La lecture de la densité optique est réalisée par un spectophotométre a une
longueur d’'onde de 450 nm (Thermo Scientific Multiskan® FC).

3. Test de migration cellulaire

Pour ce test nous avons utilisé les chambres de Boyden « Matrigel Invasion
Chambers » (BD) en plaque de 24 puits dont les puits sont recouverts d’un filtre poreux
(pores de 8um de diametre) contenant du matrigel et délimitant un compartiment
supérieur et inférieur. Les CMLV des patients ou des sujets contrbles sont déposées a
raison de 10 000 cellules dans le compartiment supérieur des chambres. La partie
inférieure contenait soit du DMEM sans SVF seul (500mL) ou avec une solution
chémoattractante : i) NGF exogéne (Alamone) a 10 ng/mL), ii) du BDNF exogéne humain
(Promega) a 200 ng/mL, iii) du PDGF a 40 ng/mL (R&D Systems) en duplicate. Aprés
une incubation de 24 a 48H, 8ul d’acetoxymethyl ester de calcéine couplée a un colorant
fluorescent (calcein AM fluorescent dye, BD) sont ajoutés et incubés pendant 15 mn dans
le milieu du compartiment inférieur. Le milieu du compartiment supérieur est retiré et les
CMLV qui nont pas migré, déposées a la partie supérieure du filire poreux sont
délicatement retirées. La calcéine incorporée dans les CMLV est hydrolysée par des
estérases intracellulaires libérant ainsi une fluorescence visible au microscope a
fluorescence a une longueur d’onde de 488 nm. Les CMLV en migration sont celles
présentes dans la partie inférieure du filtre poreux ou piégées dans les pores. La
migration est quantifiée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 494 / 517 nm.
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Résultats

I. Caractérisation d’anticorps anti-CMLV
dans le sérum des patients atteints
d’ACG

L’idée de rechercher des auto-Ac dans I'ACG repose sur plusieurs constats. La
découverte dans le sérum de patients atteints d’ACG, lors d’une analyse du répertoire B,
d’anticorps dirigés contre certaines protéines comme la lamine C, la cytokeratine 15 ou la
sous-unité Il du cytochrome oxidase mitochondrial [3] suggérait déja une autoimmunité
possible dans cette maladie. L’existence d’Acs anti-cardiolipine dans le sérum de ces
patients a été rapportée dans plusieurs publications [4-5, 101-102, 434]. Leur présence
serait plutét réactionnelle aux lésions endothéliales survenant au cours de 'ACG [5]. Par
ailleurs l'activation des CE par le processus inflammatoire favorise I'expression de
phospholipides anioniques a leur membrane facilitant ainsi l'induction d’une auto-
immunité. La pathogénicité des ces Acs reste discutée. En effet des anticorps induits
secondairement peuvent s’avérer étre pathogenes in vitro comme pour les Acs anti-Fas
détectés au cours de la sclérose latérale amyotrophique ([435]. De plus Prasad et al.
avaient montré que des Acs anti-Fas, présents dans des préparations
d'immunoglobulines intraveineuses obtenues a partir d'lgG de sujets sains, pouvaient
induire 'apoptose de lymphocytes et de monocytes [436]. Ainsi du fait des phénoménes
d’apoptose qui touchent les CMLV et les CE au sein de l'artére temporale des patients
atteints d’ACG, il paraissait pertinent de rechercher, des Acs dirigées contre les CMLV et
les CE et d'essayer par la suite d’identifier leurs cibles antigéniques (article 1). Par
ailleurs la recherche d’'un bio-marqueur est un enjeu majeur dans 'ACG. |l pourrait aider
au diagnostic et permettre dans certains cas de différer la BAT. Dans les vascularites
nécrosantes, I'apport diagnostique des anticorps anti-cytoplasmes des polynucléaires est
devenu majeur méme si une confirmation histologique d’angéite nécrosante reste
nécessaire. Nous avons voulu confirmer les données d'une étude récente [103] qui
semblait identifier les anticorps dirigés contre la chaine lourde de la ferritine comme
marqueur spécifique de 'ACG (article 2).
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A. Article 1: «dentification of target antigens of anti-endothelial cell

and anti-vascular smooth muscle cell antibodies in patients with giant cell
arteritis: a proteomic approach. Régent A, Dib H, Ly KH, Agard C, Tamby MC,
Tamas N, Weksler B, Federici C, Broussard C, Guillevin L, Mouthon L.
Arthritis Res Ther. 2011;13(3): R107 »

Résumé :

L'objectif de ce travail était d’identifier des anticorps dirigés contre les cellules
endothéliales (CE) et contre les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) chez des
patients atteints d’ACG et de caractériser les cibles antigéniques en utilisant des
techniques d'immunoblotting aprés électrophoréses mono- et bidimensionnelle et
analyses en spectrométrie de masse.

Les sources d’antigénes provenaient de protéines extraites de CE de veine ombilicale
humaine (HUVEC) et de CMLV d’artéres mammaires internes. Les sérums de 15 patients
atteints d’ACG ont été testés sous forme de 5 pools de 3 sérums et comparé a un pool
de 12 sérums de sujets sains. Les Ac anti-CE et anti-CMLV ont été recherchés a l'aide
d’'une technique d'immunoblot en 1 puis en 2 dimensions suivie d’'une identification des
cibles antigéniques par spectrométrie de masse.

Il a été mis en évidence des réactivités IgG nombreuses dont certaines trés intenses
et spécifiques de sérums de patients testés en immunoblot 1 D. En immunoblot 2D, les
IgG des pools de sérums de patients atteints d'ACG reconnaissaient en moyenne 163+3
et 100+17 spots protéiques d’'HUVEC et de CMLV respectivement, contre 79 et 94 chez
les sujets sains. Pour les HUVEG, 30 spots protéiques ont été reconnus par au moins 2/3
des IgG des pools de sérums de patients atteints d’ACG. Pour les CMLV, 3/5 des IgG
des pools de sérums de patients ont reconnu 19 spots protéiques. Aucune de ces
réactivités protéiques dHUVEC ou de CMLV reconnues par les sérums de patients
n’étaient reconnues par ceux de sujets sains. Parmi tous ces spots protéiques, certains
ont été identifiés par spectrométrie de masse. Il s’agissait de protéines impliquées dans
le métabolisme énergétique et la signalisation cellulaire, parmi lesquelles ont été
identifiées la vinculine, la lamine A/C, la protéine du Canal Anionique Voltage-Dépendant
2 (VDAC2) et l'annexine V. En utilisant le logiciel « Ingenuity pathway analysis», qui
réalise un traitement bio-informatique permettant de transformer une liste linéaire de
protéines identifiées en sous-ensembles classés par fonctions et interactions, il semble
que la plupart des cibles antigéniques identifiées interagissent avec la protéine
adaptatrice de facteur de croissance Grb2 « Growth factor Receptor-Bound protein 2 »
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Certaines cibles antigéniques des IgG anti-CE et anti-CMLV au cours de 'ACG ont
été identifiées. Ces protéines semblent impliquées dans I’homéostasie et la signalisation
cellulaire. Le role de ces protéines dans la physiopathologie de 'ACG reste encore a
préciser.
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B. Article 2: “contribution of anti-ferritin antibodies to diagnosis of

giant cell arteritis. Régent A, Ly KH, Blet A, Agard C, Puéchal X, Tamas N, Le-
Jeunne C, Vidal E, Guillevin L, Mouthon L. Ann Rheum Dis. 2013 Apr 10.
Epub ahead of print »

Résumé :

Des anticorps dirigés contre un peptide de la chaine lourde de la ferritine humaine
(FTH1) ont été récemment identifiés chez 92% des patients ayant une ACG contre 1 %
des donneurs de sang [103]. L’objectif de ce travail était d’évaluer lintérét diagnostique
et/ou pronostigue du dosage des anticorps anti-FTH1 dans une cohorte de patients
suspects d’ACG.

Nous avons utilisé les sérums de 122 patients consécutifs suspects d’ACG prélevés
au moment de la BAT issus de la cohorte incluse dans la collection biologique Cochin-
Limoges. Le diagnostic retenu était une ACG avec (ACG+BAT+) ou sans (ACG+BAT-)
preuve histologique chez 40 et 29 patients, respectivement, une pseudo-polyarthrite
rhizomélique sans AGC chez 6 patients et un autre diagnostic que 'ACG chez 47
patients (groupe ACG-). Quarante sérums provenant de donneurs de sang ont été
utilisés comme contrdle négatif. Les IgG dirigées contre un peptide comprenant les
acides aminés 19-45 de FTH1 ont été recherchés par technique ELISA. La présence ou
non d’anticorps anti-FTH1 a été analysée en comparaison avec les données clinico-
biologiques des patients atteints d’ACG. Le délai médian et moyen entre le début de la
corticothérapie systémique et la réalisation de la BAT était respectivement de 0 et 3,9
jours.

Un seuil de densité optique moyenne des sujets sains placé a +2 DS a été utilisé.
Avec ce seuil, nous avons détecté des anticorps anti-FTH1 chez 72,5%, 41,3%, 31,9% et
2,5% des patients des groupes ACG+BAT+, ACG+BAT-, ACG- et des sujets sains,
respectivement. Chez les patients ACG+BAT+ n’ayant pas recu de corticoides avant la
BAT, 82% d’entre eux avaient des anticorps anti-FTH1 contre 34% des patients ACG-. La
valeur prédictive positive et négative de ce test était respectivement de 71.9% et 56.9%
chez I'ensemble des patients atteints d'ACG (ACG+BAT+ et ACG+BAT-). Aucune
corrélation entre la présence de ces anticorps et les manifestations cliniques n’a été
observée. Chez les patients atteints d’ACG positifs pour les anticorps anti-FTH1, la
vitesse de sédimentation et la CRP semblent plus élevés (p=0.003 et p=0.01
respectivement) et le taux d’hémoglobine plus bas (p=0.01).
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Ces résultats different de ceux de Baerlecken et al. En effet, avec environ 32 % de
positivité dans le groupe ACG-, la contribution de ce test dans le diagnostic d’ACG parait

limitée.
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ll. Etude de I'implication des NTs et de leurs
récepteurs dans la pathogénie du
remodelage vasculaire de 'ACG

Nous avons dans la premiére partie de ce travail identifié des autoanticorps dirigés
contre les CMLV. En utilisant des banques de données informatisées (Ingenuity
Pathway), nous avons identifié que les cibles de ces autoanticorps étaient impliquées
dans la prolifération des CMLV et le remodelage vasculaire. Parmi elles on peut citer des
protéines entrant dans la constitution des points focaux d’adhésion comme la vinculine
ou la paxilline. Ces dernieres interagissent communément avec la protéine adaptatrice
Grb2. Cela nous a tout naturellement amené a mettre en place une collection biologique
de CMLV mises en culture a partir de BAT effectuées dans le cadre du diagnostic d’ACG,
afin de mieux comprendre les mécanismes participant a ces phénoménes de remodelage
vasculaire et le lien entre nos cibles antigéniques identifiées et les facteurs de croissance
présents au sein de l'artere avec comme chef de file, le PDGF. En effet ce dernier
stimule la prolifération de CMLV de rat en activant la protéine Grb2. Cette activation est
dépendante de la protéine de signalisation Shc [437]. Par ailleurs Grb2 peut étre activée
par d’autres facteurs de croissance comme le Fibroblast growth factor (FGF) ou le NGF.
Contrairement au PDGF, le FGF et le NGF peuvent activer le complexe Grb2/Sos en
association avec la tyrosine phosphorylée Frs2 et faciliter ainsi une signalisation
Ras/MAPK essentielle pour la prolifération de lignées cellulaires de fibroblastes (NIH-
3T3), de myoblastes (L6) ou de phéochromocytome de rat (PC 12) [438]. De plus le NGF
peut stimuler la phosphorylation de la paxilline dans les cellules PC12 [439] et dans les
lymphocytes B [440]. Le NGF n’agit pas que sur la paxilline mais aussi sur les autres
protéines des points focaux d’adhésion comme la vinculine [441]. Ces différentes
protéines ainsi activées par le NGF participent la croissance neuronale des PC12 [441].
Au vu de ces résultats il semblait donc intéressant d'étudier [limplication des
neurotrophines dans le remodelage vasculaire au cours de I'ACG, du fait de leurs
interactions avec les cibles antigéniques que nous avions identifiées. Cette partie du
travail de thése repose en grande partie sur les CMLV cultivées a partir de patients
suspects d’ACG pour qui une BAT a été réalisée. Entre janvier 2010 et février 2013, cent
cinquante-sept patients ont subi une BAT pour une suspicion de GCA. La culture de
CMLYV a été possiible pour 57 sujets. Parmi eux il y avait 14 patients atteints d’ACG avec
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une BAT positive, 8 patients ACG avec une BAT négative et 35 sujets contrbles.
Malheureusement, seulement 23 échantillons étaient exploitables pour réaliser les
expérimentations de cette thése qui ont donc porté sur 6 patients ACG BAT+ et 10 sujets
contrdles. Les CMLV de patients ACG BAT- n'ont pas été étudiées dans ce travail. Parmi
les patients atteints d’ACG BAT+, la culture était plus souvent positive chez ceux
présentant une CRP élevée (125 mg/L contre 74 mg/L p= 0,04). Dans ce groupe, aucune
autre corrélation avec une culture positive n’'a été observée que ce soit pour les
manifestations cliniques, la survenue de complications ischémiques les paramétres
biologiques autres que la CRP. La corticothérapie débutée avant la réalisation de la BAT
n’a pas eu d’influence sur la culture des CMLV d’artéres temporales. Ainsi a partir de ces
CMLV nous avons pu entreprendre les expérimentations qui ont permis d’élaborer
l'article 3.

A. Article 3: “Neurotrophins are involved in vascular remodeling of giant cell

arteritis. Kim Heang Ly, Alexis Régent, Elsa Molina, Philippe Sindou, Claire Le-Jeunne,
Antoine Brezin, Véronique Witko-Sarsat, Frangois Labrousse, Pierre-Yves Robert, Anne-
Laure Fauchais, Elisabeth Vidal, Luc Mouthon, Marie-Odile Jauberteau » (manuscript
soumis pour publication)

Résumé:

Dans le systéme cardio-vasculaire, les NTs et leurs récepteurs sont impliqués dans le
développement cardiovasculaire, la croissance des vaisseaux et la régulation des
fonctions des CMLV et des cardiomyocytes [322]. Les NTs et leurs récepteurs sont
détectés in vivo et in vitro dans les CMLV aortiques et les CE humaines et de rat [7].
Dans ce contexte le NGF favorise la migration des CMLV mais pas leur prolifération [7]
[166]. Le NGF, le BDNF et leurs deux récepteurs Trk spécifiques sont impliqués dans
I'hyperplasie intimale aortique expérimentale induite chez le rat [7]. En outre, le récepteur
p75"T" est surexprimé dans les lésions athéroscléreuses coronaires [167] et I'activation
de p75"™" par le NGF, la NT-3 et dans une moindre mesure, le BDNF, induit I'apoptose
des CMLYV [168]. Ainsi, les NTs jouent un réle important dans la régulation fonctionnelle
des CMLV notamment dans des conditions pathologiques telles que I'athérosclérose.

A partir d’'une collecte prospective de CMLYV issues de biopsie d’artére temporale
(TASMC) chez des patients suspects d’ACG, nous avons étudié I'implication des NTs et
de leurs récepteurs dans la physiopathologie du remodelage vasculaire de 'ACG.

Nous avons montré qu’en immunohistochimie, les NTs et leurs récepteurs étaient

surexprimés dans les artéres temporales de patients atteints d’ACG (n=22) par rapport a
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celles des sujets controles (n=21). Cette surexpression concernait le NGF, le BDNF, le
TrkB et la sortiline. Sur le plan semi-quantitatif elle était plus intense dans l'adventice
(76,2 £ 19% contre 35,4 + 22%, p = 0,0018) et la média (59,6 + 25% contre 26 + 22%, p
= 0,004) pour le NGF ; dans la média (82 + 21% contre 26,5 + 27%, p <0,0001) et
l'intima (78 = 20 contre 36 * 27, p = 0,0007) pour le BDNF ; dans la média (80 + 13%
contre 40 + 40%, p=0,04) et lintima (70 + 14% contre 28 + 32%, p=0,01) pour TrkB et
dans l'adventice (31 + 28% contre 2 + 4%, p = 0,0036) et l'intima (41 + 14% contre 27 +
14%, p = 0,02) pour la sortiline. Les récepteurs TrkA et TrkC n'ont été détectés dans
aucune des artéres temporales des deux groupes. Enfin seules les artéres temporales
des patients atteints d’ACG exprimaient la NT3 et le récepteur p75""". Nous avons
découvert également que la surexpression de TrkB semble étre corrélée avec la
survenue de complications ischémiques (AVC, amaurose, ou cécité) avec une
surexpression significative au niveau de média et [lintima (p=0,04 et p=0,015
respectivement) dans le groupe des patients ACG avec complications ischémiques.

Nous avons ensuite étudié I'expression des NTs et de leurs récepteurs sur les
TASMC de 6 patients atteints d’ACG avec BAT+ et 10 sujets contrdles. Par Western Blot,
le NGF, le BDNF, les récepteurs TrkB, p75"'" et la sortiline sont été détectés dans les
TASMC des deux groupes contraitrement aux récepteurs TrkA et TrkC. En revanche, la
protéine NT-3 n'est détectée que chez les patients atteints d’ACG. Parallélement nous
avons confirmé par RT-PCR que I'ARNm du NGF, de BDNF, de TrkB et de p75"™®
étaient présents mais pas celui de TrkA. Du fait de discordance entre I'expression
protéique et ’ARNm de certaines NTs notamment la NT-3 et son récepteur TrkC, nous
avons réalisé une PCR quantitative qui a montré que la NT-3, les récepteurs TrkB, TrkC
et la sortiline étaient plus de cing fois plus exprimés dans les TASMC de patients atteints
d’ACG que dans les patients contrOles; toutefois cette différence n’est pas significative.

Les effets sur la prolifération et sur la migration cellulaire induites par les NTs ont
ensuite été évalués par méthode de viabilité cellulaire (XTT), d’étude de la synthése
d’ADNc (incorporation de BrdU) et méthode de chambre de Boyden. Aucune différence
significative n'a été observée entre les deux groupes concernant I'effet prolifératif des
NTs. En revanche le BDNF semble activer la migration des TASMC de patients atteints
d’ACG par rapport a celle des contrbles aprés une exposition de 24 h (p = 0,0119). Par
ailleurs les TASMC de patients atteints d’ACG présentent une migration plus importante
en présence de SVF 10% et de PDGF en comparaison au groupe contréle (p=0,0175 et
p<0,0001 respectivement). L’effet de migration cellulaire induite par le BDNF, observé
aprés une exposition de 24h, disparait aprés 48h d'incubation. Aucune différence n'a été
notée entre les deux groupes concernant l'effet du NGF exogéne sur la migration

cellulaire.
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Enfin nous avons dosé le NGF, le BDNF et la NT-3 dans le sérum et la surnageant
des TASMC chez les deux groupes. Les patients atteints d’ACG (n=30) avaient une plus
forte concentration sérique de NGF que les sujets contrdles (n=48) (177 + 67,6 pg / mL
vs 1455 + 66 pg / ml, p = 0,04) alors qu'il n'existait aucune différence pour les
concentrations sériques du BDNF. Nous n'avons pas trouvé de corrélation entre les
concentrations sériques du NGF ou du BDNF et les complications ischémiques ou le
syndrome inflammatoire. Dans le surnageant des TASMC, la concentration de NGF a
tendance a étre plus élevée chez les patients (p = 0,06) alors qu'aucune différence n’a
été notée pour le BDNF.

En conclusion notre étude montre que les NTs et leurs récepteurs sont impliqués
dans le remodelage vasculaire de I'ACG. lls sont surexprimés au sein des artéres
temporales des patients atteints d'ACG. Cette surexpression est présente au niveau des
CMLYV dont la migration, de la média vers l'intima, est facilitée notamment par le BDNF.
Cet effet semble étre corrélé avec la survenue de complications ischémiques par
l'intermédiaire de la surexpression de TrkB dans la média et I'intima. Des investigations
complémentaires sont nécessaires pour comprendre plus précisément les mécanismes

qui sous tendent le remodelage vasculaire dépendant des neurotrophines.
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lll. Résultats complémentaires

En plus des 2 axes de recherche décrits précédemment, la recherche d'un bio-
marqueur et de l'implication des NTs dans le remodelage vasculaire de I'ACG, nous
avons exploré au cours de ce travail de these d’autres pistes prometteuses dans le but
d’appréhender au mieux la physiopathologie de 'ACG. Nous avons ainsi exploré plus en
avant :

e Le rble de I'endothéline et de ses récepteurs dans le remodelage vasculaire
de 'ACG

e Les effets de I'interleukine-1P sur les CMLV des patients atteints d’ACG

e L’implication des exosomes dans la pérennisation de la réponse inflammatoire

au sein de l'artére temporale pathologique

A. Réle de [I'endothéline et de ses
récepteurs dans le remodelage vasculaire
de ’'ACG

Les endothélines appartiennent a une famille de peptides de 21 acides aminés ayant
une action vasoconstrictrice puissante et durable. L'endothéline-1 (ET-1) est
l'isopeptidique prédominante produite par I'endothélium vasculaire et est également
produite par les macrophages actives et les CMLV [442-443]. Les mammiféres
possédent deux récepteurs principaux a I'ET-1: i) le récepteur B a I'ET (ETB) qui se
trouve principalement sur les CE et qui induit une vasodilatation transitoire via la voie du
monoxyde d’azote et protége de I'apoptose ii) le récepteur A a I'ET (ETA) qui se trouve
principalement sur les CMLV et qui induit une vasoconstriction, une prolifération et une
migration [444-445]. Divers stimuli modulent expression et la libération de I'ET-1, comme
le transforming growth factor-B (TGF-B), I'IL-1, I'angiotensine Il et les contraintes de
cisaillement [442, 446]. L'ET-1 interagit avec les cellules dans le sang périphérique car
elle est un facteur chimiotactique pour les macrophages; elle stimule l'adhérence des
neutrophiles et I'agrégation des plaquettes [442, 446]. L’'ET-1 stimule la production de
certaines cytokines ou facteurs de croissance comme le TNF-a ou le VEGF et renforce
les effets du TGF-B et du PDGF sur les CMLV [447-450]. L’endothéline et ses récepteurs
sont également impliqués dans I'athérosclérose ou la concentration d’ET-1 est élevée au
sein de l'artéere pathologique avec une action autocrine et paracrine sur les CMLV [451].
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Ainsi le bosentan, qui est un antagoniste des récepteurs ETA et ETB empéche la
constitution d’'une hyperplasie intimale expérimentale chez le rat [452]. L'ET-1 et son
récepteur ETB seraient surexprimés dans les arteres temporales des patients atteints
d’ACG [453]. La concentration sérique d’ET-1 serait augmentée chez ces patients [454]
et semble corrélée avec la survenue de complications ischémiques [455].

Nos travaux préliminaires sur le r6le du systéme de I'ET-1 dans 'ACG confirment la
surexpression de 'ET-1 et du récepteur ETB au niveau de toutes les couches artérielles
avec une faible expression du récepteur ETA (Figure 18A). Par ailleurs a partir de
TASMCs de 6 patients et de 6 contrbles, nous avons montré une surexpression des
transcrits d’ET-1, du récepteur ETA et surtout du récepteur d’'ETB (p=0,02) chez les
patients comparativement aux contréles (Figure 18B).

Ainsi le systeme de I'endothéline participe probablement a la constitution de
I'hyperplasie intimale dans 'ACG. Des études fonctionnelles sur les TASMCs sont
nécessaires pour mieux comprendre le réle de ce systeme dans ce contexte. Le blocage
des récepteurs ETA et ETB pourrait permettre une régulation de la prolifération et de la
migration des CMLYV chez les patients atteints d’ACG.
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Figure 19 : Etude de l'expression protéique et des transcrits du systeme de
lendothéline-1. (A). Expression de I'ET-1 et des récepteurs ETB et ETA en
immunohistochimie sur des coupes d’arteres temporales de patients atteints d’ACG (n=3)
(x100 et x200). (B). Analyse en PCR quantitative de I'expression des transcrits de I'ET-1
et des récepteurs ETB et ETA a partir de TASMCs de patients (n=6) et de sujets
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contréles (n=6) normalisée par I'expression du géne HPRT. Les valeurs sont exprimées
en moyenne par rapport a celles des sujets contréles ramenées a 1. *p<0,05

B. Effets de I'interleukine-1p sur les CMLV
des patients atteints d’ACG

Le taux systémique et local d’'IL-1 est plus élevé chez les patients atteints d’ACG par
rapport aux sujets contréles et surtout chez les patients ayant un syndrome inflammatoire
marqué [456-457]. L'appellation IL-1 correspond en fait a deux protéines : I'lL-1a et I'IL-B
qui partagent un méme récepteur I'lL-1R1 et une méme protéine antagoniste de I'lL-1R1,
I'lL-Ra [458]. L’IL-1B est produite par les monocytes, les macrophages, les cellules
dendritiques, les lymphocytes B et les cellules NK mais aussi par les fibroblastes et les
CMLYV [459]. De fagon constitutive les CMLV contiennent peu de transcrit d’IL-1 alors
gu’aprés stimulation bactérienne elles produisent de I'lL-1a, de I'lL-B e de I'lL-1Ra qui
vont agir de fagon autocrine sur leur propre synthese [459-460]. Les CMLYV, prétraitées
48 h auparavant par de I'lL-1a ou I'IL-1B, vont proliférer de fagon plus importante que des
CMLV non traitées et I'analyse du surnageant des CMLYV traitées montre un taux plus
élevé d'IL-6 [461]. Les souris déficientes en IL-13 ne développent pas de fievre ni de
syndrome inflammatoire et n'ont pas d’IL-6 circulante détectable apres induction d’une
infection [462-463]. Cette réponse est identique a celle retrouvée lors du blocage de I'lL-
1R par un anticorps spécifique chez la souris sauvage [464]. Ces études démontrent le
role majeur de lIL-1p dans linflammation locale et systémique. L'IL-1Ra a un réle
antagoniste pur. Il se fixe sur I'lL-1R1 et bloque indifféremment I'action de I'lL-1a et de
I'IL-1B [458]. Les souris déficientes pour le géne d’IL-1Ra sont moins fertiles et
présentent un retard de croissance. Il existe un taux élevé de protéines inflammatoires et
d’'IL-6 dans leur plasma [463] . Elles peuvent présenter ensuite des Iésions
psoriasiformes [465], un tableau de polyarthrite mimant une PR [466] et pour certaines
d’entre elles un tableau de vascularite systémique [467]. Dans cette derniére situation,
les lésions histologiques artérielles retrouvées chez ces souris sont quasi-identiques a
celles présentes dans 'ACG. L’aorte de ces souris est infiltrée de cellules dendritiques,
de macrophages et de lymphocytes CD4* produisant de I'lFN-y. Cependant on note
I'absence de cellule géante ainsi que I'absence d’activation des CE. La suppression du
géne de I'lL-1R1 chez ces souris empéche le développement de I'aortite soulignant le

rble majeur du taux élevé d’IL-1 dans la constitution de la vascularite [468].
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Ces données nous ont motivé a tester 'effet de I'interleukine-1f et de son blocage sur
les TASMCs de patients atteints d’ACG et de sujets contrbles. Pour évaluer la
prolifération des TASMCs de patients (n=4) comparée a celle des contréles (n=6) nous
avons étudié utilisé un test de prolifération par incorporation de Brdu aprés 48h
d’incubation des TASMCs sous différentes conditions : 1) SVF 10%, 2) BDNF, 3) IL-18,
4) PGDF, 5) PDGF+ BDNF, 6) IL-1B+BDNF, 7) anakinra, un antagoniste du récepteur de
'lL-1 8) antagoniste du BDNF (anti-BDNF) 9) anakinra+BDNF et 10) anakinra + anti-
BDNF. L’IL-1B favorise la prolifération des TASMCs des patients atteints d’ACG avec une
différence significative par rapport aux contréles (p=0,03) (Figure 19). L’association de
'IL-1B et du BDNF n’augmente pas de fagon significative la prolifération. L’anakinra tend
a diminuer la prolifération des TASMCs mais sans différence significative entre les deux
groupes. L’adjonction de I'anti-BDNF ne diminue la prolifération induite par I'anakinra.

Ces résultats suggerent que I'lL-1B pourrait jouer un rdle important dans la
prolifération des TASMCs des patients atteints d’ACG. D’autres investigations,
notamment avec des souris déficientes pour le gene de I'lL-Ra, sont nécessaires pour

déterminer le potentiel thérapeutique du blocage de I'activité de I'lL-1p
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Figure 20 : Effets de I'lL-1B et du blocage de son récepteur sur les TASMCs de
patients (n=4) et de sujets contrbles (n=6). L'étude de la prolifération est effectuée aprés
48h d'incubation avec différents stimulants ou inhibiteurs. Les produits associés sont
déposés simultanément. L'IL-1B est utilisé a une concentration de 20 ng/mL [469] et
Fanakinra a 100 ng/mL. Les résultats sont exprimés en moyenne sur deux
expérimentations indépendantes. * p<0,05
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C. Implication des exosomes dans la
réponse inflammatoire locale dans ’'ACG

Les exosomes sont des vésicules sphériques, de 30 et 100 nanométres de diametre,
constituées d'une bicouche lipidique et contenues dans un organite appelé 'endosome
multivésiculaire (MVE). A [lintérieur de la MVE, elles constituent les vésicules
intraluminales. La biogénése des exosomes suit différentes étapes (Figure 20) : 1) le
processus d’endocytose, permet la capture et [linternalisation de différentes
macromolécules présentes dans le milieu extérieur et/ou dans la membrane. 2) les
molécules internalisées sont ensuite dirigées vers les différents compartiments
endosomaux. 3) 'endosome va subir une étape de maturation permettant son passage
d’'un état d’endosome précoce pour devenir un endosome tardif qui sera a l'origine de
'endosome multivésiculaire (MVE). 4) la MVE peut : i) fusionner avec les lysosomes
aboutissant a la dégradation du contenu endosomal, ii) fusionner a la membrane
plasmique permet la libération de leur contenu, les vésicules intraluminales (ILV) qui
prennent le nom d’exosomes dans le milieu extérieur [470-471] [472]. Les exosomes sont
sécrétés par tous les types cellulaires aussi bien en conditions physiologiques que
pathologiques (mastocytes, lymphocytes, cellules dendritiques, plaquettes, adipocytes,
réticulocytes, astrocytes, neurones, cellules épithéliales....) De ce fait, ils sont présents
dans les différents systémes circulatoires et peuvent étre isolés a partir de nombreux
fluides biologiques (sérum/plasma, urine, bile, liquide céphalorachidien...) [473]. La
lumiere des exosomes est une fraction cytosolique, dépourvue d’organelles comme les
mitochondries, les lysosomes, le réticulum endoplasmique, noyau ou encore I'appareil de
Golgi [474]. Préalablement considérés comme transporteurs des déchets cellulaires
(élimination des protéines mal conformées ou obsolétes), les exosomes sont de plus en
plus considérés comme des vésicules intervenant dans la communication intercellulaire
et dans les processus immunologiques de présentation d’antigenes [475-477]. Des
chercheurs ont montré que le contenu exosomal contiendrait moins de 100 protéines et
moins de 10000 nucléotides constitutifs des ARNms et des microARNs (miRNAs)) [478]
tandis qu'une autre étude estime qu’un exosome pourrait contenir environ 1000 mRNAs
[479]. Il n’y a pas donc de limite concernant la nature du contenu des exosomes leur
permettant d’influer sur toutes les fonctions d’une cellule notamment la prolifération et la
différentiation cellulaire. Dans le cas du cancer du sein, les exosomes sécrétés par les
cellules cancéreuses seraient capables dinhiber a la fois la différenciation des
monocytes en macrophages et des précurseurs myéloides en cellules dendritiques,
permettant ainsi aux cellules cancéreuses d’échapper au systéme immunitaire [480]. Les
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exosomes sécrétés par les cellules cancéreuses gastriques sont capables de promouvoir
la prolifération des cellules tumorales via I'activation des voies PI3K/Akt et MAP kinases
[481] et d’induire la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, permettant la
formation de métastases [482]. Enfin des HUVEC contenant des miRNA 143/145,
peuvent les transférer a des CMLV favorisant ainsi le passage du phénotype contractile
vers un phénotype sécrétoire nécessaire a leur prolifération et leur migration [483].

Les protéines Rab ne participent pas a proprement parler a la formation des
exosomes, mais jouent plutét un réle dans la fusion des MVE avec la membrane
plasmique (Figure 20) en particulier les protéines Rab27a et Rab27b [484-485]. La
protéine Rab27a permet de faire le lien entre les MVE et les moteurs moléculaires
nécessaires au déplacement des MVE le long des filaments d’actine. L'absence de la
protéine Rab27a conduit a une augmentation de la taille des MVE, due a une
accumulation des ILV non libérées. La protéine Rab27b permet le transfert des MVE
situés au niveau des microtubules aux filaments d’actine, qui vont permettre sa
localisation au niveau de la membrane plasmique. L'absence de la protéine Rab27b
entraine une localisation périnucléaire des MVE, empéchant ainsi sa fusion a la
membrane plasmique [484].
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Figure 21 : Biogénése des exosomes. Les molécules présentes dans le milieu extra
cellulaire sont internalisées par endocytose. Elles fusionnent avec un endosome précoce
qui peut contenir d’autres molécules (*). L'’endosome précoce subit une maturation en
endosome tardif qui devient I'endosome multivésiculaire (MVB). Ce dernier peut
fusionner avec un lysosome et le contenu de la MVB est dégradé. Le MVB peut
également fusionner avec la membrane plasmique et libérer les exosomes. La protéine
Rab27a permet ce processus de libération des exosomes. MVB : multivesicular bodies.
Adapté de Siomi et al, Nat Cell Biol. 2009 [486]
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Dans le cadre de 'EA 3842, ou une partie de I'équipe travaille sur le rble de certains
exosomes dans I'oncogénése, nous avons étudié par immunohistochimie I'expression de
Rab27a au niveau de coupes d’artéres temporales de patients atteints dACG (n=22) et
de contrdles (n=10). On note une surexpression de la protéine Rab27a chez les patients,
avec une différence significative par rapport aux contréles (Figure 21). En
immunohistochimie de la protéine Rab27a semble principalement localisée au niveau de
la média et I'intima (p<0,001). Il est difficile sur ces résultats préliminaires de conclure sur
les types cellulaires qui expriment cette protéine, cependant ils suggerent indirectement
que les exosomes pourraient étre impliqués dans l'inflammation locale en facilitant les
communications intercellulaires. Des expérimentations complémentaires sont
nécessaires pour identifier ces exosomes et déterminer leur fonction exacte au sein de

I'artére pathologique d’'un patient atteint d’ACG.
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Figure 22 : Expression de la protéine Rab27a en immunohistochimie dans les artéres
temporales de patients atteints d’ACG et contrbles.

(A). Immunomarquage de la protéine Rab27a sur des coupes de paraffine d’artéres
temporales de patients atteints dACG (n=22) et de contrbles (n=10) (x100 et x200). (B).
Analyse semi-quantitative exprimée en % de zones marquées au niveau des trois
couches artérielles. Les résultats sont exprimés en moyenne avec les erreurs
standards.**p<0,001.
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Discussion générale

Ce travail de these a porté sur la compréhension des mécanismes du remodelage
vasculaire dans 'ACG. Nous avons effectué ce travail en deux parties.

La premiére partie de ce travail a été consacrée a la recherche d'un marqueur
biologique spécifiqgue. Ce marqueur pourrait correspondre a des anomalies protéiques
consécutives au remaniement vasculaire qui siége au sein de l'artére temporale d’'un
patient atteint d’ACG ou d'un facteur déclenchant pouvant étre responsable d’une
activation des CMLV favorisant leur prolifération et leur migration pour constituer
I'hyperplasie intimale. En comparant les sérums de 15 patients et de 15 sujets controles
nous avons montré, dans cette premiere partie, que les patients atteints d’ACG
possédaient de nombreux anticorps dirigés contre des protéines extraites HUVEC et de
CMLV [487]. L’analyse du répertoire de ces anticorps montrait que certains pouvaient
également étre présents chez les sujets contrbles mais que d’autres étaient uniqguement
retrouvés chez les patients. Grace a la spectrophotométrie de masse, nous avons pu
identifier la cible de ces anticorps spécifiques des patients. Il s’agissait de la vinculine, de
la lamine A/C, de la protéine VDAC « voltage-dependent anion-selective channel
protein » de I'annexine V, de la « far upstream element binding protein 2 » et d’autres
protéines impliquées dans le métabolisme énergétique et la signalisation cellulaire.
L’'analyse par le logiciel « Ingenuity pathway analysis » a permis de trouver que le lien
commun entre ces protéines était la protéine Grb2 qui facilite I'activation des protéines
Ras GTPase-dépendante par les tyrosines kinases et ainsi la transduction d'une
signalisation de croissance et de différenciation cellulaire [488].

Par ailleurs, dans la perspective d’identifier un marqueur biologique dans I'ACG, nous
avons voulu confirmer les résultats d’'une étude portant sur la détection d’anticorps
dirigés contre la chaine lourde de la ferritine, qui semblait spécifique de I'ACG [103].
Dans cette étude, les anticorps anti-ferritine étaient plus fréquemment observés chez les
patients atteints d’ACG comparés aux sujets témoins (55 % vs. 1 % ; p < 0,01). En outre,
la présence de ces anticorps constituerait un marqueur d’activité de la maladie puisqu’ils
étaient présents dans 92 % des cas au diagnostic, dans 69 % des cas lors des poussées
et dans seulement 13 % des cas lors des rémissions. Dans notre étude [104], nous
avons recherché ces anticorps chez 122 patients chez qui le diagnostic d’ACG était
suspecté. En considérant les critéres de classification de 'ACG de 'ACR [100] il y avait
parmi eux 40 patients ACG avec une BAT positive (ACG BAT+), 29 patients ACG avec
une BAT négative (ACG BAT-), 6 patients avec une PPR et 49 patients pour lesquels un
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autre diagnostic a été porté. Quarante volontaires sains ont également été inclus dans
I'étude. Ces Ac étaient présents chez 72,5% et 41,3% des patients, respectivement ACG
BAT+ et ACG BAT-. En revanche les 49 patients contréles présentaient ces anticorps
dans 32% des cas et les sujets sains dans 2,5% des cas. Enfin la valeur prédictive de ce
test était calculée a 56,4% pour tous les patients atteints d’ACG. Ainsi I'intérét du dosage
de ces anticorps dans le diagnostic de 'ACG semble limité.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés au remodelage vasculaire
lui-méme, en recherchant s'il existait d’autres facteurs trophiques pouvant participer de
fagon synergique a la formation d’'une néo-intima. Nous avons ainsi recherché si certains
facteurs de croissance neuronaux, les neurotrophines, pouvaient participer au
remodelage vasculaire observé dans 'ACG. Nous avons montré que le systéme des
neurotrophines (ligands et récepteurs) était surexprimé au sein de l'artére temporale de
patient atteint I’ACG et que cette surexpression était corrélée, pour le récepteur TrkB, a
la survenue d’'une complication ischémique. Cette surexpression protéique était en partie
corrélée avec celle des transcrits des NTs et de leurs récepteurs. A partir de CMLV
issues d’arteres temporales de patients et de sujets contr6les, nous avons observé que le
BDNF favorisait la migration des CMLV mais pas leur prolifération. Enfin la concentration
du NGF a été retrouvée plus élevée chez les patients comparativement aux contréles.
Ces résultats suggérent que le systéme des NTs participe activement a la migration des
CMLYV et donc contribue a la constitution de I'hyperplasie intimale.

La recherche d’un bio-marqueur dans 'ACG reste un enjeu important. Méme si les
criteres de classification de 'ACR [100] permettent d’homogénéiser les études sur cette
maladie, le diagnostic de certitude pour un patient donné repose sur la BAT. Ce geste,
méme s’il est réalisé sous anesthésie locale et bien toléré, reste encore invasif et sujet a
discussion dans sa réalisation et son interprétation [489]. L'idée de rechercher un
marqueur biologique d’origine immunologique repose sur certaines constatations
concernant I'implication du systeme immunitaire humoral dans la physiopathologie de
'ACG. Méme s'ils ne sont pas nombreux, les lymphocytes B sont présents dans les AT
de patients atteints d’ACG [17, 490] et siegent principalement dans I'adventice [17]. Dans
cette couche artérielle, on peut également trouver des plasmocytes et ces derniers
semblent plus fréquemment détectés chez les patients ayant une perte visuelle
permanente [18]. La présence des plasmocytes et donc la production d’anticorps peut
étre consécutive a une agression de la paroi artérielle par un agent pathogéne ou un
auto-antigéne. Elle peut étre aussi réactionnelle a des modifications protéiques de la
surface des cellules agressées lors du remodelage vasculaire comme les CE ou les
CMLV. Dans ce contexte on peut trouver des anticorps anti-cardiolipine (ACL) a un taux
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faible dans 20% a 50% des cas de patients atteints d’ACG [5, 102, 434]. Leur présence
ne semble pas associée a un risque accru d'événements ischémiques [5, 102, 491] et
ces anticorps disparaissent 3 mois apres linitiation de la corticothérapie [101, 434]. En
revanche I'anticorps anti-B2 glycoprotéine | n'a pas été détecté dans ce contexte [492].
Par ailleurs, les anticorps anti-CE sont présents chez 33% des patients atteints d’ACG
[493] mais peuvent étre observés chez les sujets sains [494] et chez des patients atteints
par d’autres maladies auto-immunes [495]. lls ne semblent donc pas spécifiques de
'ACG [496].

Bien que cela n’ait jamais été publié chez 'homme, la présence d’anticorps anti-
CMLV a déja été rapportée dans un modele de souris [6]. L'injection a des souris, de
CMLYV auparavant cultivées avec des lymphocytes spléniques syngéniques va induire le
développement d’une vascularite. Le sérum de ces souris présente des anticorps anti-
CMLV. Des souris déficientes en lymphocytes B recevant le sérum de ces souris vont
développer une vascularite, alors que les souris (Rag2-/-) déficientes en lymphocytes T
et B n’en développent pas. Ceci suggére que les lymphocytes T et B coopérent pour
contribuer au développement de la vascularite dans ce modéle. Ainsi, des auto-anticorps
ciblant le protéome des CMLV pourraient jouer un rble dans la survenue d’une
vascularite et leurs fonctions nécessitent des investigations complémentaires.

L’analyse du répertoire lymphocytaire B des patients atteints d’ACG et de PPR a
révélé la présence d'immunoglobulines G (IgG) dirigées contre des antigénes ubiquitaires
comme la lamine A/C, la cytokératine et la sous-unité Il de la cytochrome oxydase [3].
Certaines de ces cibles antigéniques, comme la lamine A/C, ont été également détectées
dans notre étude. Les lamines A et C sont tous les deux codées par le géne LMNA et
représentent des constituants majeurs de la membrane nucléaire interne. Des mutations
du géne LMNA ont été identifiées dans de nombreuses maladies dont la progéria [497].
La mutation la plus fréquemment retrouvée dans cette maladie produit la progérine qui
est une forme tronquée de la lamine A et qui s’accumule dans les noyaux des CMLV. Ce
phénomeéne peut, en partie, expliquer la survenue prématurée d’'accidents cardio-
vasculaires au cours de cette maladie [498]. Par ailleurs, d’autres mutations du gene
LMNA peuvent favoriser une athéromatose accélérée associée a un syndrome
dysmétabolique avec un hyperinsulinisme, une dyslipidémie, une HTA et un diabéte
[499]. Cependant le role de la lamine A/C reste a déterminer dans le remodelage
vasculaire de 'ACG.

Parmi les cibles antigéniques protéiques communes aux HUVECs et aux CMLV
reconnues par le sérum des patients, la vinculine a été identifiée. Il s’agit d’'une protéine
du cytosquelette, ubiquitaire, et qui joue un réle dans I'adhérence de la cellule a la

matrice extracellulaire et au niveau des jonctions intercellulaires, en se fixant aux
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microfilaments d’actine [500]. La vinculine constitue avec la taline, I'actine, la paxilline et
les intégrines les composants des points focaux d’adhérence. Une diminution de
I'expression de la vinculine et d'autres protéines impliquées dans le cytosquelette
favorise le passage du phénotype contractile vers celui de type sécrétoire des CMLV
issues de coronaires athéroscléreuses. Cette modification phénotypique augmente la
motilité cellulaire, ce qui favorise la migration des CMLV de la média vers l'intima [501-
502]. La « far upstream element binding protein 2 » est également la cible antigénique
d’anticorps anti-CMLV reconnus par les cing pools de sérums de patients atteints d’ACG.
Cette protéine est une protéine activatrice de la transcription de c-myc, un proto-
oncogéne, qui joue un role clé dans la régulation de la croissance cellulaire, la
prolifération et la différenciation cellulaire [503]. De fagon intéressante, le point commun
entre ces cibles antigéniques est la protéine Grb2 avec qui elles interagissent. Cette
protéine adaptatrice de facteur de croissance facilite I'activation de la protéine Ras par
les récepteurs a tyrosine kinase et est impliquée dans la prolifération des CMLV. Elle
semble nécessaire au développement d'une néointima en réponse a une lIésion
vasculaire [504]. Le réle pathogéne d’Acs secondairement induits a déja été rapporté
dans la SLA [435] Ainsi, Grb2 pourrait étre surexprimé et/ou activés dans les CE et les
CMLV des patients atteints d’ACG et pourraient stimuler le processus de remodelage
vasculaire.

Ces résultats nous ont permis d’envisager que des anticorps anti-CMLV sont
présents dans le sérum de patients mais que leur fonction restait a déterminer. Plusieurs
possibilités peuvent étre discutées : i) leur induction peut étre la conséquence de la
destruction des CMLYV lors de la réaction inflammatoire locale, jouant ainsi plutét un réle
de témoin des modifications structurelles subies par les CMLV ou ii) aprés leur induction,
ces anticorps pourraient participer a la pérennisation du remodelage vasculaire en ciblant
des protéines clés de la prolifération, de la migration et de la régulation de ’homéostasie
cellulaire.

Pour essayer d’apporter une réponse a ces questions, nous avons entrepris de
cultiver prospectivement les CMLV a partir de BAT de patients suspects d’ACG. Le but
de ce travail était d’étudier les particularités que pouvaient présenter les CMLV des
patients atteints d’ACG par rapport a celles des sujets contréles, pour qui la BAT ne
confirmait pas le diagnostic d’ACG. Lors de cette étude, nous nous sommes heurtés a
plusieurs problémes et interrogations. Premiérement les sujets dits « contréles » ne sont
pas indemnes de pathologies et la maladie qui a justifié la réalisation de la BAT peut
modifier le comportement des CMLYV issues de leur artére temporale. Deuxiémement,
nous avons rencontré plusieurs problemes au cours de la culture primaire des CMLV.
Nous avons tout d’abord essayé de reproduire la technique de culture cellulaire de
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I'équipe de Maria C. Cid qui fut la premiére en 2008 a rapporter la possibilité d’'une
culture cellulaire de CMLV a partir de BAT de patients suspects d’ACG [469] sur un
support de matrigel a partir d'une coupe millimétrique d’'un fragment d’artére temporale.
L’application de cette technique a été un échec et nous avons préféré utiliser une
technique de digestion enzymatique classique [505] qui nous a permis d’obtenir des
CMLYV provenant de patients a BAT positive, a BAT négative et de sujets contrbles. Dans
le modéle de culture cellulaire sur matrigel, les cellules obtenues a partir d'une section
d’artere sont étiquetés CMLV en utilisant un marquage en cytométrie en flux avec un
anticorps anti-« alpha smoooth-actin » (a(SMA) et avec par la détection des transcrits du
collagéne de type | par RT-PCR [455, 469]. Cependant, les cellules ainsi obtenues
peuvent provenir de la média (CMLV) mais aussi de l'adventice ou siegent des
fibroblastes adventitiels. Or le fibroblaste activé devient un myofibroblaste et peut
également exprimer 'aSMA. Pour réduire le risque de contamination par des fibroblastes
dans les flasques de culture, nous avons d'abord séparé mécaniquement I'adventice de
la média, avant la digestion enzymatique. Ensuite, en plus de 'aSMA, nous avons choisi
de réaliser un deuxieme marquage par le CD-90 qui est un marqueur assez spécifique
des fibroblastes permettant de constater que les cultures de cellules exprimant le
phénotype des CMLV sont obtenues avec une pureté de plus de 90% [506].

Nous avons constaté que la culture des CMLV était plus aisée quand les patients
présentaient un taux de CRP élevé. La production d’IL-6, paralléle a celle de la CRP,
pourrait expliquer ce résultat puisque cette cytokine semble favoriser la prolifération des
CMLV comme le fait I'lL-1B [461] ce d’autant que ces deux cytokines sont présentes au
sein de l'artére temporale des patients [457] mais également dans le surnageant de
CMLYV issues de fragment d’artére temporale de patients [507]. Toutefois, seulement 6/13
de nos échantillons de patients atteints d’ACG ont pu étre exploités. Cette difficulté a
cultiver les CMLV des patients pourrait s’expliquer par la destruction des CMLYV lors de la
phase granulomateuse de la maladie avec, au sein de la paroi artérielle, des
phénomenes d’apoptose des CMLV et de nécrose fibrinoide [16, 18].

Nous avons ensuite recherché si les neurotrophines étaient exprimées par les CMLV
des patients atteints d’ACG et s’ils pouvaient participer a la constitution de I'hyperplasie
intimale. Par méthode immunohistochimique, nous avons tout d’abord observé que
certaines NTs et leurs récepteurs étaient exprimés aussi bien chez les patients que chez
les sujets contréles. Il s’agissait du NGF, du BDNF, du récepteur TrkB et de la sortiline,
protéine de transport des NTs et co-récepteur de p75"'". Aucun fragment d’artére
temporale n’exprimait les récepteurs TrkA et TrkC quel que soit le groupe. Enfin seuls les
patients atteints d’ACG présentaient un immunoréactivité pour la NT-3 et le récepteur
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p75N"". L’absence des récepteurs TrkA et TrkC a été confirmée dans les deux groupes
par Western Blot alors que les transcrits de ces récepteurs ne sont que faiblement
détectés par RT-PCR et PCR quantitative. Nos résultats sont discordants avec ceux de
Donovan et al. qui montraient que les CMLV provenant d’aorte humaine expriment toutes
les NTs et leurs récepteurs [7]. La faible expression des récepteurs TrkA et TrkC est peut
étre liée a la nature de l'artére que nous étudions.

L’absence de la NT-3 et du récepteur p75"™" dans le groupe des sujets contrdles

s’explique par le fait que p75"™

est rarement exprimé dans les conditions basales, son
expression étant plus importante dans les Iésions athéromateuses [168, 344]. Il en est de
méme pour NT-3 dont I'expression est également présente surtout dans les situations
pathologiques [367].

Nous avons observé une différence d’expression des NTs et des récepteurs exprimés
dans les deux groupes. Une surexpression du NGF, du BDNF, de TrkB et de la sortiline
est ainsi détectée chez les patients. Ces résultats pourraient étre liés aux phénoménes
inflammatoires locaux qui résident au sein de I'artére pathologique. En effet, le NGF est
surexprimé dans les CE et les kératinocytes des patients atteints de psoriasis [508], de
méme que le NGF et le BDNF dans les articulations touchées de patients atteints de
polyarthrite rhumatoide [391] [509]. Au cours de I'asthme ou de la sarcoidose, les NTs
sont détectés dans les cellules musculaires lisses bronchiques [400, 510]. Par ailleurs
certaines cytokines pro-inflammatoires comme P'lL-1B et I'lFN-y favorisent I'expression
des transcrits du NGF et du BDNF et leur synthése dans le surnageant de ces CML
bronchiques [511-512]. Dans un autre modele, le TNF-o. augmente I'expression du BDNF
dans les neurones [513].

En outre, il a été démontré que l'ischémie pouvait contribuer a la surexpression de
certaines NTs et de leurs récepteurs spécifiques comme nous I'avons observé dans notre
étude ou le récepteur TrkB est abondamment présent dans la média et I'intima de l'artere
temporale des patients ayant présenté une complication ischémique. En effet, dans un
modéle expérimental d’ischémie provoquée chez la souris, une augmentation de la
synthese de NGF, de BDNF et de leurs récepteurs spécifiques est détectée dans le
membre ischémié [7]. Dans les Iésions humaines d’athérosclérose, le BDNF, la NT-3, le
récepteur TrkB et TrkC et p75""" sont également surexprimés [7, 514]. De plus, dans un
modeéle expérimental murin d'athérosclérose (souris apolipoprotéine -/-), le BDNF et son
récepteur TrkB sont surexprimés au niveau des lésions néointimales, tandis que la
diminution de TrkB chez ces souris (souris hétérozygote pour TrkB-/+) réduit les Iésions
d’athérosclérose [431].

Ainsi, la surexpression de NTs et de leurs récepteurs dans les artéres temporales des
patients atteints d’ACG pourrait étre liée d’'une part, a la présence abondante de
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cytokines pro-inflammatoires in situ et d’autre part a I'hypoxie induite localement par
I'hyperplasie intimale apparaissant au cours de cette maladie.

Nous avons également noté une augmentation de I'expression de la sortiline dans
I'adventice et l'intima dans ce contexte d’ACG. Ces données pourraient étre corrélées
avec la surexpression TrkB au niveau de l'intima. En effet la sortiline peut agir comme un
transporteur protéique intracellulaire facilitant 'acheminement des NTs immatures vers la
membrane cellulaire ainsi que celui des récepteurs Trk dans les neurones [228, 515]. Par
ailleurs, elle contrdle la régulation du trafic du BDNF et sa libération [235]. En outre, la
sortiline est aussi le co-récepteur de p75"™" dont I'expression n’a été observée que chez

5NTR

les patients atteints d’ACG. Le couple sortiline/p7 pourrait lier les NTs immatures

favorisant ainsi une signalisation pro-apoptotique [194, 230]. Comme, dans notre étude,

I'anticorps antagoniste de p75"'"

a plutét tendance a augmenter la survie et la
prolifération des CMLV d'artéres temporales de patients, I'hypothése d’une telle
régulation de I'hyperplasie intimale dans I'ACG pourrait étre envisagée. Ainsi la sortiline
pourrait étre impliquée dans les Iésions artérielles de 'ACG en facilitant I'expression du
BDNF et de son récepteur et en favorisant une apoptose des CMLV en se liant & p75"™"

Les effets des NTs sur la prolifération des CML non vasculaires ont bien été décrites
notamment pour les CML bronchiques [516-517] et concernent le NGF et le BDNF.
Concernant les CMLYV, les effets prolifératifs rapportés pour ces deux NTs, concernent
principalement des modéles animaux [373] [518]. Chez nos patients atteints d’ACG, nous
avons démontré que le NGF et surtout le BNDF favorisaient la migration des CMLV plutét
que leur prolifération. Du fait de I'absence d’expression de TrkA dans les CMLV étudiées
et de la surexpression de BDNF et de son récepteur TrkB, il est probable que, dans notre
étude, le BDNF active la migration des CMLV de nos patients par l'intermédiaire de
I'activation de TrkB. Nos données sont cohérentes avec les études précédentes sur les
effets des NTs dans la migration des CMLV humaines et de rongeurs [7] Kraemer, 1999
# 6113} [374]. De plus dans notre étude, I'effet du BDNF sur la migration cellulaire est
comparable a celui induit par le PDGF comme décrit précédemment [166] et était plus
important que celui observé avec le NGF. L'absence de I'expression du récepteur TrkA
dans les deux groupes pourrait expliquer cette différence. Cependant, le NGF entraine
malgré tout un effet sur la migration cellulaire dans notre étude, ce qui suggére que la
signalisation responsable de cette migration pourrait emprunter une voie différente de
celle du couple NGF/TrkA. En effet, il a été rapporté que le NGF pouvait induire une
signalisation de survie en activant la transcription de NF-xB. Cette signalisation se ferait
par l'intermédiaire de I'activation du complexe sortiline/p75"™" dans un modéle de cellules
de cancer du sein [207, 255].

187



Les voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la migration des CMLV
sont classiqguement la voie de la PLC-y [166] et PI3K-Akt [374]. L’activation du couple
NGF/TrkA permet également d’activer par phosphorylation la paxilline, une protéine
impliguée dans le cytosquelette et les points focaux d’adhésion. L'intégrine a9B1 est un
récepteur présent sur le CML bronchiques et son activation entraine une diminution de
leur contraction [519]. Dans un modéle cellulaire de cancer du colon, l'intégrine a931
peut fixer le NGF, le BDNF et la NT-3. Cette liaison active une migration cellulaire par
phosphorylation et activation de la paxilline [520].

En résumé dans notre étude la migration des CMLV induite par les NTs pourrait
s’expliquer de plusieurs manieres : i) Activation de la signalisation du couple BDNF/ TrkB,
ii) Signalisation de survie par I'intermédiaire de I'activation du couple p75""sortiline par
le NGF et enfin iii) activation de la paxilline par la fixation du NGF et du BDNF sur
l'intégrine a9B1.

Des études complémentaires a celles des NTs ont également été effectuées pour
explorer I'endothéline-1, I'lL-1B et les exosomes afin de préciser leurs implications
potentielles dans la physiopathologie de I'ACG. Ces résultats préliminaires sont
intéressants et nous motivent a explorer plus en avant ces pistes.

L’endothéline-1 (ET-1) et ses récepteurs (ETA et ETB) jouent un rdle clé dans la
physiopathologie de I'hypertension artérielle pulmonaire en favorisant la prolifération
incontrélée des CMLV [521]. En plus de son effet prolifératif, elle induit une contraction
des CMLV et la relaxation de ses derniéres s’effectue via I'activation de son récepteur
ETB. Ce phénoméne a déja été étudié au niveau des CMLV d’artéres temporales non
pathologiques [522]. Le lien entre le systéeme de I'endothéline et les cytokines pro-
inflammatoires a déja été rapporté. Le pré-traitement combiné par du TNF-a et de I'lFN-y
de CMLV d’artére mammaire humaine non pathologique favorise I'expression des
transcrits des formes matures et immatures de 'ET-1 ainsi que la synthése d’'ET-1 dans
le surnageant du milieu de culture des CMLV [523]. Cette surexpression de I'ET-1
semble étre possible par I'existence de I' « endothelin-Converting Enzyme » qui permet la
conversion intracellulaire des formes immatures d’ET-1. Par ailleurs linterleukine-1
renforce I'effet de contraction induite par 'ET-1 sur le méme modéele de CMLV d’artéres
temporales saines [524]. Cet effet de contraction des CMLV via I'ET-1 est également
observé avec I'adjonction d’autres cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et I'lFN-
vy mais pas avec linterleukine-6. Cependant I'effet contractile des autres cytokines est
observée a des concentrations plus élevées [524]. Ainsi dans la régulation des CMLV
des artéres temporales un lien assez étroit existe entre les cytokines pro-inflammatoires

notamment I'IL-1B et 'ET-1. Ce lien est d’'autant plus intéressant pour notre étude que
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'ET-1 peut jouer un réle neurotrophique et interagir activement avec les NTs. En effet
'ET-1 qui est produite par les CMLV permet la survie de neurones sympathiques en
labsence de NGF lors d’expérimentations de co-cultures CMLV/neurones.
L’administration d’un antagoniste non spécifique des récepteurs de 'ET-1 entraine une
diminution de la survie neuronale. Cet effet sur la survie, via I'ET-1 produite par les
CMLV, n’est pas retrouvé avec les CE en co-culture avec les neurones [525]. Par
ailleurs, 'ET-1 permet une surexpression protéique et des transcrits du NGF dans les
cardiomyocytes. Cet effet survient en 30 minutes et est dépendant de la concentration.
L’activation de la synthése du NGF dépend du récepteur ETA. Ces résultats ne sont pas
observés avec les fibroblastes cardiaques suggérant que cette signalisation ET-1/NGF
est dépendante de la cellule cible [526]. De plus, la surexpression du NGF dans les
cardiomyocytes permet le développement des ganglions sympathiques des souris
étudiées comme [l'atteste la réduction du développement des fibres nerveuses des
ganglions sympathiques chez les souris déficientes en ET-1. Par ailleurs, dans un autre
modéle, 'ET-1 stimule l'expression des transcrits de NT-3 et sa libération dans le
surnageant de cultures d’astrocytes. L'injection intracérébrale d’ET-1 entraine une
surexpression de NT-3 dans différentes régions cérébrales. Cet effet est similaire avec
I'utilisation d’'un agoniste de 'ETB et inhibé par un antagoniste de 'ETB. Cette production
de NT-3 dépendante de la signalisation ET-1/ETB est aussi dépendante de la
phosphorylation de Erk [527].

Outre son lien avec I'ET-1, lintérét que l'on pourrait porter a limplication de
l'interleukine-1p dans la physiopathologie de 'ACG, repose sur la publication en 2000
d’'un modele de vascularite des gros vaisseaux chez la souris [467] [468]. Ce modéle
repose sur linactivation du géne fonctionnel de I'lL-1Ra (IL-1rn), la protéine soluble
naturelle, antagoniste de I'lL-1. Ces souris déficitaires a I'état homozygote pour le gene
de I'lL-1Ra (IL1rn-/-) vont décéder dans 93% des cas (51/55) avec un dge médian de 159
jours contre seulement 16% des souris hétérozygotes (6/37). L'autopsie de 46 souris
IL1rn-/- montre une artérite des gros vaisseaux chez 43 d’entre elles (93%). L’artérite
touche l'aorte et ses branches en épargnant les veines, les artéres de petits calibre et les
capillaires. Elle se développe au niveau des zones de turbulence du flux sanguin car elle
touche préférentiellement la crosse de l'aorte, l'aorte thoracique et abdominale mais
aussi la bifurcation iliaque. L’artérite est le siege d’un infiltrat inflammatoire constitué de
macrophages et de lymphocytes T CD4*. Les CMLV ont un phénotype sécrétoire et la
LEI est détruite. Il n’y a pas de cellule géante. L’IL-1B est surtout détectée au niveau des
macrophages et des lymphocytes T CD4".

Les CMLYV présents au sein de cette artérite ont un phénotype sécrétoire donc sont
promptes a proliférer et a migrer. L'IL-1 ne semble pas induire directement la prolifération
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des CMLV. Son action s’effectue par l'intermédiaire de l'induction du géne du PDGF
[528]. En revanche, l'action de I'lL-1 sur la migration cellulaire des CMLV est dose
dépendante et nécessite I'activation de la métalloprotéase matricielle (MMP) 2 [529].
Dans 'ACG la MMP-2 mais surtout la MMP-9 produite par les CMLV favorise la
destruction de la LEI mais contribue également a I'hyperplasie intimale et a 'angiogénése
[39].

Pour confirmer que I'lL-1B est bien responsable de cette artérite, la méme équipe a
croisé ces souris IL1rn-/- avec des souris dont le géne du récepteur de I'lL-1 (IL-1 R1) a
été inactivé (IL1r1-/-). Aucune des souris double KO (ILTRrn” IL1r1”) n’ a présenté
d’artérite contre 10/12 des souris KO uniquement pour le géne de I'lL-1Ra (IL1rn™
IL1r1**) [468]. Ce résultat démontre 'implication de la signalisation IL-1p/IL-1R1 dans la
genese de lartérite. Par ailleurs, l'infiltrat de lymphocytes T CD4" était principalement
constitué de lymphocytes qui exprimaient I'lFN-y, donc avec une polarisation Th1. Les
lymphocytes T jouent un réle majeur dans la genese de cette artérite puisque le transfert
adoptif de lymphocytes T de souris IL1rn-/- a des souris Nude ou de cellules de moélle
osseuse a des souris irradiées, entraine I'apparition d’'une artérite. De plus, le réle du
TNF-a. est également important puisque le croisement d’'une souris IL7rn” avec une
souris TNFo-/- empéche I'apparition de l'artérite [530], ce qui n’est pas le cas lorsque le
géne de I'lL-6 est inactivé. Néanmoins, chez des souris IL7rn” qui développent
également une arthrite inflammatoire, on observe trés précocement une concentration
élevée d’IL-17 dans le sérum et le liquide synovial au méme titre que I'lL-1P et le TNF-o.
Ceci concorde avec la prépondérance des lymphocytes Th17 par rapport aux
lymphocytes Th1 chez ces souris IL1rn”, comparées aux souris sauvages. Enfin,
'administration d’un anticorps neutralisant de I'lL-17 bloque le développement de
I'arthrite, cet effet est également obtenu par la neutralisation de IL-1, qui s’accompagne
d’'une diminution du nombre de lymphocytes Th17, alors que la neutralisation du TNF ne
bloque pas I'évolution de I'arthrite [531]. Le rble des lymphocytes Th17 est primordial
dans la pathogénese de I'ACG. lls sont présents dans le sang circulant des patients
atteints d’ACG et infiltrent la jonction entre I'adventice et la média des artéres temporales
des patients [32]. Le lien entre I'lL-1 et les TH17 a clairement été rapporté dans différents
modeles de maladies auto-immunes [532-535] ou I'lL-1 va favoriser la polarisation Th17
et I'afflux des Th17 au niveau du site inflammatoire. Ainsi les interactions entre I'lL-1 et
les Th17 dans '’ACG sont probables mais restent a confirmer par des investigations
complémentaires.

Le lien entre les lymphocytes T et les NTs a été rapporté récemment [300, 536]. Dans

un modele murin d’inflammation bronchique, un traitement bloquant le NGF permet une
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diminution de l'inflammation bronchique induite par I'ovalbumine. Cet effet s’accompagne
d’'une diminution des transcrits des cytokines comme IL-4, IL-17A et du TNF-a et d’une
augmentation de I'lFNy, de I'lL-10 et du TGFB exprimés au niveau pulmonaire.
Parallément il existe une augmentation des lymphocytes Th1 et Tregs avec une
diminution des lymphocytes Th2 et Th17 dans les ganglions médiastinaux des souris
traitées. Ces résultats suggéerent qu’'un traitement bloquant le NGF peut moduler la
réponse cellulaire T dans l'inflammation bronchique [300]. Inversement les lymphocytes T
peuvent jouer un role dans la réparation axonale. En effet dans un modéle murin de
Iésion de moélle épiniere, le transfert adoptif par injection intrapéritonéale de
lymphocytes Th1, mais pas Th2 ou Th17, améliore la réparation axonale de souris
traitées. Cet effet dépendrait de I'activation de certains macrophages et pourrait étre
aussi lié a la présence de NTs et notamment la NT-3 dont I'expression est augmentée
dans les lymphocytes Th1 par rapport aux Th2 et Th17 [536].

L’IL-1 peut favoriser dans des conditions pathologiques neurologiques et le plus
souvent dans des modeles murins, une expression des transcrits de NGF [537] de
BDNF, de NT-3 [538] et des récepteurs Trk et p75™'" [539].

En résumé nous avons montré que les NTs et leurs récepteurs étaient impliqués
dans la constitution de I'’hyperplasie intimale de 'ACG. L’expression des neurotrophines
peut étre secondaire a la synthese d’ET-1 dont I'expression peut elle-méme étre induite
par les cytokines pro-inflammatoires et notamment I'lL-1. Cette derniére peut également
étre responsable directement de la synthése des NTs.

Ainsi I'ensemble de ces constatations nous permettent d’envisager de nouvelles
pistes d’explorations pour mieux comprendre la physiopathologie de I'ACG et en
particulier le remodelage vasculaire.
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Conclusion et perspectives

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a deux aspects encore peu explorés
de la physiopathologie de I'ACG : la recherche de bio-marqueur et les mécanismes du
remodelage vasculaire.

Dans une premiére partie nous avons mis en évidence que le sérum des patients
atteints d’ACG présentait des Ac dirigés contre des cibles protéiques extraites de CMLV.
Ces cibles antigéniques étaient constituées de protéines intervenant dans le métabolisme
énergétique de la cellule et dans la régulation de '’homéostasie cellulaire.

Nous nous sommes ensuite intéressés au rble potentiel des neurotrophines, en tant
que facteur trophique, dans la physiopathologie du remodelage vasculaire de I'ACG.
Nous avons montré, chez les patients atteints d’ACG, la surexpression protéique du
NGF, du BDNF, du récepteur TrkB et de la sortiline. Il était intéressant de noter que la
surexpression de TrkB était corrélée avec la survenue de complications ischémiques
chez ces patients. De plus le NGF et en particulier le BDNF favorisaient une migration
des CMLV dans les 24 premiéres heures de stimulation. Enfin, la concentration sanguine
de NGF était plus élevée chez les patients par rapport aux contrdles.

Ces résultats confortent 'idée que les mécanismes responsables du remodelage
vasculaire dans I'ACG sont multiples et que de nombreuses investigations sont
nécessaires pour mieux les comprendre. Une meilleure compréhension de ces
mécanismes permettra de mieux définir les cibles thérapeutiques afin d’améliorer
I'épargne cortisonique et diminuer les complications ischémiques liées a I'’hyperplasie

intimale.

Ce travail a permis de dégager des perspectives qui pourraient permettre d’étayer les
mécanismes physiopathologiques de 'ACG. La compréhension de ces mécanismes
permettra d’envisager la mise en place détudes thérapeutiques reposant sur des
molécules qui pourraient agir sur le remodelage vasculaire afin de limiter I'’hyperplasie

intimale et par la méme les complications ischémiques.

Neurotrophines et ACG

Nous souhaitons poursuivre notre recherche sur limplication des NTs dans
I'hyperplasie intimale de 'ACG. Afin de comprendre les phénomeénes qui sous tendent la
migration cellulaire induite par les neurotrophines, la stimulation des CMLV de patients et
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de contréles par les NTs, NGF, BDNF et NT-3 et 'analyse comparative de I'expression
transcriptomique (gqRT-PCR) et protéiqgue (Western blot, protéome array), d’acteurs
cellulaires impliqués dans la migration, I'activation cellulaire (PDGF, Akt, Erk, MMP-9...)
et le rétrocontrble potentiel de protéines régulatrices telles que Grb2 et la paxilline,
identifiées chez les patients soit par l'induction d’auto-anticorps (Grb2), soit par leur
surexpression dans les CMLV de patients (paxilline). Ces données expérimentales
pourront étre compléter par inactivation transitoire (siRNA, small interfering RNA) ou
stable par shRNA (short hairpin RNA) du récepteur TrkB, de p75"™ ou de la sortiline
dans les CMLV de patients et de contrdles et étudier la migration de ces cellules par
rapport a celles des CMLV ou I'expression de ces genes est conservée.

Endothéline-1 et ACG

Nous émettons I'hypothése que I'ET-1 participe a la pathogénie de la GCA et que le
blocage des récepteurs ETA et ETB pourrait participer a la régulation de la prolifération et
la migration des CMLV chez les patients atteints d’ACG. Ainsi, le blocage des récepteurs
a 'ET-1 pourrait réduire les risques de thrombose vasculaire et permettre une épargne
cortisonique par diminution des phénomeénes inflammatoires systémiques et locaux.
Nous proposons d'étudier les effets des inhibiteurs des récepteurs de I'ET-1 au niveau
des CMLV de patients atteints d’ACG et de contrbles. Les effets seront évalués par
I'étude de la prolifération (BrdU) et de la migration cellulaire (Chambre de Boyden) par
étude comparative des CMLV de patients et de contrbles en présence ou non
d’antagonistes des récepteurs de I'ET-1 (ARE). Nous pourrions ensuite étudier
I'expression de I'ET-1 et des récepteurs ETA et ETB a la surface des CMLV des patients
et des contrdles en l'absence et en présence de corticoides en immunofluorescence
indirecte ou par Western Blot. Une étude de I'expression des génes de I'ET-1, des
récepteurs ETA et ETA, et de génes associés a la migration cellulaire ainsi qu’a ceux des
NTs et de leurs récepteurs, sera réalisée par une étude transcriptomique (qRT-PCR,
Tagman Low Density Array, TLDA) dans les CMLV de patients avant et aprés traitement
par un ARE, pour définir les interactions potentielles de ces différents acteurs. Pour ce
projet, nous avons obtenu, par le laboratoire Actélion®, du principe actif sous forme de
poudre d’'un ARE non encore commercialisé, le macitentan. Nous sommes en discussion
avec les laboratoires Pfizer® et GSK® pour obtenir du principe actif des produits qu'ils
commercialisent, respectivement, 'ambrisentan et le sildénafil, deux molécules agissant
sur la prolifération et la migration des CMLV et commercialisés dans le traitement de
I'hypertension artérielle pulmonaire.
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IL-1 et GCA

Nous émettons également I'hypothése que [PIL-1 participe activement aux
mécanismes constitutifs du remodelage vasculaire de 'ACG et que le blocage de I'action
de I'lL-1B par l'anakinra, anticorps monoclonal humanisé bloquant I'lL-13 circulante,
pourrait améliorer les Iésions artérielles observées au cours de cette maladie. Ainsi a
partir de souris knock-out pour le gene de I'lL-1ra, nous étudierons la cinétique de
constitution de linflammation et de I'hyperplasie intimale des lésions artérielles par
immunohistochimie aprés euthanasie des souris a différents ages. Nous mettrons au
point la culture primaire des CMLV et des fibroblastes obtenus a partir de I'aorte de ces
différentes souris pour pouvoir en étudier le sécrétome. Dans le but d’évaluer I'effet de
I'anakinra dans ce contexte, nous pourrons comparer un groupe de souris I'lL-1rn”
traitées par injection intrapéritonéale d’anakinra & un groupe de souris I'lL-1rn™ traitées
par un placebo. Aprés sacrifice des souris a différents ages, des études
immunohistochimiques permettrons d’évaluer I'effet de I'anakinra au niveau des lésions
artérielles. Pour ce projet de recherche, nous disposons d’une boite de seringues
d’anakinra fournie par le laboratoire SOBI. Des tests de prolifération cellulaire des CMLV

de patients et de contrbles ont déja été réalisés en présence ou en absence d’anakinra.

Nos données sur la participation des exosomes dans les communications
intercellulaires existantes au sein d’une artére temporale d’'un patient atteint d’ACG sont
trés parcellaires. Il sera intéressant par la suite d’étudier le role des exososmes et
notamment de la protéine Rab27a dans la physiopathologie de cette maladie.

L’ensemble de ces travaux devrait nous permettre de définir les liens potentiels entre

les NTs, I'endothéline, I'lL-1 et le relargage des NTs par des exosomes dans la

constitution des lésions inflammatoires de I'ACG.
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