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Dédicace 9

A notre Maitre et Président du jury de thése,

Monsieur le Professeur Jean Paul Berrod,

Professeur d’Ophtalmologie et chef du service d’Ophtalmologie de 1’Hopital Central a
Nancy,

Vous avez bien voulu nous faire I’honneur d’accepter la présidence du jury de cette these.
Nous tenons a vous remercier profondément pour votre enseignement ainsi que pour votre
disponibilité, vos encouragements et vos conseils qui ont été une grande source d’inspira-
tion au cours de ces années d’internat. Nous vous exprimons ici toute notre gratitude ainsi

que notre respect le plus sincere.
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Dédicace 11

A nos directeurs de these,

Monsieur le Professeur Frédéric Batteux,

Professeur d’Immunologie Biologique,

Directeur du laboratoire d’Immunologie Biologique de 1’Hopital Cochin,

Vous nous avez proposé ce sujet innovant et vous avez accepté de diriger ce travail.
Travailler sur ce projet au sein de votre équipe chaleureuse a été une expérience tres
enrichissante. Votre écoute, vos conseils et vos remarques nous ont permis de mener a
bien cette these.

Veuillez accepter 1I’expression de nos plus sinceres remerciements et de notre profond

respect.

Monsieur le Professeur Antoine Brezin,

Professeur d’Ophtalmologie,

Chef du service d’Ophtalmologie de 1’Hopital Cochin,

Vous nous avez proposé de réaliser ce travail de recherche en complément d’un stage cli-
nique dans votre service. Vous nous avez encouragée dans notre travail, depuis sa concep-
tion jusqu’a la direction de cette these. Votre €coute et vos encouragements nous ont
guidée pendant ces mois de travail et I’enseignement que vous nous avez prodigué nous a
été extrémement précieux.

Nous ne saurions vous montrer suffisamment notre reconnaissance et notre sincere res-

pect.



12

Dédicace




Dédicace 13

A Monsieur le Professeur Dominique Monnet

Professeur d’Ophtalmologie,

Vous nous avez encouragée a chaque étape de ce travail et fait profiter de votre grande ex-
périence et de votre pédagogie. Nous vous remercions particulierement pour vos conseils,
votre écoute et votre gentillesse.

Nous vous exprimons notre sincere reconnaissance et notre profond respect.
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Dédicace 15

A Monsieur le Professeur Thierry Civit

Vous avez accompagné nos premiers pas en chirurgie et votre sens clinique et votre mai-
trise chirurgicale ont été une source d’inspiration pour la suite de nos études.
Vous nous faites I’honneur de juger notre travail. Veuillez accepter I’expression de notre

reconnaissance et de notre profond respect.
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Dédicace 17

A Monsieur le Professeur Wahl

Vous nous faites I’honneur de juger notre travail et de nous faire profiter de votre grande
expérience dans ce domaine. Nous tenons a vous exprimer notre sinceére reconnaissance

et notre profond respect.
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Dédicace 19

A ma famille,

A mes parents, mon frere Malik, mes soeurs Farisa, Nadia et Nasrine, et mes beaux-
freres Eric et Cédric, merci de m’avoir entourée de votre affection et de votre soutien
tout au long de mes années d’étude. Vos conversations enrichissantes, votre amour et vos
encouragements m’ont portée pendant toutes ces années. Je remercie particulierement ma
soeur Nasrine pour son soutien incommensurable, ses relectures attentives du manuscrit,
et ses suggestions.

A mon mari, Nicolas dont I’amour et le soutien m’ont été si précieux pendant tout 1’ac-
complissement de ce travail. Ses conseils, ses encouragements et sa tendresse m’ont per-
mis de passer cette épreuve et me donnent la joie d’espérer pouvoir passer avec lui les
suivantes que pourra m’apporter la vie.

A mes neveux et nieces adorés, Allan, Inés, Emma, Lyna et Adam, vous €tes mes petits

rayons de soleils.



20

Dédicace




Dédicace 21

Je remercie les membres du laboratoire d’Immunologie Biologique de 1’Hopital Cochin,
en particulier Aurélie Hesbert qui a travaillé avec moi sur ce projet ainsi que Carole Nicco
et Christiane Chéreau pour leur disponibilité, et leur aide précieuse.

Je remercie vivement le Docteur Jean Baptiste Daudin pour ses nombreux conseils et ses
encouragements.
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Chapitre 1

Introduction

Privilege immunitaire et inflammation intraoculaire

L’uvéite autoimmune est une maladie sévere et potentiellement cécitante. Elle corres-
pond a une atteinte inflammatoire de I’'uvée qui comprend la choroide, I’iris et le corps
ciliaire. On estime qu’elle atteint plus de 100.000 cas par an en France et serait respon-
sable de 10% de causes de cécité acquises de I’adulte dans les pays idustrialisés [1]. Ses
causes peuvent étre infectieuses ou inflammatoires et parmi ces dernieres, on distingue
les atteintes inflammatoires systémiques (comme la sarcoidose, les uvéites associées aux
spondylarthropathies, et la maladie de Behget) des atteintes purement ophtalmologiques
(comme la maladie de Birdshot et I’ophtalmie sympathique). L’étiologie de ces maladies
reste le plus souvent inconnue, mais leur association fréquente avec certains genes HLA a
fait évoquer une origine autoimmune contre un ou plusieurs antigenes rétiniens, avec une

probable prédisposition génétique [1, 2].

Loeil, tout comme le systeme nerveux central, est un organe immunologiquement a
part qui présente un certain nombre de barrieres protectrices contre I’inflammation. En
effet dans cet organe fragile, une inflammation pourrait causer une perte fonctionnelle
visuelle rapide, et I’évolution a privilégié cet organe en freinant de diverses manieres les
mécanismes immunologiques qui pourraient étre mis en jeu. Ce privilege immunitaire de
I’oeil comporte ainsi :

— I’absence de drainage lymphatique,
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la faible expression des CMH de type II susceptibles d’activer le systeme immuni-
taire,

la barriere hémato-rétinienne, qui séquestre les antigenes oculaires loin des cellules
immunitaires circulantes.

le phénomene ACAID (Anterior chamber associated immune deviation) qui conduit,
en présence d’un antigéne étranger, a la production de molécules anti inflammatoires,
ainsi qu’a la formation dans la rate de cellules T spécifiques permettant la tolérance
de cet antigene.

L’expression constitutive de protéine Fas ligand sur les membranes qui protege 1’ oeil
contre une activation des cellules immunitaires en provoquant une apoptose a leur
contact.

Enfin,les lymphocytes T qui pourraient €tre activés dans 1’oeil y sont reprogrammés

en lymphocytes T régulateurs aux propriétés immunosuppressives [3, 4, 5, 6]

Ces différents mécanismes sont résumés dans la figure 1.1.

FIGURE 1.1 — Mécanismes du privilege immunitaire de 1’oeil
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Modelisation animale de ’uvéite autoimmune

Dans ce contexte la survenue d’une uvéite autoimmune correspond au franchissement
de ces multiples barrieres protectrices contre I’inflammation. Pour comprendre comment
cette rupture du privilege immunitaire peut survenir et les mécanismes physiopatholo-
giques mis en jeu, un modele animal d’uvéite expérimentale autoimmune a été développé
par Rachel Caspi et al en 1988 [7]. Ce modele animal peut €tre obtenu par une immunisa-
tion avec des antigenes rétiniens, comme 1’ interphotoreceptor binding proteine (IRBP) ou
I’antigene rétinien S soluble (arrestine) en présence d’adjuvant et sur des lignées de souris
susceptibles génétiquement. L’ IRBP est une grande molécule de 140 kDa qui est locali-
sée dans la rétine au niveau des photorécepteurs et qui permet le transport des rétinoides
entre les photorécepteurs et 1’épithélium pigmentaire [8]. Elle est hautement conservée
dans I’évolution et n’est exprimée que dans ’oeil et la glande pinéale (parfois nommée
le “3eme oeil”). L’immunisation d’une souche de souris prédisposée comme les souris
CS57BL/6 a1’aide du peptide correspondant aux 20 premiers acides aminés de I’IRBP (ou
IRBP p1-20) injecté en sous cutané en présence d’adjuvant conduit a I’obtention d’une
uvéite postérieure démarrant environ 12 jours apres I’immunisation et comparable clini-

quement et histologiquement a une uvéite postérieure humaine (Figurel.2) [9, 10].

Ce modele animal a permis de mieux comprendre les phénomenes immunologiques
responsables du déclenchement de I'uvéite, ainsi que ceux permettant la guérison de 1’in-
flammation. I1 a ainsi été mis en évidence le role central de la réponse des lymphocytes T
de type CD4 auxilliaires. Ces lymphocytes présentent deux voies de différenciation oppo-
sées, les voies Th1 et Th2, avec classiquement un role pathogene des lymphocytes Thl, et
un role protecteur des lymphocytes médiant la voie Th2. Les lymphocytes Th1 sécretent
I’interféron gamma (IFN-7) et le Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-) qui sont des cy-
tokines proinflammatoires, et les lymphocytes Th2 sécretent notamment les interleukines
IL-4, IL-10 qui protegent contre 1’inflammation [12, 13, 14, 15].

Néanmoins ce modele a été mis en défaut par la découverte que les souris généti-
quement modifiées pour ne pas pouvoir exprimer I’interféron gamma (IFN-y knock-out)
n’étaient pas protégées contre I’induction d’une uvéite, mais au contraire développaient
des uvéites beaucoup plus sévere que les souris contrdles [16, 17]. Des contradictions
similaires ont été retrouvées dans d’autre modele de maladies autoimmunes initialement
attribuées aux lymphocytes Th1, comme I’encéphalomyelite autoimmune et I’arthrite au-

toimmune. Ce paradoxe a été en partie expliqué par des travaux plus récents qui ont mis
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Chez 'Homme

Normal

Uvéite

Chez la souris

Saine

Uvéite

(UEA)

FIGURE 1.2 — Comparaison de ’'uvéite postérieure humaine et de I’uvéite expérimentale

autoimmune murine (d’apres Rachel Caspi,[11]).
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en évidence I’existence d’une autre voie pathogene, médiée par des lymphocytes sécré-
tant notamment 1’interleukine IL17. Les lymphocytes de cette “voie Th17” synthétisent
I'IL17, I'IL6, IL21, 'IL22 et le TNF-a, et leur croissance dépend de 1I’'IL.23 synthétisée

par les cellules présentatrices d’antigene (figure 1.3).

CD4 effecteurs

CD4
précurseurs

IL-4, IL-10, IL-13

FIGURE 1.3 — Rdle des lymphocytes CD4 dans 1’uvéite autoimmune

Les lymphocytes Th17 ont un rdle central dans I’inflammation dans de nombreuses
maladies autoimmunes [18, 19, 20, 21]. Dans 'uvéite expérimentale autoimmune, les
lymphocytes Th17 sont hautement pathogenes [22, 23], et ’orientation entre une voie
Th1 ou une voie Th17 semble dépendre des conditions initiales o 1’autoimmunité s’est
installée [6] [24]. L’importance de la voie Th17 commence ainsi a étre démontré chez
I’Homme dans des uvéites autoimmunes comme la maladie de Behget [25], la maladie de
Vogt Koyanagi Harada [26] et la maladie de Birdshot [27].

Traitements conventionnels et nouvelles approches thérapeutiques

Les traitements généraux conventionnels de I’uvéite autoimmune comprennent les cor-
ticoides et les immunosuppresseurs. Ces traitements présentent des effets secondaires
lourds, d’autant plus qu’ils sont souvent nécessaires pour une durée prolongée, voire pen-
dant plusieurs années. Les efforts se sont donc progressivement portés vers la recherche d’
alternatives plus ciblées, privilégiant une immunomodulation de la réponse en minimisant

I’ immunosuppression.
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Grace a une meilleure compréhension des mécanismes des uvéites autoimmunes, de
nouvelles thérapeutiques ont pu étre développées afin de cibler des molécules clefs dans
I’inflammation, comme le TNF-o avec les anticorps anti-TNF et les récepteurs solubles
du TNF [28, 29, 30].

Les inhibiteurs de tyrosine kinase : imatinib et sunitinib

Parmi ces nouvelles immunothérapies, un intérét récent est porté aux inhibiteurs de ty-
rosine kinase. Les tyrosines kinases sont des molécules caractérisées par leur capacité a
transférer un groupe phosphate sur des protéines cibles provoquant ainsi leur activation.
Elles ont un role central dans de nombreux mécanismes cellulaires, et on en distingue
deux formes : les récepteurs tyrosines kinases jouant un role central dans la transduc-
tion des signaux extracellulaires, et les tyrosines kinases intracellulaires qui relaient des

signaux a I’intérieur de la cellule.

Les inhibiteurs de tyrosine kinase ont montré leur efficacité premiérement en oncologie
dans le traitement des leucémies myeloides chroniques, des cancers du rein et de certaines

tumeurs gastriques [31, 32].

Leur propriété anti inflammatoire a ét€ mise en évidence sur des modeles animaux
puis chez I’Homme dans diverses maladies autoimmunes. Ainsi I’imatinib (commercia-
lisé sous le nom de gleevec®, Novartis) est un inhibiteur spécifique de certaines tyrosines
kinases parmi lesquelles Abl-kinase, Lck, PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Re-
ceptor) , c-KIT, et M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) [33]. Il a montré son
efficacité dans plusieurs modeles animaux de maladies autoimmunes et chez I’Homme
dans I’arthrite autoimmune, la spondylarthrite ankylosante, I’hépatite autoimmune, et le
diabete [34, 35, 36, 37, 38]. In vitro, I’'imatinib provoque une inhibition de la prolifération
des lymphocytes T, et in vivo, une diminution de I’hypersensibilité retardée de type 1V,
ce qui explique son intérét dans le traitement des maladies autoimmunes ou le réle des
lymphocytes T est prépondérant [39]. De plus il a ét€ montré récemment que 1’imatinib
possede des propriétés inhibitrices sur la production de TNF-o ce qui en fait une cible po-
tentiellement intéressante dans 1’uvéite autoimmune ou cette cytokine proinflammatoire

joue un role majeur [40].

Issu de la méme famille d’inhibiteur de tyrosine kinase, le sunitinib (ou Sutent®, Pfi-

zer) a notamment comme cibles spécifiques le récepteur du VEGF, le récepteur du PDGEF,
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“Fms-like tyrosine kinase 3“ou FLT3 et c-kit [41, 33]. Développé initialement dans le
traitement du cancer du rein , il a démontré dans des modeles expérimentaux des proprié-
tés immunomodulatrices particulierement intéressantes dans I’inflammation. Le sunitinib
inhibe la prolifération et I’activation des lymphocytes T in vitro chez I’ Homme, et bloque
les réponses immunitaires des lymphocytes T chez la souris [42]. Dans un modele mu-
rin d’asthme, le sunitinib a permis une réduction de I’inflammation et du remodelage des
voies respiratoires [43]. Récemment il a été découvert qu’il présentait une efficacité no-
table dans le traitement du diabete de type I, dont la physiopathologie présente certaines
similitudes avec 1’uvéite autoimmune, avec notamment un rdle central des lymphocytes
CD4 de type Th1[34, 44]. De plus, le sunitinib inhibe le récepteur du VEGF, dont le rdle
dans I’'inflammation de la rétine et la rupture de la barriere hémato rétinienne est éta-
bli dans de nombreuses études ce qui lui confere un intérét potentiel particulier dans le

traitement de I’uvéite autoimmune expérimentale [45, 46, 47, 48].

Les inhibiteurs du protéasome : bortezomib

Enfin une autre classe thérapeutique, les inhibiteurs du protéasome, pourrait s’avérer in-
téressante dans le traitement de I’uvéite autoimmune. En effet, le protéasome est un com-
plexe multi-enzymatique intracellulaire qui permet la dégradation de la majorité des pro-
téines de la cellule. Il est ainsi responsable de la dégradation de 1’inhibiteur IkB, provo-
quant la libération de la molécule NFkB qui est un facteur transcriptionnel impliqué dans
la transcription de nombreuses cytokines inflammatoires dont le TNF-¢. L’inhibition du
protéasome permets ainsi de bloquer I’activation de NFkB, et la production subséquente
de cytokine inflammatoire. Il a été montré que la voie NFkB jouait un role important
dans le développement de I’inflammation de la cornée et de la conjonctive [49]. Parmi
les inhibiteurs du protéasome, le bortezomib (commercialisé sous le nom de Velcade®) a
fait la preuve de son efficacité dans 1’arthrite autoimmune avec une réduction de la sévé-
rité de I’arthrite et de la production de cytokine inflammatoires[50]. Il semble diminuer
la production des cytokines Thl [51], et parait ainsi une piste intéressante dans ’uvéite

experimentale autoimmune [52, 53, 54].

Nous avons souhaité étudier les possibilités thérapeutiques de ces trois molécules pro-
metteuses dans 1’uvéite autoimmune expérimentale. Pour ce faire nous avons induit une
uvéite par immunisation avec la peptide IRBP sur des lignées de souris susceptibles

C57BL/6, puis nous les avons traitées a 1’aide soit de sunitinib, soit d’imatinib, ou soit
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de bortezomib. Notre critere principal était clinique avec 1’incidence et la sévérité des

uvéites en fonction du traitement utilisé.
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Matériel et Méthodes

2.1 Animaux

Nous avons utilisé des souris femelles C57BL/6 (H-2?) agées de 6 semaines (labora-
toire Harlan, Gannat, France). Les animaux ont été hébergés dans des cages ventilées avec
un acces libre a I’eau et a la nourriture. Quatre groupes de souris ont été constitués, 1’'un
recevant du sunitinib (n = 10), un autre recevant de I’imatinib (n = 11), un du bortezo-
mib (n = 10) et un groupe témoin recevant des injections de PBS (5 souris) ou de I’huile
d’arachide par voie orale (5 souris). Suite a I'immunisation (JO) des fonds d’yeux ont été
réalisés a J16, J20 et J23 afin de suivre I’évolution de la maladie. Le sérum et les organes
des souris (yeux et rates) ont été collectés 27 jours apres I’immunisation. Les expériences

ont été conduites en accord avec les réglementations vétérinaires de notre institution.

2.2 Immunisation a I’aide d’un antigene rétinien

Les 40 souris ont été immunisées par injection du peptide 1-20 dérivé de
I'interphotoreceptor retinoid binding protein (IRBP p1-20) d’origine humaine (Pr. Vidal,
Faculté de Pharmacie, Paris V). Il s’agit d’un peptide constitué¢ des 20 premiers acides
aminés de la protéine IRBP, et il s’agit du plus pathogénique des peptides dérivés de
I’IRBP chez les souris C57BL/6.
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2.3 Induction de DP’uvéite autoimmune expérimentale
(UAE) chez les souris CS57BL/6 par le peptide pl-
20 de ’'IRBP

L’UAE a été induite (JO) chez les souris C57BL/6 par injection sous-cutanée d’une
émulsion répartie en 3 sites d’injection (base de la queue et cuisses). L’émulsion a été
obtenue par sonication d’un mélange composé a parts égales d’une solution a 1.5 mg/ml
de peptide p1-20 et d’adjuvant complet de Freund enrichi de 1.5 mg/ml de Mycobactérium
tuberculosis (souche H37RA). Une injection d’adjuvant supplémentaire de 1ug/200 ul de
toxine de Bordetella pertussis (PTX) (Sigma), a été réalisée simultanément par voie intra-
péritonéale (IP). Apres I'immunisation les 40 souris ont été séparées aléatoirement en
quatre groupes de 10 souris :

— controdles,

souris traitées par sunitinib,

souris traitées par imatinib,

et souris traitées par bortezomib.

2.4 Administration des traitements

Les souris ont été traitées par sunitinib et imatinib par voie orale (par gavage dans de
I’huile d’arachide) une fois par jour, 5 jours sur 7 a partir de I’'immunisation et jusqu’au
sacrifice. Le groupe traité par sunitinib a recu 50 mg/kg/jour de sunitinib. Le groupe traité
par imatinib a recu 50 mg/kg/jour d’imatinib. Les souris traitées par bortezomib ont re¢u
une injection de 0.Img/kg de bortezomib dans 200 microlitres de PBS, par voie intra

péritonéale, 2 fois par semaine a partir de I’immunisation.

Les souris du groupe témoin ont été divisées en deux groupes, 5 souris recevant un
gavage par huile d’arachide seule, 5 souris recevant des injections intra péritonéales de

PBS, selon les mémes modalités.
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2.5 Evaluation clinique de I’uvéite autoimmune expéri-

mentale

L’incidence, la progression et la sévérité de 1’uvéite ont été évaluées cliniquement stric-
tement en aveugle par la réalisation d’examens du fond d’ceil des souris. Les pupilles des
animaux ont été dilatées par instillation d’une goutte de tropicamide 0.5% et une goutte
de néosynéphrine diluée a 0.1% dans chaque oeil. Cinq minutes plus tard, apres confir-
mation de la mydriase, le fond d’ceil a été examiné a 1’aide d’une lampe a fente (Nikon
3F-SV) et d’une lentille d’examen non-contact de type Super Pupil XL (Volk Optical).
Les souris n’ont pas été anesthésiées mais maintenues manuellement en face de la len-
tille d’examen qui a été placée dans un portoir ajustable réalisé sur mesure. La mise au
point du systeme optique permettant 1’acquisition de photographies numériques du fond
d’ceil a permis de réaliser des photographies du segment postérieur a 1’aide d’une caméra

numérique de type Olympus DP-70.

TABLE 2.1 — Score clinique (Basé sur le score de Whitcup et coll.)

Score | Critere

0 Pas de changement

0.5 | 1 a 2 petites 1ésions focales périphériques ; vascularites mi-

nimes péri papillaires

1 Vascularites moyennes ; infiltrats focaux < 5; infiltrats li-

néaires < 1

2 Lésions choriorétiniennes et/ou infiltrats multiples > 5 ; vascu-

larites séveres ; infiltrats linéaires < 5

3 Association 1ésions linéaires; grandes lésions confluentes ;

néovascularisation sous rétinienne ; hémorragies rétiniennes

4 décollement de rétine exsudatif

Un fond d’ceil bilatéral en aveugle a été réalisé a chaque souris a partir du 16-eéme jour
apres I’immunisation et a raison de 2 examens hebdomadaires jusqu’au sacrifice (J16, J20,
J23). La sévérité de I’inflammation rétinienne a ét€ évaluée strictement en aveugle selon
un systeme de score clinique semi-quantitatif préalablement décrit et fond€ sur la taille et
le nombre des 1ésions inflammatoires observées. Brievement, ce score est détaillé dans le
Tableau 2.1 s’étend d’une échelle de cotation allant de 0 a 4 et est fondé sur le nombre et

I’étendue des 1ésions de vascularites et de foyers inflammatoires choriorétiniens.
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FIGURE 2.1 — Dispositif d’examen du fond d’ceil : Lampe a fente photos couplée a une

caméra numérique
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FIGURE 2.2 — Dilatation des pupilles et disposition de la souris sur le portoir ajustable de

la lampe a fente
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2.6 Etude de ’hypersensibilité retardée par test cutané

Afin d’évaluer s’il existe une hypersensibilité retardée vis a vis de 1’autoantigene, les
souris ont recu a J 14 une injection intradermique de 10 pg de peptide IRBP p1-20 dilués
dans 10ul d’eau stérile. L’injection a été faite par voie intra-dermique au niveau de la par-
tie supérieure du lobe de I’oreille droite de chaque souris a 1I’aide d’une aiguille 30-gauges
montée sur une seringue Hamilton (Hamilton, Switz). La détermination de 1’hypersensi-
bilité retardée (DTH) a été effectuée 48 heures apres en mesurant a 1’aide d’un pied a
coulisse numérique 1’épaisseur de I’oreille injectée par rapport a 1’oreille non injectée.

Les résultats sont exprimés en millimetres.

2.7 Examens histopathologiques

Les souris ont été sacrifiées a J27, et le sérum, les yeux ainsi que les rates ont été pré-
levées. Les yeux ont été immédiatement pré-fixés dans une solution de glutaraldéhyde
a 4% pendant 1 heure afin d’éviter un décollement de rétine artéfactuel, puis fixés dans
du formaldéhyde (10%) pour 24h minimum. Les prélevements ont été inclus en paraffine
de facon a réaliser des coupes sagittales de 5 um d’épaisseur au microtome. Plusieurs
coupes étagées, allant de I’extréme périphérie rétinienne jusqu’au nerf optique ont été
analysées pour chaque ceil. Pour 1’étude histopathologique, les coupes ont été colorées
a ’hématoxyline et a I’éosine puis photographiées au fort grossissement. L’incidence et
la sévérité de la maladie ont été évaluées pour chaque ceil selon une échelle de cotation
semi-quantitative décrite dans le Tableau 2.2 page suivante. Les principales 1ésions his-
tologiques observables sont la désorganisation de la couche nucléaire externe des photo-
récepteurs, les granulomes rétiniens et sous rétininens, la présence d’infiltrats cellulaires

vitréo-rétiniens, et les décollements de rétine localisés.
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TABLE 2.2 — Score histologique (Basé sur le score de Caspi et coll.)

Score | Critere

0 Pas de changement

0.5 Infiltration minime de cellules inflammatoires dans le vitré et

la rétine ; absence de 1ésions tissulaires

1 Infiltration leucocytaire modérée; granulomes rétiniens et
sous-rétiniens de petite taille ; dommages focaux de la couche

des photorécepteurs

2 Infiltration leucocytaire importante ; cellules photoréceptrices

endommagées ; 1ésions granulomateuses de taille moyenne

3 Forte infiltration leucocytaire ; dommages focaux de la couche
des photorécepteurs ; foyers de décollement de rétine ; 1ésions
granulomateuses de taille moyenne ; néovascularisation subré-

tinienne ; hémorragies sous rétiniennes limitées.

4 Décollements de rétine étendus ; désorganisation totale du tis-
sus rétinien ; grandes lésions granulomateuses; hémorragies

sous rétiniennes étendues.

2.8 Etude de la réponse proliférative spécifique d’anti-

gene

Lactivation spécifique des lymphocytes T vis a vis de 1’autoantigene a ét€é mesurée par
I’étude de la prolifération in vitro des lymphocytes préparés a partir des rates prélevées.
Les cellules ont été isolées, comptées et incubées dans des plaques de culture de 96 puits
a la concentration de 4.10° cellules par puits dans du milieu (milieu RPMI 1640 supplé-
menté avec 1% de sérum de souris, 1% d’acide aminés non essentiels, 1% de pyruvate de
sodium et S0uM de 2-mercaptoéthanol), puis incubées a 37° en présence du peptide IRBP
p1-20 pendant 72h. L’incorporation de thymidine tritiée (0.5uCi/puits) dans les puits de
culture pendant les 18 dernieres heures a permis de compter les cellules qui ont proliféré

en présence de I’antigene au compteur a scintillation.

Les splénocytes ont été répartis en quadruplicates, soit pour chaque souris 4 puits dans

du milieu de culture seul, et 4 puits en présence du peptide IRBP p1-20 a une concentra-
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tion de 10ug/ml. La moyenne des 4 puits de chaque expérience a été prise en compte. Les

résultats sont exprimés en coups par minute (cpm).

2.9 FEtudedela production de cytokines spécifiques d’an-

tigene

L’évaluation de la production de cytokines spécifiques de 1’antigene par les spléno-
cytes a été réalisées pour chaque groupe. Une quantité de 2.10° cellules a été distribuée
en triplicates dans des plaques de culture 96 puits a fond rond et incubées 72 heures soit
dans du milieu de culture seul, soit en présence du peptide IRBP p1-20 a une concentra-
tion de 10 pg/ml, soit en présence de Concavaline A a la concentration de 5 ug/ml. Les
surnageants ont été prélevés et les cytokines produites dans les puits de culture par les
splénocytes ont été mesurées. Les productions d’IL-4, d’IFN-y et d’IL17 ont été mesu-
rées a I’aide de kits ELISA (BD Bioscience®, San Jose, CA, USA) en accord avec les

instructions du fabriquant. Les résultats sont exprimés en pg/mL.

2.10 Dosage sérique des anticorps

Les taux sériques des immunoglobulines IgG spécifiques a 'IRBP ont été déterminés
dans le sérum des souris immunisées par une technique immuno-enzymatique ELISA.
Des plaques de microtitration 96 puits ont été coatées avec le peptide p1-20 IRBP a rai-
son de 0.1ug de peptide par puits (1pg/ml) dans une solution de tampon bicarbonates et
laissées une nuit a 4°C. Apres saturation des plaques avec du BSA 1%, les plaques ont été
incubées jusqu’au lendemain avec les sérums a tester dilués au 1/50 a raison de 100uL de
sérum par puits. Les plaques ont été révélées a 1’aide d’anticorps de chevre anti-IgG de
souris conjugués a la Phosphatase alcaline. Les densités optiques ont été lues a 405 nm
sur un lecteur de microplaques Dynatech MR 5000 (Dynex technology). Le taux des IgG

totales est exprimé en g/L.
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2.11 Analyse de la distribution et des caractéristiques
phénotypiques des splénocytes par cytométrie en

flux

Apres lyse des érythrocytes dans une solution d’acétate de potassium les splénocytes
ont été comptés sur lame de Malassez et distribués dans des plaques de culture 96 puits
a fond rond 2 la concentration de 10° cellules par puits dans du PBS enrichi avec 3% de
SVF (Sérum de Veau Feetal). Apres lavage, les cellules ont été incubées pendant 1h a 4°C,
a I’abri de la lumiere avec des anticorps spécifiques. Les anticorps utilisés proviennent de

chez BD Bioscience et sont utilisés & 1ug/10° cellules.

L’acquisition des cellules marquées a été réalisée par un FACScanto (BD Bioscience).
Les compensations automatiques ont été réalisées sur les splénocytes non marqués ou
marqués par les différents fluorochromes pris séparément. Les résultats obtenus ont été

analysés avec le logiciel Flow Jo (BD Bioscience).

2.12 Analyses en immunohistochimie du récepteur du
VEGF de type 2 phosphorylé

Lors du sacrifice, les yeux des souris ont été prélevés et préfixés dans une solution de
glutéraldéhyde a 4% pendant 1 heure, puis fixés dans du formaldéhyde (10%) pour 24h
minimum. Les prélevements ont été inclus en paraffine de facon a réaliser des coupes
sagittales de Sum d’épaisseur au microtome. Plusieurs étages de coupe allant de la péri-
phérie de I’ceil jusqu’au niveau du nerf optique ont été réalisés. Les coupes ont ensuite
été déparaffinées par des bains successifs de substitut au xylene puis réhydratées dans des
bains d’alcool. Les peroxydases endogenes ont été bloquées en incubant le tissu dans du
peroxyde d’hydrogene (H202) 3% pendant 20 minutes a 37°C, puis digestion enzyma-
tique par une protéinase K pendant 20 minutes a 37°C. Apres saturation avec de la BSA
6% a 4°C pendant 20min, les coupes ont été€ incubées une nuit avec 1’anticorps primaire
anti-récepteur du VEGF-2 phosphorylé (p-Flk-1, Santacruz Biotechnology), les coupes
ont ensuite été rincées et incubées une heure avec un anticorps secondaire couplé a une

peroxydase (anticorps chevre anti-lapin HRP, DakoCytomation), et révélées a I’aide d’un



44 Chapitre 2. Matériel et Méthodes

substrat chromogene le diaminobenzadine (DAB). Les coupes ont été ensuite montées
sur lamelle a I’aide d’un substitut au xyléne et lut au microscope DMR Leica pour lu-
miere blanche. Des photos ont été réalisées a 1’aide d’une caméra Sony couleur reliée au

microscope et a un ordinateur disposant d’un logiciel IM 1000.

2.13 Dosage sérique du VEGF

La concentration du VEGF circulant a été mesurée dans le sérum des souris. Les
concentrations sé€riques ont été mesurées a 1’aide du kit Mouse VEGF ELISA DuoSet,

(R&D Systems), en accord avec les instructions du fabriquant.

2.14 Dosage sérique des nitrites

Les dosages des nitrites dans les sérum des patients ont été réalisés a I’aide de la réac-
tion directe de Griess, qui est la méthode de mesure la plus communément utilisée. Les
dosages ont été réalisés au sein du laboratoire de Biochimie de 1’Hopital Cochin (Paris
V).

2.15 Analyses statistiques

Les variables ont été comparées a 1’aide du test de Student, sauf pour les variables dont
la distribution ne suivait pas une loi normale. Pour ces dernieres, un test non parametrique
a été préféré, le test signé des rangs (test de Wilcoxon). Le seuil de significativité retenu
était pour tous les tests de 5%, une valeur p < 0.05 étant considérée comme significative.
Les analyses ont été réalisées avec le logiciel SAS v8.01 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA).
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Résultats

3.1 Résultats cliniques

Nous avons réalisé trois séries de fond d’yeux a J16, J20, et J23 apres I’immunisation
sur nos 4 groupes de souris. Les fonds d’yeux ont été réalisés en aveugle et a I’aide de
notre systeme de lampe a fente couplée a une caméra numérique permettant la réalisation
de photographies simultanées du fond d’oeil. Les résultats sont exposés dans le tableau

3.1. et résumés dans la figure 3.3.

Dans le groupe témoin constitué de 10 souris soit 20 yeux, nous avons relevé a J16,
8 yeux sur 20 présentant une uvéite postérieure cliniquement significative (avec un score
strictement supérieur a 0.5). A J20 on notait 10 yeux atteints sur 20 et a J23, 13 yeux sur

20 présentaient une uvéite postérieure significative.

Dans le groupe bortezomib comprenant 10 souris, les résultats sont restés similaires au
groupe témoin avec a J16, 3 yeux sur 20 atteints d’ uvéite postérieure significative, a J20

et J23 respectivement 8 et 11 yeux sur 20 présentant une uvéite postérieure significative.

Dans le groupe Imatinib comprenant 11 souris soit 22 yeux, on notait un retard d’appa-
rition de I’inflammation oculaire avec a J16 aucun oeil atteint, mais a J20 et J23 respecti-

vement 5 puis 11 yeux sur 22 atteints d’uvéite postérieure significative.



46 Chapitre 3. Résultats

TABLE 3.1 — Résultats cliniques : Incidence de I'uvéite a J16, J20 et J23 apres I’immuni-

sation.

Les uvéites sont quotés de 0 a 4 selon le score clinique de Whitcup et coll. (voir Ta-
bleau 2.1 page 37)

J16 J20 J23
[GROUPE TEMOIN Huile 0D 0G 0D 0G 0D 0G
Souris 1 0.5] q 1.5 1
[Souris 2 1 1.75 0
[Souris 3
[Souris 4 0 0 0 0 0 1
Souris 5 0| 0,5 0| 0.5 1| 0.5
(GROUPE TEMOIN PBS
Souris 1 | | T 7
[Souris 2 0 0 0| 1 1 1
ISouris 3 0 q 0 g 0 0.5
ISouris 4 0 q 0 0 0 g
Bours 5 e | e | s

\ \ \

[GROUPE IMATINIB 0D 0G 0D 0G 0D 0G
[Souris 1 0] 0 1 0.5 1
[Souris 2 05 o.g 0 0. 1 1
[Souris 3 05 0. 1 0. 1
ISouris 4 0 q 0 0 0 0.5
ISouris 5 0.5 q 0.5 0 0 0
ISouris 6 0.5 q 1 0 1 1
ISouris 7 0 q 0 0 0 g
ISouris 8 0 04 0.5 0 1.5 0.5
ISouris 9 0 0.9 1 1.5 1.9
[Souris 10 0 0 0 0.5 0 0f
ISouris 11 0 g 0 0 0 g
EROUPE BORTEZOMIB 0D 0G 0D 0G 0D 0G
Souris 1 0.5] 04 05 0. 1

ISouris 2 0.5 1
ISouris 3

ISouris 4 0.5 0.9 1 1.9

ISouris 5 0 0 1 o 1.5 0]
[Souris 6 0 0 ) 0 0 0o
ISouris 7 0 g 0 o 0 0
[Souris 8 0 0 0| 0 1 0
[Souris 9 0 0 1 0 0.5
ISouris 10 0 [0 0 0 0 0]

\

IGROUPE SUNITINIB oD 0G oD 0G oD 0G
Souris 1 0 09 0 0q 0 0.9
ISouris 2 0 0 0 0.5 0 0.5
[Souris 3 0 q 0 o 0 0]
[Souris 4 0 0 0 0 0 0o
[Souris 5 0 0 0 0 0 0o
[Souris 6 0 0 0.5 0 0.5 0.5
[Souris 7 0 q 0 o 0.5 0.5
[Souris 8 0 q 0 o 0 0.5
ISouris 9 1.5 0.5 1 1 1.5 1.5

(En jaune pale : score de 0.5 ; En orange : score de 1 a 2 non inclus ; En rouge : score

supérieure ou égale a 2)
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FIGURE 3.1 — Photographies du fond d’oeil de souris atteintes du groupe témoin
Les 1ésions les plus fréquemment retrouvées étaient des vascularites rétiniennes et des

foyers rétiniens, focaux ou linéaires, a prédominance péripapillaires.
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FIGURE 3.2 — Résultats cliniques

Score clinique de JO a J23 (quoté selon le score clinique de Whitcup et coll.)

Score clinique a J 23
1.5- * ‘

FIGURE 3.3 — Résultats cliniques
Comparaison des scores cliniques lors du dernier examen du fond d’oeil a J23. Seule la

différence entre les groupes sunitinib et controles est significative, p=0.02).
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Dans le groupe Sunitinib comprenant 9 souris soit 18 yeux, nous avons retrouvé une
diminution significative de I’incidence des uvéites postérieures avec a J16, J20 et J23 une
seule souris présentant une uvéite cliniquement significative soit 2 yeux sur 18 jusqu’a la

fin de notre expérience.

Au final, lors de notre derniere série de fond d’yeux, réalisée 23 jours apres I’immuni-
sation, nous retrouvions un score clinique moyen de 1.1 pour le groupe témoin, de 1 pour
le groupe bortezomib (p=0.7), de 0.70 pour le groupe imatinib (p=0.28) et de 0.36 pour le
groupe sunitinib (p=0.02).

3.2 Résultats histologiques

L’analyse des coupes histologiques étagées de chacun des yeux prélevés a permis d’éta-
blir un score histopathologique pour le groupe témoin et le groupe sunitinib, dont les

résultats sont exposés dans la figure 3.4

Dans le groupe témoin la moyenne du score histopathologique était de 0.95 (+ 0.16).
Dans le groupe sunitinib le score histopathologique moyen était de 0.19 (+ 0.11) avec une

différence significative avec le groupe témoin (p=0.003).
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FIGURE 3.4 — Score histopathologique
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(a) (b)

(c) (d)

FIGURE 3.5 — Coupes histologiques.

(a) et (b) souris traitées par sunitinib. (c) et (d) souris du groupe contrdle.
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3.3 Evaluation de la réponse lymphocytaire T spécifique
de ’'IRBP

3.3.1 Mesure de I’hypersensibilité retardée in vivo

Nous avons réalisé des tests cutanés avec une injection intra dermique d’une solution
de peptide d’IRBP a J14 dans ’oreille des souris des 4 groupes. 48 heures apres 1’injec-
tion nous avons mesuré I’épaisseur de I’oreille afin d’évaluer la réponse T spécifique a

I’antigene IRBP. Les résultats sont exposés dans la figure 3.6

DTH
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FIGURE 3.6 — Hypersensibilité retardée spécifique de I'IRBP

Nous avons mis en évidence une diminution significative de la réponse T du groupe
sunitinib par rapport au groupe contrdle avec une moyenne dans le groupe contrdle de
0.13 (+ 0.02), contre 0.06 (+ 0.01) dans le groupe sunitinib (p=0.01). Il n’y avait pas de

différences significatives entre les groupes controles, bortezomib et imatinib.
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3.3.2 Réponse lymphocytaire T in vitro

3.3.2.1 Réponse proliférative des splénocytes en présence d’IRBP

Nous avons ensuite analysé la réponse des lymphocytes spécifiques a 1’antigene IRBP
en comparant la prolifération des splénocytes des rates prélevées incubées en présence
d’IRBP. Pour cela nous avons calculé les ratio entre la proliferation spécifiquement sti-
mulée par I'’IRBP et la prolifération de base en 1’absence de stimulation, en comparant les
résultats entre chaque groupe. Nous avons trouvé une diminution significative de la pro-
lifération spécifique des lymphocytes T chez les souris traitées par sunitinib, comparée
au groupe témoin et imatinib (respectivement 3.1 + 0.41, 4.35 £ 0.16 et 4.3 + 0.38 ; avec
p=0.01) (figure 3.7).
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FIGURE 3.7 — Prolifération des lymphocytes spécifique de I’antigéne IRBP

3.3.2.2 Réponse cytokinique des splénocytes

Afin de caractériser le mécanisme mis en jeu dans la prévention de 1’uvéite expérimen-
tale autoimmune par le sunitinib, nous avons voulu déterminer les réponse cytokiniques
Thl et Th17, classiquement pathogenes dans 1’uvéite, ainsi que la réponse Th2 qui traduit

la guérison de I’inflammation.

Nous avons ainsi évalué la production spécifique des cytokines par les splénocytes en
incubant des splénocytes en présence du peptide d’IRBP, et en prélevant le surnageant a

72 heures pour doser les différentes cytokines potentiellement impliquées :
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— I'IFN-y pour la réponse Thl ;

— I'IL4 pour la réponse Th2 ;

— et ’'IL17 pour la réponse Th17.
Apres stimulation de maniere spécifique en présence de peptide IRBP, nous avons constaté
une diminution significative de la production d’IL17 dans les souris du groupe sunitinib
par rapport au groupe contrdle avec dans le groupe controle 62.94 (£ 9.8) et pour le groupe
sunitinib 39.5 (% 3.5) (p=0.05).

Nous avons enstuite stimulé la sécrétion de cytokines de maniere aspécifique en pré-
sence de Concavaline A (Con A) et nous avons également mis en évidence une diminution

de la production d’IL17 du groupe sunitinib par rapport au groupe controle.

Nous n’avons pas retrouvé de différences significatives dans les taux d’IFN-y et d’IL4

entre les différents groupes (figure 3.8).
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FIGURE 3.8 — Production des cytokines IL 17, IL4 et IFN-vy par les splénocytes en pré-
sence d’IRBP
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3.3.3 Analyse des caractéristiques phénotypiques des lymphocytes T

par cytométrie en flux

Compte tenu du role central des lymphocytes CD4 dans la pathogénese de 1’uvéite au-
toimmune, nous avons souhaité quantifier cette population au sein des splénocytes des
rates prélevées, afin de rechercher si I’efficacité clinique constatée s’appuyait sur des pro-
priétés immunosuppressives, par une déplétion en lymphocytes pathogenes, ou par des

propriétés immunomodulatrices.

Nous n’avons pas retrouvé de différence dans la proportion globales de CD4 et CDS8

entre les groupes témoins et sunitinib.

Nous avons ensuite comparé les proportions de lymphocytes naifs et mémoires dans
chacune des populations. Nous n’avons pas retrouvé de différence dans les compartiments
naifs et mémoires des lymphocytes CD4 et CD8 entre les groupes imatinib et sunitinib
comparé au groupe controle (Figure3.9).

— La population moyenne de CD4 naifs du groupe témoin était de 14535 + 2096, pour

I’imatinib de 17262 + 1036 (p=0.24), et pour le sunitinib de 15614 + 1524 (p=0.69).
— La population moyenne de CD4 mémoires du groupe témoin était de 13087 + 1100,
pour I'imatinib de 15109 + 545 (p=0.08), et pour le sunitinib de 15292 + 454
(p=0.06).

— La population moyenne de CD8 naifs du groupe témoin était de 29805 + 3501, pour
I’imatinib de 33019 + 1316 (p=0.35), et pour le sunitinib de 33990 + 1790 (p=0.29).

— La population moyenne de CD8 mémoires du groupe témoin était de 5107 + 692,

pour I’imatinib de 6116 + 338 (p=0.16), et pour le sunitinib de 5405 + 481 (p=0.72).

3.4 Réponse humorale

Apres avoir caractérisé la réponse immunitaires des lymphocytes T, nous avons étudié
la réponse des lymphocytes B en quantifiant d’une part la population de lymphocytes B
au sein des splénocytes par cytométrie en flux, et d’autre part leur production d’anticorps

spécifiques a I’'IRBP.

Nous n’avons pas trouvé de différence entre les populations de lymphocytes B des

groupes témoin et sunitinib (Figure 3.10 page suivante)
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FIGURE 3.9 — Caractéristiques phénotypiques des lymphocytes T spléniques
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56 Chapitre 3. Résultats

Nous avons analysé les taux sériques d’immunoglobuline de type Ig G spécifiques a
I’IRBP dans les sérums des souris. Nous n’avons pas retrouvé de différences significatives

dans les taux d’Ig G spécifiques a 'IRBP entre les trois groupes (figure3.11).
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FIGURE 3.11 — Ig G spécifiques anti IRBP

3.5 Analyse du mécanisme d’action du sunitinib

Afin de mieux comprendre les raisons de I’efficacité du sunitinib alors qu’une molé-
cule de la méme classe thérapeutique, 1’imatinib, ne présentaient pas d’efficacité, nous
avons essayé de caractériser les tyrosines kinases qui étaient des cibles propres au suni-
tinib. Nous nous sommes intéressés au Vascular Endothelial Growth Receptor de type
2. Ce dernier est une cible particulierement intéressante pour ’'uvéite postérieure qui est
caractérisée par la mise en jeu d’une rupture de la barriere hématorétinienne et qui pré-
sente typiquement des foyers de vascularites rétiniennes. Le récepteur du VEGF de type
2 présente une forme active phosphorylée que nous avons tenter de caractériser par im-

munohistochimie. Nous avons également dosé le VEGF présent dans le sérum des souris.
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3.5.1 Analyse en immunohistochimie du récepteur du VEGF phos-

phorylé de type 2

Les coupes d’immunohistochimie ont retrouvé une expression du récepteur du VEGF
phosphorylé de type 2 au sein des couches des segments internes des photorécepteurs,
dans les couches plexiforme interne et externe ainsi que dans les vaisseaux rétiniens,
ce qui était comparable a ce qui avait été décrit dans la littérature. Il n’y avait pas de

différences significatives entre les lames des différents groupes (Figure 3.12).

(a) (b)

FIGURE 3.12 — Immunohistochimie
Analyse du récepteur du VEGF de type 2 phosphorylé en immunohistochimie sur les
coupes de rétine.

(a) Souris du groupe témoin, (b) Souris du groupe Sunitinib.

3.5.2 Dosage sérique du VEGF

Nous avons dosé le VEGF dans les sérums des souris des différents groupes. Nous
n’avons pas retrouvé de présence de VEGF en quantité mesurable dans le sérum de nos

souris, quelque soit le groupe et le traitement utilisé.
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3.5.3 Dosage sérique des nitrites

Les nitrites sont impliqués dans le stress oxydant et ont un role majeur dans I’inflam-
mation intra rétinienne et le rupture de la barriere hématorétinienne [55, 56, 57, 58]. Nous
avons dosé les nitrites dans les sérums des souris des différents groupes afin de déterminer

si I’'incidence clinique des uvéites €tait corrélée au taux de nitrites dans les sérums.

Nous avons retrouvé un taux de nitrites moyen de 3.930 + 0.21 dans le groupe témoins,
et un taux de nitrites moyen de 2.985 (+ 0.34) dans le groupe sunitinib, avec une diminu-
tion significative du taux de nitrites entre les groupes témoins et sunitinib (p=0.04) (Figure
3.13).
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FIGURE 3.13 — Dosage sérique des nitrites



59

Chapitre 4

Discussion

Dans notre étude nous avons mis en évidence une diminution de I’incidence et de
la sévérité de 1'uvéite expérimentale autoimmune chez les souris traitées par sunitinib.
Cette diminution était corrélée a un score histologique significativement diminué dans ce
groupe. Les autres traitements expérimentés n’ont pas mis en évidence d’efficacité signi-
ficative, avec un score clinique comparable aux controles pour le bortezomib, tandis que
dans le groupe imatinib nous avons retrouvé un discret retard d’incidence de I’'UEA mais

un score final comparable au groupe controle.

Des études récentes ont mis en évidence 1’efficacité du sunitinib dans les modeles ani-
maux de I’asthme et de la cirrhose hépatique, avec dans ces deux maladies une réduction
du nombre des infiltrats inflammatoires tissulaires [43, 59]. Plusieurs auteurs ont montré
également que le sunitinib était efficace de maniere significative dans le traitement du
diabéte autoimmun dans des modeles animaux comme celui des souris NOD [34, 44], et

cette efficacité semble se confirmer chez I’Homme [60, 61].

Il est intéressant de constater que, dans notre étude, le sunitinib seul a montré une
efficacité, et non I’imatinib qui est issu de la méme famille d’inhibiteurs de tyrosine kinase
et qui possede certaines cibles moléculaires communes. Dans le diabete auto-immun, les
deux molécules ont montré une efficacité comparable, mais le mécanisme exact mis en

jeu n’a pour I'instant pas été élucidé bien que plusieurs pistes aient été évoquées [34].

De nombreux auteurs ont mis en évidence I’implication de la réponse Th17, et notam-

ment de I’IL 17, dans la physiopathologie du diabete autoimmun chez le modele animal
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des souris diabétiques NOD et chez ’'Homme [62, 63, 64] De la méme maniere, la voie
Th 17 a été impliquée dans le mécanisme de ’uvéite autoimmune dans le modele expé-
rimental murin [22, 23, 6, 24, 65], ainsi que chez I’Homme dans les maladies de Behget,
de Vogt Koyanagi Harada, de Birdshot, et au sein d’un panel de patients atteints d’uvéite
postérieure [25, 26, 27].

Dans notre étude le sunitinib a montré une efficacité clinique qui semble corrélée a une
diminution significative de la réponse Th17. En effet le profil cytokinique des souris du
groupe sunitinib a montré une diminution de la réponse Th17, avec une diminution signi-
ficative de la production d”IL17 par les splénocytes stimulés soit de maniere aspécifique
par la Concavaline, soit spécifiquement par 'IRBP. Les réponses Thl et Th2 n’étaient
par ailleurs pas modifiés entre les différents groupes. Il est ainsi probable que 1’effica-
cité du sunitinib dans I’'UEA constatée cliniquement et histologiquement passe par une

diminution de la réponse Th17.

Nous avons également mis en évidence dans le groupe sunitinib une diminution de
la réponse des lymphocytes T, que ce soit in vivo, avec une diminution de la réponse
d’hypersensibilité retardée a I’antigéne, ou in vitro avec une diminution de la réponse

proliférative des lymphocytes T stimulés par I’IRBP.

Dans la littérature, Gu et al. ont retrouvé également une inhibition de la prolifération
des lymphocytes T par le sunitinib chez I’'Homme [42]. Cette inhibition était réversible
apres le retrait du traitement et ne semblait pas impliquer une apoptose des cellules T mais
un blocage de ces cellules a la fois par une accumulation en phase quiescente du cycle
cellulaire, et une inhibition de 1’expression des cytokines et des marqueurs d’activation.
Celle ci pourrait passer par un blocage de la signalisation de Zap-70 dans les cellules
T [42]. De maniere similaire, nous n’avons pas mis en évidence dans nos expériences de
déplétion des lymphocytes T et la cytométrie en flux a retrouvé des populations cellulaires
CD4 et les CD8 comparables entre les différents groupes. Ces données semble conforter
I’hypothese que le mode d’action du sunitinib n’implique pas une immunosuppression

mais une immunomodulation de la réponse.

L’ inhibition marquée de I’hypersensibilité retardée a 1’antigene (DTH) par le suniti-
nib retrouvée dans notre étude est comparable a ce qui a été décrit par Gu et al [42],
mais contrairement a Dietz et al, nous n’avons pas retrouvé d’inhibition de la DTH par

I’imatinib dans nos expériences [39].
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Nous n’avons pas mis en évidence de différence dans la réponse humorale des dif-
férents groupes, avec une sécrétion similaire d’immunoglobulines spécifiques anti IRBP
et une proportion de lymphocytes B comparable au sein des splénocytes. Ce résultat est
en adéquation avec le fait que I’'UEA est une maladie médiée pas les lymphocytes T et
non les B, et qu’il est possible de ne pas retrouver de différence dans la production des

immunoglobulines spécifiques [66].

Afin de comprendre les mécanismes de cette immunomodulation de la réponse par
le sunitinib nous avons exploré la piste du récepteur du VEGFE. En effet I'imatinib et
le sunitinib sont deux molécules proches, appartenant a la méme famille d’inhibiteur de
tyrosine kinase, mais leur cibles sont différentes et seul le sunitinib agit sur le récepteur du
VEGEF. De plus le VEGF a été impliqué dans la rupture de la barriere hémato rétinienne,
qui est un des mécanismes principaux du privilege immunitaire de 1’oeil en permettant
I’ignorance entre les antigenes rétiniens et les cellules immunologiques circulantes [67,
68, 69, 46, 70]. Le VEGF a récemment été incriminé dans la physiopathologie de I'uvéite
autoimmune [45, 71, 72, 47, 48]. On décrit 3 isoformes au récepteur du VEGF, toutes
trois inhibées par le sunitinib et le plus important semble étre le récepteur du VEGF
de type 2 [73, 74], dont a forme active est la forme phosphorylée. Nous avons analysé
en immunohistochimie les coupes de rétine avec un marquage du récepteur du VEGF
de type 2 phosphorylé, mais nous n’avons pas mis en évidence de différence entre les
groupes contrdles et sunitinib. Nous avons par ailleurs dosé le VEGF dans les sérums
des souris sans mettre en évidence de différence entre les groupes. Nous ne pouvons
néanmoins exclure 1’hypothese d’un mécanisme passant par le VEGF car il est possible
que d’autre isoformes de ce récepteurs soient mis en jeu par le sunitinib, ou que nous
n’ayons pas réussi a mettre en évidence son action sur ce récepteur. D’autres expériences
complémentaires pourraient s’avérer utiles pour explorer cette hypothese, notamment une
étude des autres isoformes du récepteur du VEGF, également inhibé par le sunitinib, un
dosage du VEGEF in situ au niveau oculaire ainsi qu’une étude in situ par Western Blot du

récepteur du VEGF phosphorylé.

Nous avons enfin voulu étudier la production de nitrites dans le sérum des souris trai-
tées par sunitinib comparé au groupe controle pour déterminer si I’effet du sunitinib dans
I’UEA passait par une réduction du stress oxydant. En effet, plusieurs auteurs ont mon-
tré que la production intra-oculaire de nitrites était associée aux dommages tissulaires
constatés lors de I'uvéite expérimentale autoimmune [75, 56, 76]. Joussen et al ont de

plus montré qu’une inhibition du VEGF permettait d’obtenir une diminution de la pro-
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duction intra-oculaire de nitrite [77]. Dans notre étude, nous avons mis en évidence une
diminution dans la quantité de nitrites au sein des sérum du groupe sunitinib comparé au
groupe témoins, ce qui semble indiquer une diminution du stress oxydant corrélée a la
moindre incidence des uvéites dans ce groupe. Néanmoins, une étude complémentaire in

situ serait nécessaire afin de confirmer ces résultats.

Plusieurs auteurs ont retrouvé chez des patients traités par sunitinib pour un cancer
du rein, une diminution de la réponse Th2, et une augmentation de la réponse Th1 asso-
ciée a un meilleur pronostic dans ce cancer ou la réponse Th2 est pathogene [78]. Ce
qui fait du sunitinib un traitement particuliecrement adapté au cancer du rein, en per-
mettant une modulation de la réponse immune vers une voie Thl de meilleure pronos-
tic, semble contradictoire avec son efficacité dans plusieurs maladies autoimmunes ou la
voie Thl est pathogene. Ainsi, dans le diabete autoimmun, la réponse Thl est considé-
rée comme responsable de I’inflammation et de la destruction des ilots de Langerhans du
pancréas [79, 80, 81, 82, 83, 84, 85]. De la méme maniere la voie Thl est pathogene dans
I’uvéite autoimmune avec la sécrétion de cytokines proinflammatoires comme 1I’'IFN-y
[15, 86, 87]. Pourtant le sunitinib semble efficace dans le traitement du diabete autoim-
mun et nos expériences ont retrouvé une nette diminution de I’incidence et de la sévérité
des uvéites autoimmunes sous ce traitement. Cette contradiction pourrait s’expliquer par
la mise en jeu d’une inhibition de la voie Th17 également pathogene dans I'uvéite au-
toimmune et le diabete autoimmun. En effet dans notre étude, nous avons trouvé une
inhibition significative de la réponse Th17 avec une inhibition de la sécrétion de I'IL.17
par les splénocytes, qui pourrait expliquer I’efficacité du sunitinib a la fois clinique et

histologique.

Dans I’'uvéite autoimmune, les deux voies Th1 et Th17 sont pathogenes mais certaines
études ont montré une importance plus grande de la voie Th17 par rapport a la voie Thl
dans I'uvéite autoimmune expérimentale ainsi que chez des patients atteints d’uvéite pos-
térieure [88, 27]. Il semble qu’il existerait une hétérogénéité de signature immunologique
dans I’uvéite autoimmune avec, pour une méme maladie, certains patients présentant une
réponse pathogene principalement Thl et d’autre une réponse centrée sur la voie Th17
[89, 27]. Le choix entre ces deux réponses pourraient s’établir treés tot au moment ou la
réaction contre I’antigene rétinien s’est installée et pourrait expliquer la grande hétérogé-

néité clinique de ces pathologies [22, 24].
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Plusieurs autres pistes seraient a évoquer pour essayer de comprendre le mécanisme
d’action du sunitinib dans la prévention de I’uvéite autoimmune, notamment celle de la
protéine Zap 70, cible du sunitinib et non de 1’imatinib, et qui semble expliquer I’inhibi-
tion de la prolifération des lymphocytes T chez I’'Homme [42], ou celle du récepteur du

PDGEF qui pourrait étre la kinase mise en jeu dans son action dans le diabete [34, 61].

Enfin, compte tenu des résultats prometteurs du sunitinib, d’autres inhibiteurs de ty-
rosine kinase pourraient étre étudiés dans I’uvéite autoimmune, notamment le sorafenib,
qui partage plusieurs cibles avec le sunitinib, en particulier le récepteur du VEGF et le
récepteur du PDGEF, et dont les propriétés immunologiques pourraient s’avérer particulie-
rement intéressantes dans le traitements des maladies autoimmunes, avec une capacité a
inhiber a la fois les cellules dendritiques et les lymphocytes T permettant une inhibition

profonde de I'induction des lymphocytes T autoréactifs[90, 91].
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Conclusion

L’uvéite autoimmune est une maladie causée essentiellement par la réaction patholo-
gique des lymphocytes T CD4 contre le soi. Ces lymphocytes sont vraisemblablement
activés contre des antigenes rétiniens, a la faveur d’un facteur déclenchant qui pourrait
étre une infection oculaire, et la chronicité de [’uvéite est li€e a une activation continue
de ces lymphocytes contre des antigenes libérés au fur et a mesure que les dommages
tissulaires se poursuivent. Les traitements principaux de 1’'uvéite autoimmune ciblent les
lymphocytes T, comme la ciclosporine ( et la rapamycine , ou leur cytokines comme les
anti TNF. Compte tenu du role central de la voie Th17 dans la physiopathologie de ’uvéite
autoimmune, de nombreux essais cliniques tentent actuellement de cibler une inhibition
de la réponse Th17, notamment avec des inhibiteurs anti IL17 ou anti IL23, et les premiers

résultats de ces essais chez ’Homme seront prochainement disponibles.

Les inhibiteurs de tyrosine kinase ont montré des propriétés immunomodulatrices favo-
rables dans le traitement de nombreux cancers, et leur utilisation semble pouvoir s’étendre
a certaines maladies autoimmunes comme le diabete, bien que leur mécanisme d’action

ne soit toujours pas caractérisé de maniere précise.

Dans notre étude, nous avons démontré 1’efficacité du sunitinib dans la prévention de
I’uvéite autoimmune expérimentale, a la fois sur les plans clinique et histologique. Cette
efficacité semble €tre liée a une immunomodulation de la réponse immunitaire avec une
diminution de la réponse Th17, ainsi qu’ une inhibition de la prolifération et de I’activa-

tion des lymphocytes T. Il reste a déterminer par quel mécanisme le sunitinib agit, en
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particulier quelle est la tyrosine kinase spécifiquement mise en jeu dans la modulation de

la réponse a I’induction de I'uvéite.

A notre connaissance il s’agit du premier rapport d’une efficacité d’un inhibiteur de
tyrosine kinase dans la prévention de 1’uvéite autoimmune. Apres avoir révolutionné le
traitement de nombreuses tumeurs, le sunitinib a étendu ses application avec succes aux
maladies autoimmunes, et semble étre une piste particulierement intéressante dans le trai-

tement de 1’uvéite expérimentale autoimmune.
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Nouvelles Approches Thérapeutiques dans I’Uvéite
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New Therapeutic Approaches for Experimental Autoimmune Uveitis

Narjisse Myriam Feraoun

INTRODUCTION : L’uvéite autoimmune est une maladie sévere, responsable de 10%
des cécités acquises de I’adulte. Les traitements cortisonés ou immunosuppresseurs clas-
siques présentent des effets secondaires lourds ce qui a amené a rechercher des alternatives

plus ciblées, privilégiant une immunomodulation de la réponse sans immunosuppression.

BUT : Le bortezomib, 1’imatinib et le sunitinib sont des pistes intéressantes dans le
traitement des uvéites autoimmunes, de part leur mode d’action et leurs propriétés anti
inflammatoires. Nous avons souhaité explorer les possibilités thérapeutiques de ces trois

molécules dans I’uvéite autoimmune expérimentale.

METHODE : Nous avons induit une uvéite en immunisant avec la protéine IRBP des
souris susceptibles C57BL/6, et nous les avons traitées a 1’aide soit de sunitinib, soit
d’imatinib, ou soit de bortezomib, afin de comparer ’incidence et la sévérité des uvéites

en fonction du traitement utilisé.

RESULTATS : Nous avons pu mettre en évidence I’efficacité du sunitinib dans la pré-
vention de I’uvéite autoimmune expérimentale, a la fois sur les plans clinique et histolo-
gique. Cette efficacité semblait étre liée a une immunomodulation de la réponse immuni-
taire avec une diminution de la réponse Th17, ainsi qu’une inhibition de la prolifération

et de I’activation des lymphocytes T.

CONCLUSION : A notre connaissance il s’agit du premier rapport d’une efficacité
d’un inhibiteur de tyrosine kinase dans la prévention de 1’uvéite autoimmune. Les inhibi-
teurs de tyrosine kinase, et en particulier le sunitinib, semblent &tre une piste potentielle-

ment intéressante dans le traitement de 1’uvéite expérimentale autoimmune.
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