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NFκB : Nuclear Factor-Kappa K 

NK : Natural Killer 

PADI : Peptidylarginine Deiminase 

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell, cellules mononucléées du sang 

PR : Polyarthrite rhumatoïde 

pTreg : Treg périphérique 

RANK : Receptor Activator of NFκB 

RANKL : Receptor Activator of NFκB Ligand 

ROS : Reactive Oxygen-Species : espèces réactives de l’oxygène 
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SPA : Spondyloarthrite 

STAT : Signal Transducer and Activator Transcription 

sTNFα : TNFα soluble 

TCR : T Cell Receptor, récepteur des cellules T 

TEC : Thymic Epithelial Cell 

Teff : Lymphocyte T effecteur 

TGFβ : Transforming Growth Factor β 

Th : T helper 

TLR : Toll-Like Receptor, récepteur de type Toll 

TNFR : TNFα receptor, recepteur du TNFα 

TNFα : Tumor Necrosis Factor α 

TRADD : Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein 

TRAF : TNF Receptor Associated Factor 

Treg : Lymphocyte T régulateur 

TSDR : Treg-Specific Demethylated Region 

tTreg : Treg thymique 

VS : Vitesse de Sédimentation 
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A. Les lymphocytes T régulateurs 

 Les lymphocytes T (LT) CD4+ sont divisés en deux grandes familles : les T effecteurs 

(Teff) et les T régulateurs (Treg). Les Teff participent à la mise en place de la réponse 

inflammatoire et sont divisés en trois populations : les Th1, les Th2 et les Th17 (Figure 1). Ces 

trois types cellulaires dérivent du même précurseur appelé Th0 mais ont des rôles bien 

distincts. 

 Les Th1 interviennent lors d’une infection par un pathogène intracellulaire. Ils sont 

caractérisés par l’expression du facteur de transcription T-bet et produisent des cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’IL (Interleukine)-12 et l’IFN (Interféron) γ. Les Th2 sont 

mobilisés lors d’infections parasitaires (Pearce et al., 2012). Ils expriment le facteur de 

transcription GATA3 et produisent de l’IL-4. Enfin, les Th17 s’activent lors d’une infection 

intracellulaire. Ils sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription RORγT et par 

la production d’IL-17 (Ivanov et al., 2006). 

 Ces trois types cellulaires sont capables de se réguler afin de favoriser leur propre 

expansion mais ne participent pas à la résolution, ni au contrôle de l’inflammation. Les 

cellules impliquées dans l’équilibre inflammatoires sont les Treg. 

 

Figure 1 : La différenciation des T effecteurs 
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1. La découverte des lymphocytes T régulateurs 

 L’étude des lymphocytes T inhibant le système immunitaire, qu’on appelle 

actuellement les Treg, a débuté au début des années 1970 dans le but de comprendre le 

phénomène de tolérance chez la souris (Gershon and Kondo, 1970). Plus tard, entre le milieu 

des années 1980 et le milieu des années 1990, la forte expression de CD5 et de CD25 ont été 

identifiées comme des marqueurs des Treg chez la souris (Powrie and Mason, 1990; 

Sakaguchi et al., 1985, 1995). Il faudra attendre la fin des années 1990 pour avoir la première 

preuve de l’activité suppressive des Treg (Takahashi et al., 1998). Les années 2000 font 

émerger l’importance du facteur de transcription « Forkhead box P3 » (FoxP3) dans les 

capacités immunosuppressives des Treg chez l’homme (Bennett et al., 2001, 2001; Wildin et 

al., 2001). A cette même époque, des chercheurs mettent en évidence l’implication de la 

mutation de FoxP3 dans le développement du syndrome IPEX (Immunodérégulation, 

Polyendocrinopathie, Entéropathie auto-immune lié au chromosome X) (Bennett et al., 

2001). A la suite de cette découverte, les Treg ont été définis comme CD4+ FoxP3+. 

L’expression d’ICOS (Inducible T-cell COStimulator) à la surface de ces cellules a été 

démontrée par la suite (Ito et al., 2008). 

2. La différenciation des lymphocytes T régulateurs FoxP3+ 

 Les lymphocytes T régulateurs FoxP3+ sont aussi appelés Treg conventionnels. 

Comme tous les LT ils trouvent directement ou indirectement leur origine dans le thymus. 

Certains vont directement se différencier dans l’organe lymphoïde primaire, ce sont les Treg 

thymiques (tTreg). Alors que d’autres sont issus de Th0 qui par l’environnement cytokinique 

se différencieront en Treg une fois en périphérie. Ils sont appelés Treg périphériques (pTreg). 

Enfin, il est possible d’obtenir des Treg in vitro, appelé Treg induits (iTreg). 

a) Implication du TCR dans la différenciation des Treg thymiques 

 Durant la différenciation des LT dans le thymus, la stimulation TCR joue un rôle 

primordial. La durée et l’intensité de cette stimulation orientent la différenciation cellulaire 

et modifient les cytokines produites (Singer et al., 2008). La première sélection qui a lieu 

dans le thymus est la sélection négative. Elle permet d’éliminer les LT CD4+ qui possèdent un 

TCR auto-réactif. Ce mécanisme est basé sur la capacité d’interaction du TCR et du complexe 

CMH II/peptide exprimé par les cellules épithéliales thymiques (TEC). Ces cellules expriment 

une grande diversité de peptides antigéniques du soi grâce à l’expression du facteur de 
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transcription AIRE (Auto-Immune REgulator) ( (Malchow et al., 2016). Si le TCR a une 

interaction trop forte avec le complexe CMH II/peptide, le LT est considéré comme auto-

réactif et est éliminé. En revanche si le LT CD4+ a une faible interaction il continue sa 

maturation. En cas d’interaction intermédiaire et en présence d’IL-2, le LT CD4+ peut se 

transformer en tTreg et exprimer FoxP3 (Figure 2). 

Une analyse plus approfondie des TCR présents à la surface des Treg a été effectuée. 

Le répertoire de TCR des T effecteurs (Teff) et des Treg ont été comparés, les décrivant 

comme très différents (Pacholczyk et al., 2006). Pour continuer dans ce sens, une étude a 

montré que l’expression de TCR de Teff issus de Treg entraine le développement de 

maladies auto-immunes confirmant la reconnaissance d’un antigène du soi par les TCR des 

tTreg (Hsieh et al., 2004). 

L’importance de la stimulation TCR dans la différenciation des tTreg a aussi été 

suggérée par les fortes expressions de CD25, de CD5 ainsi que de CTLA-4 (Cytotoxic T 

Lymphocyte-associated protein 4) qui sont dépendantes de cette stimulation. De plus, 

l’absence d’une régulation négative de la signalisation TCR par CD5 ou SHP-1 conduit à une 

augmentation de la fréquence des Treg dans le thymus (Carter et al., 2005). 

 

Figure 2 : Rôle du TCR dans la différenciation des tTreg 
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b) Rôle des cytokines dans la différenciation des Treg thymiques 

  Le TCR est donc indispensable pour la différenciation thymique des Treg mais 

plusieurs études ont montré que ce signal n’est pas suffisant pour la génération des tTreg. 

Les cytokines jouent également un rôle important dans cette différenciation (Burchill et al., 

2008). 

 L’IL-2 est la cytokine majeure qui intervient dans la différenciation des tTreg. 

L’absence de cette cytokine entraine une diminution de la fréquence de ces cellules dans le 

thymus (Fontenot et al., 2005). Le modèle actuellement proposé quant à l’action de l’IL-2 

dans la différenciation des tTreg est directement lié à la stimulation TCR. Le signal TCR 

permettrait une augmentation de l’expression de la sous unité α du récepteur à l’IL-2, le 

CD25. L’IL-2 pourrait alors stimuler le futur tTreg, entrainant l’activation de STAT5 et 

conduisant à l’expression de FoxP3 (Lio and Hsieh, 2008). L’absence de STAT5 diminue 

drastiquement le nombre de tTreg alors que son expression constitutive l’augmente, 

montrant ainsi sa nécessité dans ce mécanisme de différenciation (Burchill et al., 2007). 

Le TGFβ a aussi été suggéré comme jouant un rôle dans la différenciation des tTreg. 

Cette hypothèse a pu paraître intrigante au départ puisque le TGFβ-R1, le récepteur du 

TGFβ, est sous le contrôle de FoxP3. Cependant il a été montré que cette cytokine est 

importante dans la génération des tTreg surtout à la naissance. La suppression du TGFβ-R1 

entraine une déficience transitoire des cellules CD4+ FoxP3+ dans les premières semaines de 

la vie. Le retour à la normale du nombre de CD4+ FoxP3+ dans le thymus après quelques 

semaines est expliqué par l’augmentation de la quantité thymique d’IL-2. Cette cytokine 

n’est que peu présente dans le thymus au début de la vie. C’est à ce moment que le TGFβ 

joue son rôle dans la différenciation des tTreg mais en vieillissant, l’IL-2 augmente et devient 

suffisante pour la génération de ces derniers (Liu et al., 2008a). Le TGFβ intervient aussi dans 

la survie des précurseurs des tTreg dans le thymus. En 2010, Ouyang et ses collègues ont 

montré que le TGFβ était capable d’inhiber l’apoptose dépendante de la protéine Bim dans 

les précurseurs des tTreg, favorisant ainsi leur différenciation (Ouyang et al., 2010). 
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c) Importance du TCR dans la différenciation des Treg 

périphériques 

 Les pTreg contrairement aux tTreg sont générés en périphérie et issus de la 

différenciation de LT CD4+ conventionnels (Th0). De plus, la nature de leur TCR leur confère 

un rôle différent des tTreg. Les tTreg se différencient suite à l’interaction du TCR avec un 

peptide antigénique du soi présenté par le CMH II. En revanche, les pTreg présentent un TCR 

qui reconnait un peptide antigénique du non soi issu par exemple de la nourriture, d’un 

allergène ou de la flore commensale. Les pTreg jouent donc un rôle dans la régulation de la 

réponse immunitaire vis-à-vis d’un antigène du non soi. D’ailleurs des comparaisons du 

répertoire TCR des pTreg et des tTreg ont été effectuées et ne montrent  qu’une faible 

homologie (Lathrop et al., 2011). 

 La stimulation du TCR pour la différenciation des pTreg est indispensable et permet 

l’expression de FoxP3 (Waldmann et al., 2008). De plus, elle entraine l’expression de CTLA-4 

par les Treg, un antagoniste de CD28. Cependant, le CD28 est aussi exprimé par les pTreg 

donnant à ces cellules la possibilité d’être des cellules co-stimulatrices de Teff. Le modèle 

actuel suppose donc que l’activation du TCR permet l’augmentation de l’expression de CTLA-

4 en diminuant l’expression du CD28 et favorise ainsi l’action anti-inflammatoire. 

d) Rôle des cytokines dans la différenciation des Treg 

périphériques 

 Il a été montré qu’en plus d’une stimulation TCR et d’une co-stimulation, une grande 

quantité de TGFβ favorise la différenciation des pTreg. Cette cytokine est fortement 

impliquée dans l’expression du facteur de transcription FoxP3 (Kretschmer et al., 2005). Le 

TGFβ via son récepteur TGβ-R1 active Smad3 qui se fixe sur le gène FoxP3 permettant son 

expression (Horwitz et al., 2008). L’activation de TGFβR réprime Gfi-1, un répresseur 

transcriptionnel qui inhibe la différenciation des pTreg et des Th17 (Zhu et al., 2009). De 

plus, cette cytokine agit directement sur la régulation épigénétique de FoxP3 par l’inhibition 

de la DnmtI (DNA methyltransferase I) (Josefowicz et al., 2009). Cette importance du TGFβ 

dans l’induction des pTreg a été détournée par l’helminthe Heligmosomoide polygyrus. Ce 

parasite favorise son développement  en activant le TGFβR induisant la génération des pTreg 

(Grainger et al., 2010). 
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 Comme pour les tTreg, l’IL-2 joue un rôle important dans la différenciation des pTreg. 

Il permet l’expression de FoxP3 par l’activation de STAT5 ainsi que la prolifération et la survie 

cellulaire. Il agit aussi de concert avec le TGFβ. Ce dernier est une cytokine impliquée à la fois 

dans la différenciation des Th17 et des pTreg, deux populations dont les rôles sont 

diamétralement opposés. Lorsque l’IL-2 et le TGFβ agissent ensemble, l’IL-2 est capable de 

réprimer la différenciation Th17 en faveur de la différenciation pTreg. Cette inhibition des 

Th17 s’explique par le rôle inhibiteur de STAT5 induit par l’IL-2 sur l’expression de RORγT 

(Laurence et al., 2007). 

e) Les sites de génération des Treg périphériques 

 Pour aboutir à la formation des pTreg, il faut réunir plusieurs paramètres : une 

stimulation TCR, une co-stimulation, du TGFβ, de l’IL-2 ainsi qu’un peptide antigénique du 

non soi issu de l’alimentation, de la flore commensale ou d’un allergène présenté sur le CMH 

II. 

 A la naissance, la flore commensale et la diversité alimentaire ne sont que très peu 

développées et les sites favorisant la formation de pTreg sont donc rares. Il a été montré 

qu’au début de la vie, le site préférentiel pour la génération de ces derniers est le même que 

celui des tTreg, le thymus. Cela a été montré par l’existence d’une forte homologie des 

répertoires TCR des Treg périphériques et des Treg thymiques à la naissance (Hsieh et al., 

2006). Au cours de la vie, la flore commensale se développe et l’alimentation se diversifie. 

L’endroit propice à la génération des pTreg se trouve alors au niveau des muqueuses. Parmi 

les sites de l’immunité des muqueuse, les GALT (Gut-Associated Lymphoid tissues) ou 

plaques de Peyer jouent un rôle important dans la génération des pTreg. La capacité des 

GALT à favoriser les pTreg est due à la présence de cellules dendritiques CD103+. Elles 

présentent les peptides antigéniques du non soi et produisent une grande quantité de TGFβ 

et d’acide rétinoïque favorisant le développement des pTreg (Benson et al., 2007; Coombes 

et al., 2007). 

f) Les marqueurs majeurs des Treg 

Bien que tous les Treg ne soient pas générés de la même manière, ils partagent tous 

l’expression de certains marqueurs caractéristiques que ce soit chez l’homme ou chez la 

souris. 
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 Chez la souris l’identification des Treg est très bien définie. Ce sont des cellules CD4+ 

FoxP3+. Ces deux marqueurs suffisent à définir un Treg. Cependant chez l’homme, la 

caractérisation de ces derniers est un peu plus complexe. Cela est en partie dû à l’expression 

de FoxP3 par certains LT CD8+, NKT (Natural Killer T cells) ou Teff (Allan et al., 2007). Il a donc 

fallu trouver d’autres marqueurs pour affiner l’identification de ces cellules. Le CD25 a été 

identifié comme un marqueur des Treg. Il n’est pas spécifique de cette population cellulaire 

mais elle est la seule à l’exprimer fortement. Cette caractéristique est aussi valable pour les 

Treg murins. Les Treg humains ont aussi été caractérisés comme exprimant faiblement 

CD127, la sous unité α du récepteur à l’IL-7 (Hartigan-O’Connor et al., 2007; Liu et al., 2006). 

 Même si l’identification des Treg murins et humains est différente, ils partagent tout 

de même certains marqueurs essentiels pour leur activité immunosuppressive. C’est le cas 

de CTLA-4, directement corrélé à l’activité suppressive des Treg. Le TNFR2 (Tumor Necrosis 

Factor Receptor 2) est présent sur la majorité des tTreg que soit chez l’homme ou chez la 

souris. Il est directement lié à l’efficacité des Treg puisque les Treg murins TNFR2+ sont plus 

immunosuppresseurs que les Treg TNFR2- (Chen et al., 2008). C’est aussi le cas du CD39 qui 

intervient directement dans la perturbation locale du métabolisme due aux Treg ou encore 

l’expression du GITR (Glucocorticoid-induced TNFR-Related protein) même si ce dernier n’est 

pas directement lié à l’efficacité des Treg (Liao et al., 2012). Cependant, des marqueurs 

partagés sur les Treg murins et humains peuvent avoir des rôles différents, c’est le cas 

d’ICOS. Les Treg murin ICOS+ sont plus suppressifs que les Treg ICOS- alors que chez l’homme 

l’expression d’ICOS n’a pas été montrée comme modulant l’activité des Treg (Ito et al., 

2008). 

3. Les lymphocytes T régulateurs FoxP3- 

 Il existe d’autres populations de lymphocytes régulateurs caractérisées par l’absence 

d’expression de FoxP3. 

a) Les Tr1 

 Les Tr1 sont des LT CD4+ qui sécrètent de l’IL-10 et du TGFβ mais n’expriment pas 

FoxP3 (Roncarolo et al., 2014). Ils sont issus de LT CD4+ stimulés avec de l’IL-10 et de l’IL-27 

(Awasthi et al., 2007; Groux et al., 1997). Ces cytokines anti-inflammatoires produites par les 

Tr1 permettent l’inhibition de l’activité Th1 et Th2 (Barrat et al., 2002). Le rôle des Tr1 a été 
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décrit dans la régulation de la réaction immunitaire après une transplantation. Ces cellules 

sont bénéfiques dans l’acceptation du greffon par l’hôte mais aussi dans la sclérose en 

plaque (SEP) pour le maintien de l’homéostasie immunitaire (Astier et al., 2006; Gagliani et 

al., 2010). Plus récemment il a été montré que les Tr1 régulaient l’activité immunitaire innée 

par une modulation de l’activation de l’inflammasome ce qui n’est pas le cas des Treg FoxP3+ 

(Yao et al., 2015). 

b) Les Th3 

 Les Th3 sont des LT CD4+ caractérisés par leur forte sécrétion de TGFβ. Ces cellules 

sont générées après ingestion d’un antigène par voie orale. Les Th3 sont les principales 

cellules T à produire du TGFβ permettant ainsi la sécrétion d’Ig (Immunoglobuline) A qui 

supprime l’activité Th1 et Th2 (Fukaura et al., 1996). Les Th3 n’expriment pas FoxP3 et leur 

développement est indépendant des Treg conventionnels (Apostolou et al., 2002). 

Cependant, ils présentent des récepteurs communs à ces derniers comme CD25 ou CTLA-4  

(Takahashi et al., 2000). 

4. Le facteur de transcription FoxP3 

Les Treg sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription FoxP3. Il est 

essentiel pour le bon développement des Treg ainsi que pour la mise en place et l’efficacité 

de l’activité suppressive de ces derniers. 

a) Le gène FoxP3 

Le gène FoxP3 est situé sur le bras p du chromosome X. Il est composé de 11 exons 

qui présentent un grand degré de conservation entre la souris et l’homme (Brunkow et al., 

2001). FoxP3 est gouverné par un promoteur et de nombreuses séquences non codantes 

(CNS) qui servent de sites de fixation pour des molécules indispensables à l’initiation et au 

maintien de la transcription de ce gène (Figure 3). 

Le promoteur du gène FoxP3 est situé en amont de ce dernier. Lors de la stimulation 

TCR, les facteurs de transcription NFAT et AP-1 se fixent sur le promoteur et l’active (Mantel 

et al., 2006). La fixation additionnelle de Foxo1 et Foxo2 favorise aussi la transcription de 

FoxP3. Le promoteur de FoxP3 présente un faible potentiel d’activation ce qui rend la 

transciription de ce dernier fortement dépendante des régions activatrices présentes dans le 

gène. 
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La séquence CNS3 est située entre l’exon 1 et l’exon 2 du gène FoxP3. Ce site est lié 

aux modifications épigénétiques du gène. CNS3 permet la modification des histones qui est 

indispensable à la transcription de FoxP3 et est connue pour être l’interrupteur de son 

expression. Elle est stimulée par la protéine Rel, nécessaire au développement des Treg 

(Feng et al., 2015). CNS3 a été montré comme jouant un rôle dans l’initiation de l’expression 

de FoxP3 mais ne parait pas indispensable à son maintien, contrairement à CNS2. 

 

Figure 3 : Le gène FoxP3 et son promoteur adaptée de (Lu et al., 2017) 

La séquence CNS2 est importante dans le maintien de l’expression de FoxP3 surtout 

chez les tTreg. Cette séquence est située au sein du premier intron de FoxP3. Lors de la 

différenciation des Treg, les îlots CpG de cette séquence sont déméthylées (Toker et al., 

2013). Cette modification épigénétique permet la fixation  des molécules Rel, Creb-ATF1, 

Runx1, STAT5 ou encore FoxP3 lui-même, permettant le maintien de FoxP3 (Ouyang et al., 

2010). In vitro, les iTreg obtenus après différenciation de LT CD4+ conventionnels présentent 

des capacités immunosuppressives plus faibles associées à une plus forte méthylation de 

CNS2 comparés aux Treg ex vivo. Ces travaux démontrent le rôle important du statut de 

méthylation de CNS2 dans le maintien de FoxP3 (Zheng et al., 2010). Cette modification 

épigénétique est permise par la fixation de MBD2 (Methyl-CpG-Binding Domain protein 2) 

qui recrute la déméthylase TET1 maintenant le statut hypométhylé de CNS2. L’absence de 

MBD2 diminue le nombre de Treg ainsi que leurs capacités suppressives (Wang et al., 2013). 

Ce mécanisme est finement régulé par des molécules antagonistes de MBD2 telle que 
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Dnmt1 (DNA methyltransferase 1). Dnmt1 méthyle CNS2 déstabilisant l’expression de FoxP3. 

Cette action de Dnmt1 a récemment été montrée comme induite par l’IL-6 (Nair et al., 

2016).  

La séquence CNS1 est particulièrement impliquée dans la présence de FoxP3 dans les 

pTreg. Tout comme pour CNS2, CNS1 est située dans la partie intronique de FoxP3. Ce site 

est indispensable à l’activation de l’expression de FoxP3 après une stimulation par le TGFβ 

(Schlenner et al., 2012). Cela est dû au recrutement de Smad3 qui est capable de se fixer à 

CNS1 pour induire l’expression de FoxP3. Une déficience en CNS1 conduit à une absence de 

pTreg mais n’entraine pas le développement de maladies auto-immunes démontrant son 

rôle indispensable dans la génération des Treg périphériques mais pas dans celle des Treg 

thymiques (Josefowicz et al., 2012). 

b) Rôle des cytokines dans la régulation de FoxP3 

 L’IL-2 joue un rôle prépondérant dans l’expression de FoxP3. La stimulation du 

récepteur de l’IL-2, active la voie JAK (Janus Kinase) qui phosphoryle STAT5. Cela permet à 

STAT5 de se fixer au promoteur de FoxP3 ainsi qu’à sa séquence CNS2 activant la 

transcription. La suppression de JAK3 ou de STAT5 entraine une diminution de l’expression 

de FoxP3 dans le thymus. Cependant, des souris déficientes pour l’IL-2 et surexprimant 

STAT5 présentent un niveau de Treg normal (Thornton et al., 2004). Cette cytokine intervient 

aussi dans le maintien de l’expression de FoxP3. Cela est dû à la présence importante du 

CD25 à la surface des Treg. Plus l’expression de CD25 par les Treg est élevée, plus 

l’expression de FoxP3 est stable. Cette cytokine est aussi capable de contrer les actions de 

l’IL-6. Comme il est expliqué précédemment, l’IL-6 peut induire l’expression de Dnmt1 qui 

méthyle CNS2 diminuant la transcription de FoxP3 (Miyara et al., 2009). Cependant, l’IL-2 

permet de recruter TET1 pour favoriser la déméthylation de CNS2 (Nair et al., 2016). L’IL-6 

ainsi que d’autres cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-21 peuvent contrecarrer l’action 

de IL-2 par activation de STAT3. Ce dernier peut occuper les sites de liaisons de l’IL-2 sur 

STAT5 diminuant la transcription de FoxP3 (Laurence et al., 2012). De manière étonnante, le 

TNFα (Tumor Necrosis Factor α), une cytokine pro-inflammatoire, a été montré comme 

favorisant la voie STAT5 et l’expansion des Treg (Nguyen and Ehrenstein, 2016). 
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 Le TGFβ est aussi impliqué dans la régulation de FoxP3 en activant la voie Smad. 

Smad 3 et Smad 4 peuvent alors se fixer sur la séquence CSN1 et activer la transcription de 

FoxP3. Ce mécanisme est indispensable pour l’acquisition du phénotype et des fonctions des 

Treg en périphérie (Josefowicz et al., 2012). Le rôle du TGFβ sur les tTreg est encore peu 

compris. Certaines études montrent qu’il n’est pas indispensable à leur développement mais 

qu’une exposition prolongée au TGFβ permettrait un meilleur maintien de l’expression de 

FoxP3. 

 L’acide tout-trans-rétinoïque (ATRA) a été identifié comme jouant un rôle dans la 

différenciation des pTreg. Il agirait en augmentant l’activité du TGFβ sur la 

déphosphorylation de Smad 3 ou en diminuant l’activité pro-inflammatoire dépendante de 

l’IL-6 (Benson et al., 2007). 

c) Modifications post traductionnelles de FoxP3 

 Après sa traduction, la protéine FoxP3 peut subir différentes modifications qui vont 

moduler son action ainsi que sa présence au sein de la cellule. 

 L’acétylation est le processus qui permet l’ajout d’un groupement acétyle sur la 

protéine. Dans le cas de FoxP3, ce groupement est ajouté sur une lysine par une lysine 

acetyle-transferase (KAT). Cette modification permet une meilleure stabilité de FoxP3 et 

augmente sa capacité à lier la chromatine lui permettant de jouer son rôle de régulateur de 

la transcription (van Loosdregt et al., 2010). En plus des KAT, FoxP3 s’associe à p300 et TIP60 

pour augmenter sa stabilité. Les sites privilégiés pour l’acétylation de la protéine FoxP3 sont 

les lysines 63, 263 et 268. L’absence de p300 entraine une diminution de l’acétylation de 

FoxP3 ainsi que des Treg totaux. L’absence de TIP60 conduit au développement de maladies 

auto-immunes par une diminution de la fréquence des Treg dans le thymus et de leur 

expression de CTLA-4 (Wang et al., 2016). Il a aussi été montré que les lysine déacetyle-

transferases favorisent l’instabilité de FoxP3, indiquant ainsi le rôle important de 

l’acétylation dans le maintien de cette protéine (van Loosdregt et al., 2010). Cette 

modification post traductionnelle est aussi utilisée par les bactéries de la flore commensale 

afin de déclencher la différenciation des pTreg (Furusawa et al., 2013). 

 La sérine 418 située dans la partie C terminale de FoxP3 est sensible à la 

phosphorylation. La kinase impliquée dans ce mécanisme est encore inconnue. Cependant, 
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ce processus a été montré comme important dans le maintien de FoxP3. Dans la polyarthrite 

rhumatoïde (PR), le TNFα présent en grande quantité, est capable d’activé la phosphatase 1 

(PP1) conduisant à une déphosphorylation de FoxP3 et empêchant son bon fonctionnement 

(Nie et al., 2013). Cependant la phosphorylation de la partie N terminale de FoxP3 par CDK2, 

après une stimulation TCR, empêche le développement des Treg (Chunder et al., 2012). Il y a 

peu, deux kinases PIM1 et PIM2 ont été identifiées comme pouvant phosphoryler la partie N 

terminale de FoxP3 entrainant une diminution de son activité et donc de l’expression des 

gènes qu’il régule, comme ceux du CD25, de GITR ou encore de CTLA-4 (Deng et al., 2015; Li 

et al., 2014). 

 L’ubiquitination est une modification post traductionnelle intervenant dans la 

régulation protéique. Ce mécanisme permet l’ajout d’ubiquitines sur la partie N terminale 

des protéines conduisant à leur dégradation par le protéasome. La protéine HIF1 est capable 

de polyubiquitiner FoxP3 entrainant une diminution de cette protéine dans la cellule (Dang 

et al., 2011). L’ubiquitination est aussi favorisée par des facteurs pro-inflammatoires tels que 

les cytokines et le lipopolysaccharide (LPS).  Cependant, le phénomène inverse existe, c’est la 

désubiquitination. Elle est possible par l’activité de déubiquitinases  et intervient dans le 

maintien de FoxP3. La suppression de certaines de ces protéines comme USP7 diminue les 

capacités immunosuppressives et le nombre des Treg en périphérie mais pas le nombre de 

Treg thymique (van Loosdregt et al., 2013). L’ubiquitination semble donc jouer un rôle plus 

important dans le maintien des pTreg que des tTreg. 

5. Les fonctions immunosuppressives des lymphocytes T régulateurs 

 Les Treg sont capables de diminuer l’inflammation par de multiples mécanismes de 

différentes natures. Ils peuvent interagir de manière directe avec les CPA, produire des 

cytokines anti-inflammatoires ou encore modifier le métabolisme environnant. L’utilisation 

de tous ces mécanismes n’est pas systématique mais est fonction du lieu d’action et de 

l’environnement cellulaire. 

a) Les interactions avec les cellules présentatrices d’antigènes 

 La molécule impliquée dans le mécanisme d’interaction du Treg avec les CPA est 

CTLA-4. L’absence de cette molécule diminue grandement la capacité immunosuppressive 

des Treg conduisant à des maladies auto-immunes dépendantes des LT (Tai et al., 2012). Le 
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CTLA-4 est capable d’endocyter le CD80 et le CD86 des CPA et de les dégrader dans les 

lysosomes. Ces deux molécules sont indispensables à la co-stimulation des lymphocytes 

(Qureshi et al., 2011). Sans elles, les LT ne peuvent être activés correctement. Lors de sa 

fixation au CD80, le CTLA-4 est capable d’augmenter la production de certaines enzymes 

telles que l’indolamine 2, 3 dioxygenase (IDO) ou la nitric oxyde synthase 2  (Cobbold et al., 

2009). Les CPA IDO+ sont régulatrices chez l’homme et leur action entraine la dégradation du 

tryptophane en kynurénine, privant les Teff d’un acide aminé essentiel (Figure 4). La 

kynurénine est capable d’inhiber la prolifération des Teff et d’augmenter l’expression de 

FoxP3 par une inhibition de la voie PI3K/mTOR. 

 

Figure 4 : Rôle de l’interaction avec les CPA dans les mécanismes d’immunosuppression des Treg 

b) Les cytokines anti-inflammatoires et les granzymes 

 Le TGFβ est une cytokine anti-inflammatoire intervenant directement dans le 

maintien de l’expression de FoxP3. Il joue aussi un rôle essentiel dans la régulation des Teff. 

Dans un premier temps, il est capable de favoriser la différenciation des Treg au détriment 

de la différenciation des Th17 (Bettelli et al., 2006).  Dans un second temps, il permet aux 

Treg de produire des enzymes telles qu’IDO, favorisant ainsi la mort des Teff. L’IL-10 joue 

sensiblement le même rôle mais n’intervient pas dans la différenciation des Th17 (Figure 5). 

 Les Treg sont aussi capables d’inhiber les Teff par un mécanisme faisant intervenir le 

système perforine/granzyme (Grossman et al., 2004). Ce dernier est généralement utilisé par 

les LT CD8+ cytotoxiques pour détruire les cellules infectées. Il consiste en la libération de 

microvésicules contenant des molécules de granzyme et de perforine, après une stimulation 

TCR. La perforine troue la membrane plasmique, formant des pores et permettant l’entrée 
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de la granzyme dans le cytosol de la cellule. Elle clive alors la pro-caspase 3 déclenchant une 

cascade de signalisation conduisant à l’apoptose par relargage du cytochrome c de la 

mitochondrie dans le cytosol. Pour les Treg, le mécanisme est encore peu compris car ils 

tuent directement les Teff sans engagement de leur TCR par ces derniers (Figure 5). De plus, 

il a été montré que la granzyme pouvait avoir une action en absence de perforine dans ce 

mécanisme d’immunosuppression (Gondek et al., 2005). 

 

Figure 5 : Rôle des cytokines pro-inflammatoires et du système perforine/granzyme dans les mécanismes 

d’immunosuppression des Treg 

c) Modification du métabolisme et autres mécanismes 

d’immunosuppression 

 La modification du métabolisme passe par l’action des ectonucléotidases, CD39 et 

CD73 qui interviennent dans l’hydrolyse de l’ATP (Adénosine Tri Phosphate). La présence de 

ces deux enzymes associée à l’expression du récepteur à l’adénosine 2A2 par les Teff permet 

l’activation d’une boucle immunosuppressive. L’ATP joue un rôle de chimioattractant en cas 

d’inflammation, favorisant le recrutement des lymphocytes (Bours et al., 2006). Les Treg 

peuvent hydrolyser de l’ATP en adénosine grâce au CD39 et au CD73. L’adénosine possède 

des propriétés anti-inflammatoires et se fixe au récepteur à l’adénosine 2A2 (Figure 6). 

Lorsque ce récepteur est exprimé par les Teff, l’adénosine inhibe la prolifération de ces 

cellules (Airas et al., 1995). 

 Il existe un dernier mécanisme qui permet aux Treg d’inhiber les Teff. Il fait intervenir 

le CD25, la sous unité α du récepteur à l’IL-2. La forte expression du CD25 permet aux Treg 
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de fixer l’IL-2 de manière très efficace. Cette cytokine est nécessaire à la prolifération des LT 

en général. Par leur forte expression de CD25, les Treg sont capables de consommer une 

grande partie de l’IL-2 du milieu, favorisant leur maintien et diminuant la survie et la 

prolifération des Teff (Höfer et al., 2012) (Figure 6). 

 

Figure 6 : La modification du métabolisme et le rôle du CD25 dans les mécanismes d’immunosuppression des 

Treg 

6. Les sous populations de Treg présentes lors de la réponse T 

 Les Treg sont les principaux acteurs dans la régulation de l’inflammation et 

particulièrement celle concernant les Teff. Ces derniers sont subdivisés en plusieurs 

populations : les Th1, les Th2 et les Th17. Il a récemment été montré que les caractéristiques 

des Treg étaient différentes selon le type de Teff à inhiber (Figure 7). 

 Les Th1 sont des Teff caractérisés par l’expression du facteur de transcription T-bet. 

Des études ont montré que les Treg étaient aussi capables d’exprimer ce facteur de 

transcription. De manière intéressante, l’expression de T-bet par les Treg déclenche la 

production de CXCR3. Cette famille de molécules permet d’aiguiller les cellules dans 

l’organisme pour les mener jusqu’au lieu de l’inflammation. Les Treg CXCR3+ ont donc une 

plus grande capacité à migrer jusqu’au site d’inflammation et plus particulièrement à ceux 

riches en Th1 (Koch et al., 2009). De plus, l’absence de T-bet seulement dans les Treg 

empêche spécifiquement la régulation des Th1 par les Treg. 
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 Les Treg permettant l’inhibition de la réponse Th2 ont aussi des caractéristiques 

particulières. Ils ont été identifiés par l’étude d’IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4). Ce 

facteur de transcription est essentiel dans la différenciation des Th2. En 2009, la 

démonstration a été faite que les Treg était capable d’exprimer IRF4 (Zheng et al., 2009). Il 

s’associe avec FoxP3 pour former un complexe qui active l’expression de gènes impliqués 

dans la régulation des Th2. La suppression d’IRF4 dans les Treg entraine une augmentation 

pathogénique des Th2 et de la concentration d’IL-4. 

 Les Treg permettant l’inhibition de la réponse Th17 expriment STAT3. Ce facteur de 

transcription est la clé de voute de la différenciation des Th17. Tout comme les deux 

précédentes populations de Treg, la suppression spécifique de STAT3 seulement dans les 

Treg conduit à une augmentation des Th17 dans l’organisme (Chaudhry et al., 2009). 

 L’activité des LT folliculaires (Tfh) est aussi régulée par les Treg. Les Tfh sont résidents 

des centres germinatifs des ganglions lymphatiques, participant à l’activation des 

lymphocytes B (LB) et à la mise en place des LB mémoires. Ils sont donc très importants pour 

l’immunité humorale. Les Treg régulant les Tfh ont comme particularité d’exprimer Bcl-6, le 

facteur de transcription nécessaire à la génération des Tfh. Bcl-6 augmente l’expression de 

CXCR5 favorisant le recrutement des Treg dans les centres germinatifs (Chung et al., 2011). 

 

Figure 7 : Les populations de Treg présentes lors de la réponse T 
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B. Le Tumor Necrosis Factor α 

 La super famille des TNF (Tumor Necrosis Factor) est composée de 19 ligands et de 29 

récepteurs. Ces protéines interviennent dans des mécanismes très différents tels que 

l’apoptose, la prolifération cellulaire ou la morphogenèse mais présentent toutes une 

activité pro-inflammatoire (Aggarwal, 2003). Le TNFα est la protéine la mieux caractérisée de 

cette super famille. 

1. Le TNFα et ses récepteurs 

 Le TNFα est une cytokine dont le gène est situé sur le chromosome 6. Elle est 

caractérisée par son action pro-inflammatoire et son implication dans le développement de 

maladies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde ou la maladie de Crohn. Le TNFα 

est une protéine transmembranaire de type II de 26 kDa (mTNFα). Les 76 premiers acides 

aminés servent de peptide signal pour adresser la protéine à la membrane plasmique 

(Kriegler et al., 1988). Le mTNFα peut alors être clivé par l’enzyme TACE (TNFα Converting 

Enzyme) entre son alanine 66 et sa valine 67 pour obtenir le TNFα soluble (sTNFα). Le 

mTNFα et le sTNFα existent sous forme de mono, di et trimère. Le TNFα exerce son activité 

biologique sous forme trimérique (Black et al., 1997). 

 Le TNFα est capable de se fixer à deux récepteurs : le TNFR1 et le TNFR2. Le TNFR1 

fixe majoritairement le sTNFα alors que le TNFR2 fixe majoritairement le mTNFα. Le TNFR1 

est une protéine transmembranaire de 55 kDa possédant un domaine de mort sur sa partie  

intracellulaire et est exprimée sur la majorité des types cellulaires. Le TNFR2 est quant à lui, 

une protéine transmembranaire de 75 kDa exprimée à la surface des astrocytes, des cellules 

immunitaires, des myocytes, des cellules endothéliales ainsi que sur les cellules souches 

mésenchymateuses humaines (Irwin et al., 1999; Ware et al., 1991). Contrairement au 

TNFR1, le TNFR2 ne possède pas de domaine de mort dans sa partie intracellulaire. 

2. Régulation du TNFα 

a) Régulation transcriptionnelle du gène Tnfα 

 Le Tnfα est l’un des premiers gènes à être activé après une stimulation du TCR sur les 

LT ou une activation des monocytes ou des macrophages. Il est à noter que cette cytokine 

peut être produite par les LT par le seul engagement du TCR, la présence du CD28 étant 

facultative (Goldfeld et al., 1993). Il a été montré que le flux de calcium est suffisant pour 
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induire l’expression du Tnfα. Cependant, d’autres mécanismes sont mis en jeu pour réguler 

l’expression de ce gène. 

 La région proximale du promoteur du Tnfα est sensible à divers stimuli, entrainant 

son expression. Ces stimuli sont générés au cours d’infections bactériennes, d’infections 

virales ou encore de stress osmotique. Cette région proximale est très bien conservée chez 

les mammifères et quasiment identique chez tous les primates. La transcription du Tnfα est 

fortement régulée par la présence de multiples « Histone Acetyl Transférase » (HAT) comme 

CBP. Cette protéine est spécifiquement requise lors de l’expression du Tnfα après une 

stimulation TCR (Brinkman et al., 1999). La première HAT à avoir été identifiée comme 

régulatrice du Tnfα est AFT-2. Elle se fixe à l’AMP cyclique sur la partie proximale du 

promoteur déclenchant ainsi l’expression du Tnfα. Ce mécanisme est présent dans de 

nombreux types cellulaires et est la réponse à de multiples stimuli comme une infection par 

Mycobacterium tuberculosis, conduisant à la production de TNFα (Barthel et al., 2003). Cette 

partie proximale fait aussi l’objet de modifications épigénétiques. Ces évènements sont 

souvent des acétylations d’histones comme dans le cas de l’activation de cellules Jurkat T où 

il a été observé une acétylation de l’histone H4, favorisant la production de TNFα (Ranjbar et 

al., 2006). D’autres études ont aussi montré l’importance de ce mécanisme d’acétylation des 

histones lors d’une stimulation au LPS. Ce stimulus entraine une acétylation des histones H3 

et H4 favorisant ainsi la production de TNFα dans la lignée de monocytes humains THP-1 

(Miao et al., 2004). 

 En plus de modifications épigénétiques de type acétylation des histones, le Tnfα peut 

aussi subir des méthylations. Il a en effet été montré que la méthylation de la partie 

proximale du promoteur était liée à la régulation du Tnfα. Ce mécanisme est mis en place 

pour réprimer l’expression de ce gène. Ainsi, dans les granulocytes, une production de TNFα 

est associée à une déméthylation du promoteur (Kochanek et al., 1990). A l’inverse, 

l’hyperméthylation du promoteur du Tnfα inhibe l’expression de ce dernier dans les cellules 

HeLa (Kochanek et al., 1991). 

 Pour terminer, il existe un dernier mécanisme permettant de réguler l’expression du 

Tnfα. C’est l’interaction intra-chromosomique. Ce mécanisme est mis en place via des sites 

hypersensibles (HSS) présents sur le gène et permet l’interaction entre deux régions ou sites 
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présents sur le même chromosome. Plusieurs interactions concernant le Tnfα ont été 

montrées. La première a lieu entre le promoteur du Tnfα et le HSS-9, le second entre le 

promoteur du Tnfα et le HSS+3 et enfin la troisième entre le HSS-9 et HSS+3 (Tsytsykova et 

al., 2007). Ces trois associations permettent la formation d’une double boucle d’ADN 

favorisant la fixation de NFAT aux régions régulatrices du promoteur du Tnfα déclenchant sa 

transcription. 

b) Mécanismes post-transcriptionnels de régulation du Tnfα 

 Les modifications ayant lieu après la transcription permettent de maintenir un 

équilibre dans la production de TNFα.  Le premier mécanisme qui intervient est celui qui 

stabilise l’ARNm. Les ARNm sont des molécules très instables. Leur stabilité est liée à la 

présence ou non d’éléments déstabilisants. Les plus connus, sont des éléments riches en 

adénosine et en uracile (ARE) situés dans la région 3’ non transcrite du gène. Dans le cas de 

la régulation de l’ARNm du Tnfα, l’élément ARE permet le contrôle du transport, de la 

stabilité et de la traduction de l’ARNm (Espel, 2005). L’absence de l’ARE du Tnfα entraine 

une augmentation de la production de TNFα et est impliquée dans le développement de 

modèle d’arthrite ou de maladie de Crohn chez la souris (Mijatovic et al., 2000). La 

tristetraproline, une protéine naturelle, a été identifiée comme déstabilisant l’ARNm du 

Tnfα. Elle permet l’inhibition de la production de la protéine dans les macrophages. 

L’absence de la tristetraproline chez la souris conduit au développement d’un phénotype 

inflammatoire complexe composé d’arthrite, de dermatite, de conjonctivite et d’une 

hyperplasie myéloïde étant la résultante d’un excès chronique de TNFα (Taylor et al., 1996). 

 D’autres mécanismes de régulations du Tnfα font intervenir des micro ARN (miRNA). 

Les miRNA interagissent avec l’ARNm déclenchant la suppression, l’activation ou la 

destruction de ce dernier. Le miR-125b a été identifié comme ciblant directement l’ARNm du 

Tnfα diminuant fortement sa traduction. A contrario, le miR-369-3p a été montré comme 

favorisant la traduction de l’ARNm. Toutes ces études montrent les multiples mécanismes 

permettant la régulation fine de la production de TNFα (Vasudevan et al., 2007). 
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3. La signalisation du TNFR1 

a) Le TNFR1 

 Le TNFR1 est un récepteur transmembranaire composé d’un domaine extracellulaire, 

d’un domaine transmembranaire et d’un domaine intracellulaire. Ils sont respectivement 

composés de 190, 23 et 221 acides aminés. La partie extracellulaire du TNFR1 comprend 4 

domaines riches en cystéine , directement impliqués dans la fixation du TNFα, qui sont la 

signature des récepteurs de la superfamille du TNF (Tuma et al., 1995). Les parties N-

terminales de ces domaines jouent aussi un rôle dans la formation d’un complexe 

d’assemblage qui favorise la trimérisation du récepteur. La partie intracellulaire est 

caractérisée par la présence de domaine de mort. 

 Lorsque le TNFα se fixe au TNFR1, il peut entrainer la formation de deux complexes 

de signalisation bien distincts. Le premier d’entre eux est le Complexe I. Il contrôle 

l’expression de protéines anti-apoptotiques afin d’empêcher la mise en place du mécanisme 

de mort cellulaire. En revanche, le second complexe, appelé Complexe II (IIa et IIb) ou DISC 

(Death Inducing Signaling Complex), déclenche l’apoptose après internalisation du récepteur 

(Micheau and Tschopp, 2003).  

b) L’implication de la signalisation TNFR1 dans la survie et la 

prolifération cellulaire 

 Le TNFR1 possède une partie extracellulaire riche en cystéine qui lui permet la 

fixation du sTNFα. La partie intracellulaire de ce récepteur présente une séquence conservée 

de 80 acides aminés appelée domaine de mort. La fixation du sTNFα sur le TNFR1 entraine 

une translocation du récepteur dans les rafts lipidiques de la membrane plasmique. Cette 

étape est essentielle pour l’activation de la voie NFκB (Legler et al., 2003). Cela permet le 

recrutement de la molécule TRADD (TNFR1-Associated Death Domain) via le domaine de 

mort  déclenchant la liaison de la sérine/thréonine kinase RIPK1 au domaine de mort (Hsu et 

al., 1995). Ce processus est la première étape vers l’assemblage du Complexe I. 

 Par la suite, RIPK1 favorise le recrutement de TRAF2 (TNFR Associated Factor 2) qui se 

lie à son domaine de fixation situé sur la partie amino terminale de TRADD. Cette cascade de 

signalisation se poursuit en facilitant l’interaction entre TRAF2 et des inhibiteurs de 

l’apoptose : cIAP1 et cIAP2. Ces deux molécules sont importantes dans l’activation de la voie 
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NFκB (Fotin-Mleczek et al., 2002). Elles favorisent le recrutement de LUBAC (Linear UBiquin 

Assembling Complexe) qui lui-même facilite l’interaction de RIPK1 avec le complexe IKK. Ce 

dernier est composé de 3 molécules : IKKα, IKKβ et NEMO (NFκB Essential MOdulator). Une 

fois activé, le complexe IKK phosphoryle l’inhibiteur de la voie NFκB, IκBα. Cet inhibiteur 

permet de garder la molécule NFκB dans le cytoplasme, empêchant l’activation de la voie de 

signalisation. La phosphorylation d’IκBα entraine la libération de NFκB et sa translocation 

dans le noyau conduit à l’activation de la voie de signalisation de la survie cellulaire (Israël, 

2010) (Figure 8). 

 

Figure 8 : Implication de la voie de signalisation du TNFR1 dans la prolifération et la survie cellulaire adaptée 
de (Kalliolias and Ivashkiv, 2015) 

 RIPK1 n’intervient pas seulement dans l’activation de la voie NFκB. Il peut aussi 

entrainer l’activation de la voie des MAPKK. Pour cela, il interagit avec TAK1 (TGFβ Activated 

Kinase 1), TAB2 (MAPB3K16 binding Protein 2) et TAB3 (MAPB3K16 binding Protein 3). TAK1 

est alors capable de phosphoryler les protéines MAPKK qui phosphorylent Junc (JNK). La voie 

de signalisation JNK permet la libération du facteur de transcription AP1 favorisant 

l’expression de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, la réponse inflammatoire ou 

dans la survie cellulaire. TAK1 ne joue pas qu’un rôle dans l’activation de la voie JNK, c’est 

aussi un inhibiteur naturel de la voie NFκB (Wang et al., 2001). Il maintient la 

phosphorylation d’IKKα, empêchant ainsi l’activation de la voie NFκB. L’interaction de TAK1 

avec RIPK1 stoppe l’inhibition d’IKKα. L’activation de la voie de signalisation du TNFR1 par le 
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Complexe I permet donc à la fois l’activation de la voie NFκB et de la voie JNK favorisant la 

prolifération cellulaire, la survie cellulaire ainsi que l’inflammation (Figure 8). 

 Certaines modifications post-traductionnelles jouent un rôle essentiel dans la 

signalisation du TNFR1. C’est le cas de l’ubiquitination. Ce processus est majoritairement 

connu pour la dégradation des protéines par le protéasome en polyubiquitinant la valine en 

position 48 de la protéine à dégrader. Dans notre cas, l’ubiquitination va avoir pour but de 

renforcer les interactions entre certaines molécules afin d’en augmenter la stabilité en 

modifiant des résidus de lysine (K63) ou de méthionine (M1). Le mécanisme fait intervenir 

de manière séquentielle trois ubiquitinases : E1, E2 et E3. E1 permet d’activer le mécanisme 

d’ubiquitination, E2 permet l’ajout de l’ubiquitine et E3 attache la chaine de résidus 

ubiquitinés à la protéine cible (Hsu et al., 1995). La formation de ces chaines de molécules 

ubiquitinées permet de créer un réseau entre les protéines et favorise le recrutement de 

certains complexes comme LUBAC. Il est recruté grâce à des chaines de K63 ubiquitinées 

associées à cIPA1 et cIAP2 et favorise l’interaction entre RIPK1 et NEMO par une chaine de 

M1 ubiquitinée (Haas et al., 2009). Sans la présence de ces chaines, il n’y a pas d’activation 

de la voie JNK ni de la voie NFκB par RIPK1. Le statut d’ubiquitination des protéines de la voie 

du TNFR1 est donc clé dans la signalisation dépendante du Complexe I. 

c) Rôle de la signalisation TNFR1 dans le mécanisme d’apoptose 

 Le domaine de mort est une séquence conservée qui a aussi été identifiée sur la 

partie intracellulaire du récepteur FAS. L’activation de ce récepteur entraine le recrutement 

du complexe DISC conduisant à l’activation de la caspase 8 et au déclenchement de 

l’apoptose de manière classique. Concernant le TNFR1, ce n’est pas aussi simple car comme 

décrit précédemment, le domaine de mort de ce récepteur est capable d’induire la 

prolifération cellulaire. Le mécanisme qui induit la mort cellulaire par le TNFR1 est 

autrement plus complexe que celui de FAS. Il fait intervenir le Complexe IIa et le Complexe 

IIb. 

 La molécule clé qui définit si l’activation du TNFR1 conduira à l’apoptose ou à la 

survie cellulaire est RIPK1. Cette molécule peut modifier son statut d’ubiquitination et ainsi 

influencer la signalisation du TNFR1. Comme exposé précédemment, une ubiquitination de 

RIPK1 permet l’interaction avec NEMO et IKK mais inhibe aussi de la formation des 
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Complexes IIa et IIb (Enesa et al., 2008). L’absence d’ubiquitination de RIPK1 détache RIPK1 

de la membrane. Une fois libre dans le cytosol, elle va s’associer avec d’autres protéines 

pour déclencher la mort de la cellule. Le statut d’ubiquitination de RIPK1 est gouverné par 

plusieurs protéines mais la plus importante est la déubiquitinase CLYD. Elle empêche 

l’activation de la voie NFκB (Wang et al., 2008b). CLYD agit directement sur la destruction 

des chaines de lysine et de méthionine ubiquitinées entrainant un désassemblage entre 

RIPK1 et les complexes IKK et JNK. Une fois libre dans le cytosol, RIPK1 s’associe avec TRADD, 

FADD, un homodimère de la pro-caspase 8 ainsi qu’avec FLIPL pour former le Complexe IIa. 

La formation de ce dernier est initiée par RIPK1 mais est cependant inhibé par FLIPL facilitant 

ainsi la mise en place de l’apoptose. Une fois le Complexe IIa assemblé, la pro-caspase 8 par 

son activité auto catalytique libère la caspase 8 dans le cytosol déclenchant ainsi le 

mécanisme apoptotique classique (Micheau and Tschopp, 2003) (Figure 9). 

 

Figure 9 : La signalisation TNFR1 dans le déclenchement de l’apoptose dépendant du Complexe IIa adaptée 
de (Brenner et al., 2015) 

 Un mécanisme alternatif au Complexe IIa existe pour déclencher l’apoptose. Ce 

processus se met en place lorsqu’il y a absence des protéines cIPA1 et cIAP2. L’absence de 

ces deux molécules empêche l’ubiquitination de RIPK1 et permet son détachement du 

Complexe I au niveau de la membrane. La grande différence entre la formation du Complexe 

IIa et du Complexe IIb est l’implication de la protéine TRADD. L’assemblage du Complexe IIb 

est totalement indépendant de TRADD. Ce complexe est le résultat de l’interaction entre 

RIPK1, RIPK3, la pro-caspase 8 et FLIPL (Tenev et al., 2011). L’apoptose est ensuite 
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déclenchée de manière similaire au Complexe IIa. De plus, il faut un clivage et une 

inactivation de RIPK1 et RIPK3 pour que l’apoptose puisse être effective (Figure 10). 

 L’élément déclencheur de la formation du Complexe IIb est l’absence des protéines 

cIAP. Cet évènement peut apparaître en présence de la protéine DIABLO. C’est une molécule 

activatrice des caspases provenant des mitochondries. Elle est capable de déclencher la 

polyubiquitination de cIAP1 et cIAP2 conduisant à leur dégradation par le protéasome (Du et 

al., 2000). 

 

Figure 10 : La signalisation TNFR1 dans le déclenchement de l’apoptose dépendant du Complexe IIb adaptée 
de (Brenner et al., 2015) 

d) Rôle de la signalisation TNFR1 dans le processus de 

nécroptose 

 La signalisation TNFR1 est capable de déclencher un autre mécanisme de mort 

cellulaire, la nécroptose. Contrairement à l’apoptose qui n’est pas inflammatoire, la 

nécroptose entraine une forte inflammation lors de la mort de la cellule et est indépendante 

des caspases. Le processus de nécroptose conduit à un gonflement de la cellule jusqu’à la 

rupture de la membrane plasmique et à la libération du contenu cellulaire dans le milieu 

extracellulaire (Galluzzi et al., 2012). 

 Tout comme dans l’induction de l’apoptose, c’est la protéine RIPK1 qui est maitresse 

dans le déclenchement de la nécroptose. Ce mécanisme se met en place lorsque que RIPK1 
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n’est pas ubiquitiné et quand  RIPK1 et RIPK3 ne sont pas dégradés par FLIPL (Zheng et al., 

2006). De plus, il a été montré que FLIPS est capable de s’associer à la pro-caspase 8 inhibant 

totalement l’activité catalytique de cet hétérodimère, laissant RIPK1 et RIPK3 actifs. Le 

processus de nécroptose se poursuit par l’assemblage de plusieurs protéines RIPK3 entre 

elle et de RIPK1 formant le complexe appelé nécrosome (Li et al., 2012). La formation de ce 

complexe est fortement liée à l’activité kinase de RIPK1 et RIPK3. Le nécrosome ne peut être 

formé que si ces protéines sont phosphorylées. 

 La nécroptose peut aussi être déclenchée en cas d’absence de la protéine cIPA2 et de 

l’inactivation des caspases. Comme décrit précédemment, cIPA2 peut être inhibé par CLYD 

entrainant le détachement de RIPK1 du Complexe I. La modification du complexe LUBAC est 

aussi une des causes du déclenchement de la nécroptose. Il a été montré que l’absence de la 

protéine Sharpin, un composant du complexe LUBAC, empêche la formation de la chaine de 

méthionines ubiquitinées sur RIPK1 déclenchant ainsi la nécroptose. LUBAC a donc été 

identifié comme un inhibiteur de la nécroptose (Vanlangenakker et al., 2011). L’étape finale 

avant le déclenchement de la nécroptose est la phosphorylation de MLKL. Il a été montré 

que cette modification est due à l’activité kinase de RIPK3 (Murphy et al., 2013). Par la suite 

MLKL se multimérise pour s’associer au phosphatidylinositol et déclencher la nécroptose (Cai 

et al., 2014) (Figure 11). 

 

Figure 11 : Implication de la voie de signalisation du TNFR1 dans la nécroptose adaptée de (Brenner et al., 
2015) 
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4. La signalisation TNFR2 

a) Le TNFR2 

 Le TNFR2 est le second récepteur du TNFα. C’est une protéine de 439 acides aminés 

dont la partie intracellulaire est très conservée entre les espèces. Le TNFR2 a été montré 

comme important dans la régulation de l’inflammation dans le poumon ou dans le cas de la 

malaria chez la souris (Stoelcker et al., 2002). L’implication du TNFR2 a aussi été démontrée 

dans plusieurs maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoïde, la maladie de 

Crohn ou encore la sclérodermie (Dieudé et al., 2002). Contrairement au TNFR1, le TNFR2 

est présent seulement sur les cellules immunitaires, les cellules endothéliales et les cellules 

nerveuses. 

b) Le rôle de la signalisation TNFR2 dans la survie et la 

prolifération cellulaire 

 La signalisation du TNFR2 est activée par la trimérisation du mTNFα. Cette 

multimérisation est indispensable pour permettre la transduction du signal via le TNFR2. 

Cela permet le recrutement de TRAF2 et sa fixation sur la partie intracellulaire du TNFR2. 

Cette protéine est le principal régulateur de la signalisation du TNFR2 permettant l’activation 

de gènes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire (Rothe et al., 1995). La fixation 

de TRAF2 au TNFR2 permet le recrutement de cIPA1 et cIAP2. La suite de la voie de 

signalisation permet l’activation de la voie NFκB ainsi que la production du facteur de 

transcription AP1 conduisant à l’expression de gènes impliqués dans la prolifération et la 

survie cellulaire. Le TNFR2 permet donc une activation similaire à celle permise par le TNFR1 

mais indépendamment des domaines de morts (Hauer et al., 2005) (Figure 12). 

 La protéine clé de la signalisation du TNFR2 est TRAF2. Sa présence est indispensable 

à l’activation de la voie NFκB. La régulation de cette protéine est donc intimement liée à la 

régulation de la voie de signalisation du TNFR2. Il a d’ailleurs été montré que l’augmentation 

de l’expression du TNFR2 entrainait une diminution de la quantité de TRAF2 dans la cellule 

permettant l’autorégulation de la voie de signalisation (Rodríguez et al., 2011). Cette 

dégradation est en partie due aux acides aminés 343-379 du TNFR2. La mutation de cette 

partie du récepteur empêche la régulation de TRAF2. Cependant la fixation de TRAF2 à cette 

séquence d’acides aminés n’est pas nécessaire pour entrainer sa dégradation. Cette 
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séquence favorise l’interaction entre TRAF2 et la polyubiquitinase E2. Cette protéine permet 

l’ajout d’une chaine d’ubiquitine sur TRAF2 entrainant sa dégradation par le protéasome 

(Wu et al., 2005). Il a aussi été montré que les protéines cIPA1 et cIAP2 sont capables de 

dégrader TRAF2. Plusieurs études ont identifié des protéines intermédiaires telles que 

AIMP2, qui favorisent l’interaction de TRAF2 avec les protéines cIAP conduisant à sa 

polyubiquitination et à sa dégradation par le protéasome (Choi et al., 2009). Cependant 

cette modification post-traductionnelle de TRAF2 peut favoriser l’activation de la voie de 

signalisation. C’est le cas lorsque l’ubiquitination est due à la polyubiquitinase USP31. Elle 

permet l’ajout de plusieurs ubiquitines sur la lysine 43 contrairement à la polyubiquitinase 

E2 qui les ajoute sur la lysine 38. Cette modification de la lysine 43 entraine l’activation de la 

voie JNK conduisant à l’expression de gènes impliqués dans la prolifération et la survie 

cellulaire (Tzimas et al., 2006). 

 

Figure 12 : La signalisation du TNFR2 adaptée de (Brenner et al., 2015) 

5. L’interférence fonctionnelle entre la signalisation TNFR1 et TNFR2 

 Les deux récepteurs du TNFα partagent plusieurs molécules au sein de leurs voies de 

signalisation respectives. Le TNFR2 conduit à la survie et à la prolifération cellulaire. Il n’est 

pas lié à l’effet cytotoxique du TNFα. Cependant de nouvelles études portent à croire que le 

TNFR2 pourrait permettre le déclenchement de la voie du TNFR1 conduisant à l’apoptose 

quand les deux récepteurs sont exprimés par la cellule. Ce processus est dû à la capacité du 
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TNFR2 à induire la dégradation de TRAF2 et à annuler l’effet anti-apoptotique de sa voie de 

signalisation. TRAF2 est la pierre angulaire de l’effet cytotoxique de la voie de signalisation 

du TNFR1. Lorsque que TRAF2 vient se fixer sur le TNFR1 cela inhibe l’activité du récepteur 

empêchant ainsi la mort cellulaire (Fotin-Mleczek et al., 2002). Quand le TNFR1 et le TNFR2 

sont activés de manière simultanée, le TNFR2 dégrade TRAF2, empêchant la liaison de cette 

protéine aux protéines cIAP déclenchant l’apoptose via la signalisation du TNFR1. 

L’ensemble de ces travaux montre la subtilité des signalisations cellulaires induites par le 

TNFα conduisant directement à la mort cellulaire par le TNFR1. 

6. La régulation des gènes par le TNFα 

 Le TNFα étant une protéine pléiotrope, les gènes qu’il régule dépendent autant du 

type cellulaire sur lequel il agit que des conditions environnementales. Cette cytokine est 

aussi capable d’induire l’expression de gènes en fonction de sa cinétique de production et de 

modifier la réaction de certaines cellules aux stimuli extérieurs. 

a) Le TNFα et le remodelage de la chromatine 

 Au niveau cellulaire, le TNFα est capable de moduler l’expression de multiples gènes. 

Par exemple, il permet l’augmentation de l’expression de l‘IL-6 par les macrophages et les 

fibroblastes de types synoviocytes (FLS) mais diminue la production d’IL-6 des neutrophiles 

(Zimmermann et al., 2015). Cette modification de l’expression des gènes est majoritairement 

due à la capacité de modification de l’état de condensation de la chromatine. 

 Le TNFα peut modifier l’état de condensation de la chromatine en particulier dans les 

FLS. Ces cellules sont présentes dans les articulations de patients atteints de PR. Le TNFα est 

capable d’augmenter le niveau d’expression de gènes directement impliqués dans la 

production de cytokines et de chimiokines inflammatoires (Lee et al., 2013). Cependant, le 

microenvironnement joue aussi un rôle important dans la réponse de certaines cellules au 

TNFα et cela indépendamment du remodelage de la chromatine. Dans le cas des 

macrophages, des monocytes et des cellules dendritiques, il a été montré qu’un engagement 

des TLR et des récepteurs des prostaglandines en association avec le TNFα permettait une 

modification du transcriptome aboutissant à un état inflammatoire de ces cellules (Nakano 

et al., 2013). L’ensemble de ces travaux met en évidence un rôle important du TNFα dans la 

mise en place d’une situation inflammatoire par la régulation des gènes. 
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b) Les cinétiques d’expression des gènes induits par le TNFα 

 Le TNFα est capable d’induire l’expression de gènes de manière plus ou moins rapide 

selon l’état de condensation de la chromatine. Le cas le plus simple et le plus rapide se 

présente lorsque la chromatine du gène cible est déjà accessible. Dans cette situation, le 

TNFα permet l’activation de la voie NFκB conduisant à la transcription du gène (Figure 13). 

 

Figure 13 : Activation rapide de l’expression de gènes par le TNFα adaptée de (Kalliolias and Ivashkiv, 2015) 

 Le TNFα est aussi capable d’entrainer l’expression de gènes dont la chromatine n’est 

pas accessible au moment de l’activation de la voie de signalisation. La vitesse d’expression 

de ces gènes est dite intermédiaire. Lors de ce processus, le TNFα entraine indirectement un 

remodelage de la chromatine. Actuellement deux mécanismes distincts ont été identifiés 

comme intervenant dans la modification de la condensation de l’ADN après une activation 

de la cellule par le TNFα. Le premier fait intervenir la production d’IFNβ. La voie de 

signalisation du TNFα est capable d’entrainer la production d’IFNβ. Cette cytokine peut 

ensuite par action autocrine se fixer sur son récepteur IFNR (Yarilina et al., 2008). La voie de 

signalisation découlant de l’activation de ce récepteur active la voie JAK/STAT et 

particulièrement STAT1. Cette dernière collabore ensuite avec le complexe d’activation de la 

voie NFκB, aboutissant à un remodelage de la chromatine et à l’expression de gènes cibles. 

Ce mécanisme est notamment utilisé pour l’induction de l’expression des gènes codants 

pour CXCL9 ou CXCL10 (Yarilina et al., 2008). Le second mécanisme fait intervenir la protéine 

IκBζ. Il a été montré que le TNFα, en synergie avec des agonistes du TLR8 ou des cytokines, 

induit la production de cette protéine (Zimmermann et al., 2015). IκBζ est un co-activateur 
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recruté au niveau du promoteur du gène cible par NFκB et favorise le remodelage de la 

chromatine permettant l’expression du gène (Figure 14). 

 

Figure 14 : Activation intermédiaire des gènes par le TNFα adaptée de (Kalliolias and Ivashkiv, 2015) 

 Les derniers types de gènes que le TNFα est capable d’induire, sont dits à expression 

tardive. Ce phénomène est dû au grand nombre de modifications de la chromatine 

nécessaire à la transcription ainsi qu’à la présence de répresseurs nucléaires comme NCoR1. 

Cette protéine permet de réprimer l’expression d’un ensemble de gènes gouvernés par le 

TNFα (Hargreaves et al., 2009). NCoR1 favorise le recrutement d’histones désacétylases 

(HDAC) et particulièrement la HDAC3 ainsi que de MeC2P (Methyl CpG Binding Protein 2). 

HDAC3 élimine les groupements acétyles présents sur les histones du promoteur du gène 

cible, rendant inaccessible la chromatine. Cela permet de retarder l’expression de gènes 

induits par le TNFα et expliquant un délai avant leur expression malgré la stimulation (Figure 

15). L’importance de ce mécanisme a été démontrée dans des macrophages. L’absence de 

MeC2P dans ces cellules conduit à une forte augmentation de l’expression de gènes pro-

inflammatoires après une stimulation par du TNFα (Cronk et al., 2015). 
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Figure 15 : Répression des gènes inductibles par le TNFα adaptée de (Kalliolias and Ivashkiv, 2015) 

c) Altération de la réponse cellulaire aux stimuli extérieurs 

 L’environnement et les stimuli extérieurs permettent de modifier l’état d’activation 

de la cellule. Cependant, certaines molécules sont capables de faire varier la réponse 

cellulaire face à un même stimulus. C’est le cas du TNFα. Il a été montré que cette cytokine 

peut par exemple augmenter la réaction inflammatoire des FLS après une stimulation avec 

des IFN. De manière opposée, le TNFα est capable de diminuer la réponse inflammatoire des 

macrophages face à une stimulation LPS, diminuant ainsi le risque d’une réaction 

inflammatoire létale (Park et al., 2011). 

 Les mécanismes permettant ces modifications de réactions cellulaires sont 

majoritairement dus à la capacité de remodelage de la chromatine du TNFα. Une stimulation 

par cette cytokine favorise la production de protéines telles que CXCL10 conduisant à la 

production de l’ARNm IP-10. Cet ARNm est très important dans la réponse cellulaire aux IFN. 

La production d’IP-10 en amont de la stimulation IFN, permet d’avoir une réponse plus 

rapide et plus forte de la signalisation IFN lorsque celle-ci est activée (Sohn et al., 2015). De 

plus, une présence permanente de TNFα peut entrainer l’accumulation de STAT1 dans la 

cellule et ainsi favoriser de manière permanente ou prolongée, l’expression de gènes pro-

inflammatoires. Cependant, le TNFα est aussi capable de réprimer le remodelage de la 

chromatine de certains gènes. C’est le cas lors de la stimulation des macrophages par du LPS. 
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La présence de TNFα favorise la production d’IκBα qui régule négativement la voie 

d’activation dépendante du LPS (Park et al., 2011). 

7. Les lymphocytes T régulateurs et le TNFα 

 Les Treg sont les cellules maitresses dans la régulation de l’inflammation. Tout 

comme les autres cellules immunitaires, ils expriment les deux récepteurs du TNFα : le 

TNFR1 et le TNFR2. Il est a noter, que l’expression du TNFR1 est particulièrement faible et à 

peine détectable à la surface des Treg. En revanche, 30 à 40% des Treg expriment le TNFR2 

dans la rate de souris naïve. Ces cellules sont donc potentiellement sensibles à l’action du 

TNFα.  

 Depuis une dizaine d’année, plusieurs études se sont intéressées à l’action du TNFα 

sur l’activité des Treg. Les premiers travaux ont mis en évidence un rôle important du TNFR2 

à la surface de ces cellules. L’expression de ce récepteur a été identifiée comme un meilleur 

marqueur d’activité des Treg que le CD25 qui était auparavant utilisé  (Chen et al., 2008).  La 

co-expression du TNFR2 et du CD25 par les Treg permet d’identifier les Treg les plus 

immunosuppresseurs chez la souris (Chen et al., 2010). L’expression du TNFR2 a aussi été 

montrée à la surface des Treg chez l’homme (Annunziato et al., 2002). Dans le cas de la 

malaria, une augmentation de la fréquence des Treg TNFR2+ en condition inflammatoire 

peut être considérée comme un indicateur de l’augmentation de l’activité suppressive des 

Treg (Minigo et al., 2009). Cette idée des Treg TNFR2+, plus actifs que les autres, est 

corroborée par le fait que dans certains cancers, une infiltration de cette population de Treg 

est augmentée dans des tumeurs solides (Kryczek et al., 2009). Par la suite les marqueurs 

d’immunosuppression à la surface des Treg TNFR2+ ont été étudiés et il a été montré que ces 

Treg, que ce soit chez l’homme ou chez la souris, ont une expression du CTLA-4 plus 

importante que les Treg TNFR2- (Chen et al., 2008). 

 Après avoir caractérisé ces Treg, l’action directe du TNFα a été étudiée afin de mieux 

comprendre ce mécanisme. Il a été montré que le TNFα est capable d’activer les Treg et de 

les faire proliférer via le TNFR2 (Chen et al., 2007). Cette cytokine pro-inflammatoire favorise 

aussi la survie des Treg par ce même récepteur en augmentant la production de la protéine 

Trx-1, une molécule anti-oxydante (Mougiakakos et al., 2011). Pour terminer, le TNFα agit en 

synergie avec l’IL-2 pour augmenter l’expression du CD25 ainsi que de STAT5 phosphorylé 
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dans les Treg. De plus, ces deux cytokines permettent l’augmentation de l’expression du 

TNFR2 permettant une amplification du signal dépendant du TNFα (Hamano et al., 2011). 

 L’intégralité de ces études démontre un rôle ambivalent de la cytokine pro-

inflammatoire qu’est le TNFα puisqu’il est capable de favoriser les Treg et donc l’activité 

anti-inflammatoire. 

C. La polyarthrite rhumatoïde et le psoriasis : deux pathologies dans 

lesquelles le TNFα joue un rôle central 

 Dans cette partie, la polyarthrite rhumatoïde sera présentée de manière détaillée 

puisqu’elle a fait l’objet de la majeure partie de nos recherches. En revanche, le psoriasis 

sera décrit de manière plus succincte. 

1. Généralités  

 La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie auto-immune, systémique et 

chronique d’origine inconnue. Sa prévalence est estimée entre 0,3 et 1%, elle atteint la 

population adulte et est deux fois plus fréquente chez la femme. La PR est caractérisée par 

une inflammation et une hyperplasie synoviale associées à des destructions articulaires et 

osseuses ainsi qu’à une forte production d’auto-anticorps. Les principaux auto-anticorps de 

la PR sont les facteurs rhumatoïdes, des anticorps (de classe IgG, IgM, plus rarement IgA) 

dirigés contre la partie constante des immunoglobulines et les anticorps anti-peptides 

citrullinés ou ACPA (anti-citrunillated peptide antibody), qui reconnaissent des résidus 

citrullinés sur plusieurs protéines. 

 

Figure 16 : Comparaison d’une articulation normale (gauche) avec une articulation arthritique (droite) 
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La PR est une arthrite dite polyarticulaire (touchant plus de 3 articulations) et symétrique. 

Elle se déclare en premier dans les petites articulations diarthrodiales des mains et des 

pieds. Cette inflammation articulaire est caractérisée par une infiltration dans le tissu 

synovial de cellules de l’immunité innée et adaptative et par la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins (angiogenèse). Ces phénomènes conduisent à la prolifération du tissu 

synovial inflammatoire qui acquiert la capacité d’envahir l’os et le cartilage et qui est appelé 

« pannus ». Les cellules majoritairement présentes au sein du pannus sont les LT CD4+, les 

macrophages et les LB (Figure 16). 

2. Historique 

 Les premières observations datent de l’antiquité. Les pathologies rhumatismales les 

plus anciennement identifiées (sur des squelettes en Europe et dans le nord de l’Afrique) 

sont la spondylarthrite ankylosante et la goutte (Aceves-Avila et al., 1998). Cependant, il n’y 

avait aucune présence d’érosion du cartilage ou de l’os caractéristiques de la PR. Des études 

paléo-pathologiques ont mis en évidence des cas de PR datant de plusieurs centaines 

d’années dans une tribu amérindienne du nord de l’Amérique (Rothschild et al., 1988), les 

Indiens Pima, qui , même de nos jours sont la population à plus haute prévalence de PR 

(environs 5%). 

 L’apparition de la PR en Europe, pourrait remonter au XVIIème siècle. A cette époque 

sont reconnaissables dans plusieurs tableaux, des mains ayant les caractéristiques de la PR 

évoluée. La première description clinique compatible avec une PR fut rapportée par 

Sydenham en 1656. Ce fut Garrod en 1859, qui en définit pour la première fois les 

caractéristiques et qui la nomma polyarthrite rhumatoïde pour la distinguer des autres 

formes d’arthrites déjà connues, comme le rhumatisme articulaire aigu. Il faut attendre le 

XXème siècle pour que la PR soit définitivement décrite comme entité clinique à part entière 

par Charles Short. Cela permis de séparer définitivement la PR des autres maladies 

rhumatismales telles que l’arthrose, les spondylarthrites ou encore de maladies induites par 

des cristaux comme la goutte. 

3. Manifestations cliniques et diagnostic de la polyarthrite rhumatoïde 

 Les patients développant un début de PR viennent principalement consulter pour des 

douleurs articulaires apparaissant à fréquences régulières (souvent en fin de nuit). Ces 
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douleurs se localisent généralement au niveau du poignet, des épaules ou des articulations 

métacarpo-phalangiennes et métatarso-phalangiennes. Elles sont souvent bilatérales et 

symétriques. Le médecin établi le diagnostic de PR en constatant la présence d’articulations 

douloureuses, gonflées et rouges. Ces symptômes sont fréquemment associés à un 

gonflement des doigts qui sont douloureux lors d’une pression latérale. En cas d’atteinte du 

genou, ce dernier peut être tuméfié et présenter un épanchement souvent ponctionnable. Si 

un doute subsiste, des examens complémentaires comme une radiographie, une 

échographie ou une IRM peuvent être effectués. Le diagnostic peut être confirmé avec 

l’analyse de paramètres biologiques tels que la présence d’ACPA. 

 Afin de faciliter le diagnostic et débuter précocement le traitement, des critères de 

classification officiels de la PR ont été proposés en 1987 par l’ACR (American College of 

Rhumatholoy). En 2010, ces critères ont été actualisés afin de détecter plus précocement la 

maladie (Aletaha et al., 2010). 

 Actuellement, l’évolution de la PR chez un patient s’évalue par l’intermédiaire du DAS 

28 (Disease Activity Score 28). Cette méthode fait à la fois intervenir des paramètres 

physiologiques et cliniques mais aussi le ressenti du patient. Il existe deux types de DAS 28 : 

le DAS 28 CRP et le DAS 28 VS. Le DAS 28 CRP prend en compte la concentration en CRP (C 

Reactive Protein) qui est retrouvée dans le sang lors d’inflammation aigüe (en mg/l) alors 

que le DAS 28 VS fait intervenir la vitesse de sédimentation (en mm/h). La VS est une 

technique couramment utilisée pour déterminer l’inflammation. Plus la vitesse est rapide, 

plus l’inflammation est importante. Pour obtenir ces deux scores, le patient doit indiquer le 

nombre d’articulations qui sont douloureuses (ad) (0 à 28), le médecin doit constater le 

nombre d’articulations gonflées (ag) et enfin, un constat général de la maladie est effectué 

par le patient. Cette évaluation va de 0 à 100 (em) avec 100, la gravité maximale de la 

maladie présente dans l’esprit du patient. Pour obtenir le score définitif, ces données sont 

rentrées dans une formule mathématique (van der Heijde, 1995). 

𝐷𝐴𝑆 28 𝐶𝑅𝑃 = 0,56 ∗ √𝑎𝑑 + 0,28 ∗ √𝑎𝑔 + 0,36 ∗ ln(𝐶𝑅𝑃 + 1) + 0,014 ∗ 𝑒𝑚 + 0,96  

𝐷𝐴𝑆 28 𝑉𝑆 = 0,56 ∗ √𝑎𝑑 + 0,28 ∗ √𝑎𝑔 + 0,7 ∗ ln(𝑉𝑆) + 0,014 ∗ 𝑒𝑚   
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4. Rôle du TNFα et des Treg dans le développement de la PR 

 Il existe des éléments de preuve qui indiquent que le processus physiopathologique 

de la PR se développe bien avant l’apparition des premiers signes cliniques. C’est la phase 

préclinique de la PR. Cette étape repose sur la mise en place d’une réaction auto-immune 

liée d’une part à une prédisposition génétique, et de l’autre à l’intervention sur ce terrain  

génétique, de facteurs environnementaux dont le tabac est le mieux identifié (Mahdi et al., 

2009). Ce dernier a été montré comme en partie responsable de l’augmentation d’une 

modification post-traductionnelle des protéines : la citrullination. La présence importante de 

ces protéines citrullinées entrainent, chez certains individus, la production d’ACPA (Iobagiu 

et al., 2011). Ces anticorps peuvent être retrouvés jusqu’à 10 ans avant la manifestation des 

premiers signes cliniques de la PR (Rantapää-Dahlqvist et al., 2003). Cependant, la présence 

d’ACPA n’est pas suffisante pour entrainer une PR clinique, expliquant ainsi pourquoi 

certains sujets possédant des ACPA ne développent jamais de PR clinique. Durant ce stade 

préclinique, la production d’ACPA est favorisée par la présentation des peptides citrullinées 

par le CMH qui active les LT qui à leur tour activent les LB et la production d’anticorps 

(Muller and Radic, 2015). Le rôle des cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFα, lors 

de cette phrase et très peu connue puisque les patients ne sont diagnostiqués qu’une fois les 

premiers signes cliniques survenus. Ce que l’on peut dire à l’heure actuelle est que durant le 

stade préclinique de la PR, le TNFα ne présente pas une activité biologique assez importante 

pour entrainer une inflammation articulaire. Pour ce qui est des Treg, ces cellules jouent un 

rôle important dans le contrôle de l’inflammation périphérique et dans le phénomène de 

tolérance. Un disfonctionnement des Treg à ce stade de la maladie n’est pas exclure. Cela 

pourrait en partie expliquer le phénomène de rupture de la tolérance conduisant à la 

production d’ACPA. 

 Certains sujets peuvent ensuite présenter des arthralgies mais sans qu’une vraie 

inflammation articulaire soit détectée à l’examen clinique ou par les techniques d’imagerie 

comme l’échographie ou l’IRM. Dans le cas où la PR continue de se développer, elle se 

caractérise par un début d’inflammation synoviale. Ceci correspond à l’observation des 

premiers signes cliniques. Ce stade est appelé PR débutante. L’inflammation articulaire est la 

résultante d’une infiltration importante de cellules mononucléées, dans la membrane 

synoviale, dominée par les LT CD4+ et les macrophages. Les patients présentent une forte 
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quantité de cytokines pro-inflammatoires et de protéines dégradant la matrice 

extracellulaire au sein de l’articulation (Arend and Firestein, 2012). Ce stade de la PR est 

aussi associé à la propagation de l’auto-immunité, caractérisée par une augmentation de la 

diversité des auto-anticorps ciblant par exemple le collagène de type II. Il est à noter qu’à ce 

stade de progression, chez certains patients, la maladie peut se résoudre d’elle-même. Ce 

processus, et le rôle joué par les traitements précoces qui seraient capables à ce stade 

d’induire une rémission complète et persistante, restent à l’heure actuelle encore peu 

compris. Ce stade de la PR est caractérisé par une infiltration de cellules immunitaires dans 

la membrane synoviale. Le TNFα possède des activités chimioattractantes et pourrait jouer 

un rôle précoce dans la mise en place de l’inflammation articulaire en facilitant le 

recrutement des cellules inflammatoires et leur infiltration dans la membrane synoviale. 

D’un point de vue de la régulation de l’inflammation, l’augmentation de la diversité des 

auto-anticorps ainsi que l’infiltration synoviale laisse penser que les Treg peuvent présenter 

des défauts fonctionnels (Behrens et al., 2007). Il a été montré que la différenciation des 

Treg pouvait être diminuée en présence de TNFα et que ce dernier pouvait augmenter la 

résistance des Teff face au Treg (Chen et al., 2016; Zhang et al., 2013). 

 Le stade définitif de la PR, est la PR établie. L’une des caractéristiques majeures de 

cette phase est la mise en place du pannus articulaire qui conduira, dans les cas les plus 

sévères, à l’érosion osseuse. Ce stade de la PR est assez hétérogène. Certains patients 

présentent une inflammation persistante associée ou non à des destructions articulaires. 

Durant ce stade, le TNFα joue un rôle important qui constitue le rationnel pour l’utilisation 

des anti-TNFα dans le traitement de la PR. Le TNFα est capable d’activer des cellules 

inflammatoires elles-mêmes productrices de TNFα comme les macrophages ou les 

fibroblastes. De plus, cette cytokine est aussi capable  d’augmenter l’activité des 

ostéoclastes favorisant ainsi l’érosion osseuse (Schett and Gravallese, 2012). Dans cette 

phase, le défaut des Treg peut varier selon les patients. Il est concevable que dans les formes 

les plus inflammatoires ce défaut soit prononcé mais il n’y a pas d’étude qui permettent de 

corréler l’activité ou la sévérité de la maladie à la fonction des Treg et de stratifier les 

patients de façon conséquente. De la même façon, il n‘a pas été identifié de corrélation 

entre un infiltrat spécifique de cellules immunitaires dans la membrane synoviale, le 

phénotype de la maladie et la fonction des Treg. S’il est donc probable que la diminution de 
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l’activité anti-inflammatoire des Treg dans la PR soit un des facteurs impliqués dans 

l’évolution de la PR, leur rôle et leur activité dans les différentes phases de la maladie reste à 

définir.  

5. Modifications génétiques et conditions environnementales dans le 

développement de la polyarthrite rhumatoïde 

 Bien que l’étiologie de la PR soit toujours inconnue, de nombreuses études se sont 

intéressées et s’intéressent encore à la présence de susceptibilités génétiques ou 

environnementales dans son développement (Figure 17). 

 Les études sur les jumeaux monozygotes ou dizygotes ont mis en évidence 

l’importance de la susceptibilité génétique dans le développement de la PR. Il a été montré 

que dans une population de jumeaux finnois, l’héritabilité de la PR s’élevait à 65% 

(MacGregor et al., 2000). Par la suite, l’analyse de génomes de patients PR présentant des 

facteurs rhumatoïdes ou des ACPA a mis en évidence l’importance du gène codant pour HLA-

DRB1 (Human Leucocyte Antigen). Ces patients possèdent sur ce gène une séquence 

commune d’acides aminés (QKRAA), appelée épitope partagé, conférant une plus grande 

susceptibilité au développement de la PR (Gregersen et al., 1987). Ces travaux suggèrent un 

rôle important du répertoire T, de la présentation de l’antigène et de la reconnaissance 

peptidique dans le développement de la PR (Weyand and Goronzy, 1990). Des 

polymorphismes d’autres gènes ont ensuite été identifiés comme des facteurs de risque 

chez des patients ACPA positifs. Ces gènes interviennent majoritairement dans la voie de 

signalisation NFκB (c-Rel ou Traf1-c5) qui régule l’inflammation ou dans la différenciation et 

l’activation des LT, comme les gènes Ctla-4 ou Ptpn22 (Plenge et al., 2007). Cependant, 

l’impact de ces polymorphismes est beaucoup moins identifié chez les patients PR ACPA 

négatifs. De plus, les patients ACPA positifs présentent un pronostic moins favorable que les 

patients ACPA négatifs indiquant l’importance de ces gènes dans le contrôle de la maladie. 

 Suite à ces découvertes, des études se sont intéressées au rôle de l’environnement 

dans le développement de la PR et plus particulièrement à son association avec la présence 

de polymorphismes génétiques. Le tabagisme a été un des premiers facteurs 

environnementaux identifiés comme augmentant le risque de PR chez les personnes 

possédant un polymorphisme sur le gène codant pour HLA-DR4 (Symmons et al., 1997). De 
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plus, le tabagisme favorise la production d’ACPA en présence d’un polymorphisme sur Hla-

drb1. Cela est en partie dû au stress pulmonaire induit par la fumée de cigarette qui 

augmente les modifications post-traductionnelles par l’intermédiaire de la protéine PADI4 

(Peptidyl Arginine Deiminase, type IV) conduisant à la citrullination des protéines. Des 

individus génétiquement prédisposés pourraient alors développer, dans le contexte de 

l’inflammation pulmonaire induite par le tabac, une auto-immunité envers ces peptides 

citrullinés. 

 

Figure 17 : Facteurs prédisposant à la polyarthrite rhumatoïde adaptée de (McInnes and Schett, 2011) 
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 Un test diagnostic (anti-CCP) est utilisé chez les patients PR afin d’évaluer la présence 

d’ACPA. Les ACPA des différents patients peuvent reconnaitre un grand nombre de protéines 

citrullinées comme l’α-énolase, la kératine, le fibrinogène, la fibronectine ou encore le 

collagène. Actuellement, il est estimé que 40 à 60% des patients ACPA positifs sont positifs 

pour l’α-énolase ce qui est fortement associé à un polymorphisme de Hla-dr4 et Ptpn22 ainsi 

qu’au tabagisme (Mahdi et al., 2009). 

 En plus du tabagisme, certaines infections virales ou bactériennes ont été montrées 

comme favorisant le développement de la PR. Les infections par le virus Epstein-Barr et le 

cytomégalovirus sont souvent associées à cette maladie mais les mécanismes impliqués 

restent encore inexpliqués. L’hypothèse actuelle suggère la mise en place d’un mimétisme 

moléculaire par le virus ainsi que la formation de complexes immuns facilitant la mise en 

place d’une réponse inflammatoire (Kamphuis et al., 2005). Cependant la preuve la plus 

importante quant à l’implication d’une infection dans le développement de la PR est liée à 

Porphyromonas gingivalis. Cette bactérie entraine le développement de maladies 

parodontales qui sont fortement associées à la PR. Cela pourrait être dû à la capacité de 

cette bactérie à produire PADI4 augmentant ainsi la citrullination des protéines (Wegner et 

al., 2010) et en induisant ainsi, chez des individus prédisposés et dans un contexte 

d’inflammation orale, la production d’ACPA qui serait le premier pas vers le développement 

de l’auto-immunité de la PR. Récemment, des études se sont intéressées au rôle de la flore 

commensale dans la physiopathologie de la PR. La première constatation a été que la flore 

bactérienne des patients PR est moins diversifiée que celle des donneurs sains. Il semblerait 

que la faible diversité de cette flore soit corrélée avec une importante production d’auto-

anticorps. Une analyse plus fine montre l’augmentation du taxon des Actinobactéries qui est 

normalement faiblement représenté dans la flore intestinale humaine. Cette étude est une 

des premières à identifier une disbiose de la flore bactérienne entre des individus sains et 

des patients atteints de PR (Chen et al., 2016a). 

 La survenue d’un évènement émotionnellement fort peut aussi être un des facteurs 

déclenchant la PR. Ce phénomène est expliqué par des mécanismes moléculaires associés à 

l’axe hypothalamo-hypophysaire et à la production de cytokines (Capellino et al., 2010). Il 

est connu que le système nerveux contrôle en partie le système immunitaire. Son action 

peut être locale par l’intermédiaire de neurotransmetteurs ou systémique via la production 
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de cytokines. Malgré tous ces travaux, la cause de la PR reste encore inconnue et la raison de 

sa localisation dans les articulations n’est pas totalement comprise. Actuellement, le rôle de 

facteurs microvasculaires, neurologiques ou biomécaniques sont à l’étude. 

6. Le processus inflammatoire dans la polyarthrite rhumatoïde 

 L’inflammation de la membrane synoviale, la synovite, est la lésion fondamentale de 

la polyarthrite rhumatoïde. Elle est due à l’infiltration de leucocytes dans le compartiment 

synovial. Ce processus est dans un premier temps dû à la migration des cellules immunitaires 

et non à leur prolifération. Elle est facilitée par l’activation endothéliale des micro-vaisseaux 

de la membrane synoviale qui augmente l’expression de molécules d’adhésion et de 

chimiokines. Le développement d’une synovite est favorisé par la mise en place d’une néo-

angiogenèse due à la présence de cytokines et d’un environnement hypoxique  local (Polzer 

et al., 2008). 

a) Implication de la réponse immunitaire adaptative dans la 

physiopathologie de la polyarthrite rhumatoïde 

 La PR est une maladie majoritairement présentée comme dépendante de la réponse 

Th1. Cependant, une attention particulière a été portée sur le rôle que pourraient jouer les 

Th17 dans le développement de cette maladie. Ces cellules ont la capacité de sécréter des 

cytokines pro-inflammatoires de la famille de l’IL-17 comme l’IL-17A et l’IL-17F mais aussi de 

l’IL-22 ou encore du TNFα (Chabaud et al., 1998). Ce type cellulaire est fortement présent au 

sein de l’articulation inflammée et est maintenu par la présence de macrophages et de 

cellules dendritiques qui sécrètent des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β ou l’IL-

23. L’IL-17 est capable d’augmenter l’activité des fibroblastes conduisant à l’érosion osseuse 

ou cartilagineuse (Genovese et al., 2010). Afin de contrecarrer l’action des Th17, des 

biothérapies ciblées contre l’IL-17A ont été développées. Cependant, ces traitements n’ont 

montré que peu d’effet dans la résolution de la PR, suggérant que le rôle pathogénique des 

Th17 dans cette maladie ne se limite pas qu’à leur production d’IL-17. 

 A l’opposé des cellules T inflammatoires, il existe les Treg. La PR étant une maladie 

dans laquelle l’inflammation n’est pas contrôlée, plusieurs études se sont penchées sur le 

comportement de ces cellules. Ces travaux ont mis en évidence un défaut des Treg dans la 

PR. Cependant, ce défaut n’est pas quantitatif mais qualitatif. Les Treg présents dans les 
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tissus de patients ont une capacité plus faible à réguler l’inflammation que les Treg de 

donneurs sains (Behrens et al., 2007). Cette diminution de l’activité des Treg peut être 

expliquée par la forte concentration de TNFα retrouvée localement dans l’articulation 

favorisant leur inhibition (Nadkarni et al., 2007) (Figure 18). 

 La production d’auto-anticorps dans la PR met en lumière une importante activation 

de la réponse humorale. Les lymphocytes B sont retrouvés en grande quantité dans la 

membrane synoviale et forment des agrégats avec des LT. Ces cellules sont tellement 

présentes qu’il est parfois possible de voir apparaitre des follicules lymphoïdes ectopiques 

sur certains tissus (Seyler et al., 2005). La formation de ces amas lymphocytaires est 

dépendante de l’expression de facteurs de prolifération comme APRIL et de l’expression de 

chimiokines comme CXC14 et CXC21. L’importance des LB dans le développement de la PR 

est supportée par l’efficacité du rituximab dans cette maladie. Cet anticorps monoclonal 

cytotoxique anti-CD20 permet la neutralisation des lymphocytes B (Edwards et al., 2004). 

Cependant, il est spécifique des lymphocytes B, mais pas des cellules productrices 

d’anticorps que sont les plasmocytes. Cela suggère que les LB ne sont pas pathogéniques 

que par leur capacité à se différencier en plasmocytes mais aussi par leurs aptitudes à 

présenter l’antigène et à stimuler les LT. 

 

Figure 18 : L’immunité adaptative dans la polyarthrite rhumatoïde  adaptée de (McInnes and Schett, 2011) 
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b) La réponse immunitaire innée dans la polyarthrite rhumatoïde 

 Une multitude de cellules innées effectrices telles que les macrophages ou les 

mastocytes sont retrouvées dans la membrane synoviale. En revanche, les neutrophiles se 

localisent préférentiellement dans le liquide synovial. 

 Les macrophages sont très présents dans la membrane synoviale et sont les 

principales cellules à intervenir dans la formation de la synovite. Leur maturation depuis les 

monocytes dans la membrane synoviale est favorisée par la présence locale de facteurs de 

maturation comme le G-CSF, le M-CSF et le GM-CSF. Les traitements actuels permettent une 

diminution de l’infiltration de ces cellules dans la membrane synoviale et cela a été utilisé 

comme bio-marqueur de réponse au traitement (Haringman et al., 2005). Le rôle majeur des 

macrophages dans la synovite rhumatoïde est lié à leur capacité à produire un grand nombre 

de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα, l’IL-1 ou encore l’IL-23. Ils peuvent aussi 

sécréter des ROS (Reactive Oxygen Species), des NOS (Nitric Oxyde) mais aussi des 

prostaglandines et certaines enzymes dégradant la matrice conduisant à la dégradation de 

l’os et du cartilage. De plus, ces cellules peuvent pratiquer la phagocytose et servir de 

cellules présentatrices d’antigène. Les macrophages sont activés par leurs TLR et leur NLR 

(NOD-like receptor) qui reconnaissent une grande diversité de PAMP (Pathogen-Associated 

Molecular Pattern) incluant des bactéries, des virus ou de potentiels ligands endogènes 

(Seibl et al., 2003) (Figure19). 

 

Figure 19 : L’immunité innée dans la polyarthrite rhumatoïde adaptée de (McInnes and Schett, 2011) 
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 Les neutrophiles sont surtout présents dans le liquide synovial. Ils participent au  

développement de la synovite par leur production de prostaglandines, de protéases, de ROS, 

de NET (Neutrophil Extracellular Trap) mais aussi de cytokines pro-inflammatoires comme 

l’IL-6 et l’IL-8 (Cascão et al., 2010). Les mastocytes, par leur production d’amines vasoactives 

et de cytokines favorisent l’inflammation. Ils peuvent être activés soit par les TLR qu’ils 

expriment soit par leurs récepteurs Fc. Ces récepteurs Fc leur permettent d’être activés en 

présence d’anticorps. Toutes ces études mettent en évidence le rôle majeur des TLR dans la 

mise en place de l’inflammation au niveau de la membrane synoviale. Cependant, aucune 

thérapie ciblant les TLR, ni les voies de signalisation qui en découlent, comme l’activation de 

l’inflammasome, n’est actuellement développée pour le traitement de la PR. 

c) Rôles des cytokines dans la physiopathologie de la 

polyarthrite rhumatoïde 

 Les cytokines jouent un rôle essentiel dans l’inflammation dans la PR. L’importance 

de certaines cytokines varie en fonction de l’état d’avancement de la maladie. Concernant 

l’IL-4, 13 et 15, leur action est surtout impliquée dans la mise en place de la chronicité de la 

pathologie (Raza et al., 2005). En revanche, le TNFα joue un rôle prépondérant dans 

l’expression de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires. Il permet aussi 

l’augmentation de l’expression des protéines d’adhésion, de l’angiogenèse et est un des 

responsables de la douleur articulaire (Hess et al., 2011). De manière comparable, l’IL-6 est 

capable d’augmenter de manière locale l’activation des leucocytes ainsi que la production 

d’anticorps. Elle est aussi impliquée dans la mise en place de la phase aigüe de la PR ainsi 

que dans l’anémie inflammatoire parfois présente chez les patients. L’importance de ces 

deux cytokines en fait des cibles de choix dans les traitements de cette maladie. 

 Les cytokines de la famille des IL-1 (1α, 1β, 18 et 33) sont aussi très représentées 

dans la PR. Elles augmentent l’activation des leucocytes, des chondrocytes et des 

ostéoclastes (Nakae et al., 2003). Cependant une inhibition de ces cytokines n’a donné que 

de faibles résultats dans le traitement de la PR. Dans le but de développer des traitements 

ciblés efficaces, des études se sont intéressées aux voies d’activation induites par les 

cytokines. Il existe une multitude de voies de signalisation qui sont activées au sein de la 

membrane synoviale. Deux sont très importantes dans l’inflammation : la voie NFκB et la 
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voie Janus kinase (JAK). L’inhibition des kinases JAK1 et JAK3 montre des résultats positifs 

dans le traitement de la PR (Kremer et al., 2009). 

d) L’importance du TNFα dans la polyarthrite rhumatoïde 

 Le TNFα est l’une des cytokines importantes dans le développement de la PR. Elle 

régule la production de cytokines pro-inflammatoires au sein de la membrane synoviale. Elle 

est principalement produite par les macrophages mais peut être sécrétée par les cellules NK 

ou les neutrophiles. Le TNFα est retrouvé en grande quantité dans le liquide synovial des 

patients PR. Cette cytokine augmente l’activation des fibroblastes qui produisent alors des 

CTGF (Connective Tissue Growth Factor) conduisant entre autre, à une activation aberrante 

des ostéoclastes. Cela entraine l’apparition d’érosion osseuse ou cartilagineuse 

caractéristique de la destruction articulaire dans la PR (Nozawa et al., 2014). D’autres études 

ont montré le rôle prépondérant du TNFα dans la production de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-1 ou le GM-CSF (Munker et al., 1986). De plus, le TNFα est 

capable d’augmenter la résistance des Teff face à l’activité suppressive des Treg (Chen et al., 

2016b). 

 Le TNFα joue aussi un rôle majeur dans les processus conduisant à la destruction 

articulaire. Il est capable d’activer directement la différenciation des ostéoclastes à partir de 

macrophages provenant de la moelle osseuse en présence de RANKL (Receptor Activator 

Nuclear NFκB Ligand) (Lam et al., 2000). Cette différenciation est possible car le TNFα active 

la production de RANKL par les LT et les LB, et permet la production et l’expression d’IL-1 et 

de RANK par les précurseurs des ostéoclastes (Wei et al., 2005). De plus, le TNFα agit 

directement sur la voie de signalisation Wnt qui intervient dans la formation et la réparation 

osseuse (Diarra et al., 2007). Le TNFα entraine la production de Dkk-1, un inhibiteur de Wnt. 

Des études ont aussi montré un lien entre les ACPA et la production de TNFα. Ces auto-

anticorps stimuleraient la sécrétion du TNFα et favoriseraient ainsi la formation des 

ostéoclastes (Harre et al., 2012). 

e) La réponse du tissu mésenchymateux face à l’inflammation 

 La membrane synoviale contient des FLS et des macrophages résidents du tissue. 

Dans la PR, la membrane synoviale s’épaissit et cela est majoritairement le fait des FLS. Ces 

cellules perdent leur inhibition de contact entrainant une prolifération anarchique de ces 
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dernières. Ceci est associé à une augmentation de la production de cytokines et de 

chimiokines pro-inflammatoires mais aussi à l’augmentation de l’expression de molécules 

d’adhésions et de métalloproéinases matricielles (MMP) (Bradfield et al., 2003). Le 

phénotype de ces FLS en fait des acteurs importants dans les processus de destruction 

articulaire. En sécrétant les cytokines pro-inflammatoires, ils participent activement au 

phénomène de chronicité de la PR en maintenant des conditions optimales à la survie et la 

prolifération des LT et des LB  (Filer et al., 2006). 

 Actuellement les mécanismes permettant le maintien des FLS donc de l’hyperplasie 

de la membrane synoviale restent peu compris. Une des hypothèses serait que les FLS 

deviendraient résistants à l’apoptose (Schett et al., 1998). De plus, les cytokines pro-

inflammatoire présentes dans la membrane synoviale active la voie NFκB et augmentent la 

survie cellulaire des FLS après la fixation du TNFα. 

 Dans certains modèles murins d’arthrite, il a été montré l’importance des FLS dans la 

destruction articulaire. Ces cellules sont capables de migrer dans d’autres articulations 

saines afin de propager l’inflammation (Lefèvre et al., 2009). De nouveaux indices émergent 

quant aux processus moléculaires impliqués dans l’hyperplasie synoviale. En 2007, il a été 

montré que la présence de cadherine-11 modifiait le comportement des FLS en les orientant 

vers un phénotype pro-inflammatoire (Lee et al., 2007). 

7. La destruction articulaire 

 Le caractère invalidant de la PR provient majoritairement de la destruction articulaire 

résultant de l’inflammation permanente de la membrane synoviale. Au sein de l’articulation, 

deux composants majeurs sont susceptibles d’être endommagés ou détruits : le cartilage et 

l’os (Figure 20). 

a) L’impact de l’inflammation sur le cartilage 

 La raison principale de l’apparition de la destruction cartilagineuse est l’hyperplasie 

de la membrane synoviale. Dans la PR, elle perd son rôle protecteur de l’articulation, 

caractérisée par la diminution de la production de lubricine (Rhee et al., 2005). Ces 

modifications altèrent les cellules composant l’articulation. Le cas le plus étudié est celui des 

FLS. Comme mentionné précédemment, l’inflammation permanente de la membrane 

synoviale entraine une hyper prolifération de ces cellules qui sécrètent des MMP comme les 
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MMP-1, 3 ou encore 14. Ces protéines provoquent la dislocation du réseau de collagène de 

type II. Elles modifient aussi la composition en glycosaminoglycane de l’articulation ainsi que 

sa capacité à retenir l’eau. La somme de toutes ces dérégulations conduit au développement 

de problèmes biomécaniques majeurs. La MMP-13 joue un rôle prédominant dans l’érosion 

du cartilage articulaire. Une étude a mis en évidence que dans un modèle d’arthrose chez 

des souris déficientes pour la MMP-13 aucune dégradation du cartilage n’était observée. 

Même si l’arthrose est une pathologie différente de la PR, ces résultats mettent en exergue 

l’importance de la MMP-13 dans la dégradation cartilagineuse (Little et al., 2009). 

 Cependant il existe des inhibiteurs d’enzymes appelés TIMP (Tissue Inihibitor of 

Metalloproteinase) permettant la régulation des MMP. Il semblerait que ces inhibiteurs 

soient incapables de contrôler les MMP, ceci malgré leur présence en grande quantité chez 

les patients PR comparé à des donneurs sains (Clark et al., 1993). En plus d’un défaut des 

MMP, il existe un défaut de génération du cartilage du fait d’un dysfonctionnement des 

chondrocytes. Ces cellules sont les principaux régulateurs de la matrice. Dans la PR, la 

présence de ROS et de cytokines pro-inflammatoires, particulièrement l’IL-1 et l’IL-17, 

entraine la mort des chondrocytes (Blanco et al., 1995). 

b) L’érosion osseuse 

 La destruction osseuse apparait très rapidement dans la PR. Dans des cohortes 

« historiques » jusqu’à 80% des patients présentaient des lésions osseuses seulement un an 

après le diagnostic (van der Heijde, 1995). Le développement de lésions osseuses montre 

une association très forte avec une inflammation articulaire prolongée. Les principaux 

responsables de l’érosion osseuse sont les cytokines de la membrane synoviale et 

particulièrement le M-CSF et RANKL. Ils déclenchent la différenciation des ostéoclastes et 

facilitent l’invasion du périoste adjacent au cartilage articulaire par ces cellules (Gravallese et 

al., 1998). Le TNFα, l’IL-6, l’IL-1 et dans une moindre mesure l’IL-17 favorisent la 

différenciation ostéoclastogénique. La neutralisation de ces cytokines par des biothérapies 

ciblées diminue la destruction osseuse. Cependant, le blocage de RANKL ne montre que des 

effets partiels puisqu’il agit exclusivement dans la diminution de l’érosion osseuse mais n’a 

aucun effet sur l’inflammation ou la destruction du cartilage (Tanaka, 2013). Les ostéoclastes 

sont capables de détruire l’os grâce à leur machinerie enzymatique. Ils produisent des 

enzymes acidifiantes entrainant la destruction des tissus minéralisés. La disparition de ces 
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derniers fait apparaitre des trous au sein de l’os qui sont ensuite comblés par le tissu 

inflammatoire. 

 Le phénomène de destruction osseuse ne se développe pas dans toutes les 

articulations. Certaines présentent des prédispositions mécaniques à l’érosion osseuse. C’est 

le cas des articulations du deuxième et du troisième métacarpe qui sont sensibles à la 

destruction articulaire (McGonagle et al., 2009). Une destruction osseuse importante, peut 

endommager l’os cortical et permettre aux cellules inflammatoires d’investir la moelle 

osseuse. L’inflammation de ce compartiment est caractérisée par une forte densité de LT et 

de LB qui remplacent progressivement le gras présent dans la moelle (Hetland et al., 2009). 

Ce phénomène pourrait entrainer une exacerbation de l’inflammation articulaire en 

favorisant la formation des ostéoclastes à partir de précurseurs directement présents dans la 

moelle osseuse. 

 

Figure 20 : Mécanisme de destruction articulaire et cartilagineuse dans la polyarthrite rhumatoïde adaptée 
de (McInnes and Schett, 2011) 

8. Les conséquences systémiques de la polyarthrite rhumatoïde 

 La PR a comme principale conséquence d’entrainer une hyperplasie de la membrane 

synoviale conduisant à une destruction articulaire. Cependant, la maladie se caractérise 

aussi par une inflammation systémique chronique qui entraine des comorbidités 
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importantes et est aussi responsable d’une mortalité augmentée par rapport à la population 

générale. 

 La PR est associée à une augmentation de la morbidité cardiovasculaire avec un 

risque augmenté d’accidents vasculaires cérébraux ou d’infarctus du myocarde (Solomon et 

al., 2003). Les facteurs de risque cardio-vasculaires dits « classiques » comme le tabac, le 

diabète, l’hypertension artérielle et les facteurs génétiques ne sont pas plus fréquents chez 

les patients PR. En revanche l’inflammation systémique est chez ces patients un facteur de 

risque indépendant. Dans la PR, les cytokines pro-inflammatoires augmentent l’activation 

des cellules endothéliales et rendent instables les plaques d’athérome (Sattar and McInnes, 

2005). 

 La PR sévère et active est aussi associée à une diminution du cholestérol tant de la 

fraction LDL (Low Density Lipoprotein) que HDL (High Density Polyprotein). Les patients PR 

qui ont les taux de cholestérol les plus bas sont ceux qui ont aussi une mortalité cardio-

vasculaire la plus importante. Ceci est défini par le « lipid paradox » de la PR. Chez ces 

patients, les traitements dans la PR augmentent le taux de cholestérol sérique mais diminue 

nt les risques cardio-vasculaires (Jacobsson et al., 2005). En réalité, la relation entre 

cholestérol et mortalité dans la PR semble décrire une courbe en « U ». Aussi, les sujets avec 

les taux de cholestérol les plus bas et les plus élevés sont ceux à plus haut risque cardio-

vasculaire. En revanche, ceux qui ont des valeurs de cholestérol intermédiaires ont le risque 

le plus bas. Il a aussi été montré que les statines sont modérément efficaces dans la PR. Ces 

molécules permettent de réduire le taux de cholestérol LDL et semblent aussi moduler 

certains facteurs inflammatoires présents dans la PR (Peters et al., 2010). 

 La PR augmente aussi le risque de développer un lymphome. Cela est fortement 

associé à la présence d’une inflammation chronique. Le risque de lymphome est donc une 

conséquence potentielle des maladie inflammatoires en général (Baecklund et al., 2003). 

Certaines études ont montré un risque plus élevé de développement du cancer du poumon 

chez les patients PR. Cela est probablement lié, en grande partie, au fait que le tabagisme est 

un des facteurs favorisant le développement de la PR ainsi que celui du cancer du poumon. 

Cependant, un rôle indépendant de l’inflammation sur le développement du cancer du 

poumon ne peut pas être formellement exclu sur la base des éléments de preuves actuels. 
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9. Historique des traitements de fond dans la polyarthrite rhumatoïde 

 La PR étant une maladie depuis longtemps décrite, les traitements ont évolué de 

manière conjointe à la compréhension de la pathologie. Dans les années 1930, l’un des 

pionniers dans l’utilisation de traitements pour la PR est Forestier en utilisant des sels d’or 

(Forestier, 1934). A l’époque, personne ne comprenait le fonctionnement de ces sels. 

Actuellement, il a été montré que l’or est capable d’interagir avec les cellules immunitaires 

comme les lymphocytes ou les monocytes mais peux aussi réduire la formation des 

complexes immuns et la production de facteurs rhumatoïdes. Les injections intramusculaires 

d’or avaient des effets bénéfiques chez les patients à court et long terme. Ce traitement a 

été considéré comme la référence des DMARD (Disease Modifying Anti-Rheumatic Drug) 

jusqu’à l’utilisation du méthotrexate (MTX)(Wolfe, 1993). 

 Dans les années 1960, la D-pénicillamine a été utilisée dans le traitement de la PR. Il 

s’agit d’un produit issu de la dégradation de la pénicilline. Cette molécule est un chélateur 

du cuivre et permet la dissociation des complexes immuns. Cependant ce traitement n’a 

jamais montré d’efficacité sur les dommages radiographiques dans la PR et il est la source de 

nombreux effets indésirables comme des diarrhées, des vomissements ou encore de 

l’anorexie. Des conséquences plus graves ont pu être observées dans le cadre de son 

utilisation telles que des néphropathies, des glomérulonéphrites ou mêmes des lupus 

médicamenteux (Drosos et al., 1993). 

 Un autre traitement est la sulfasalazine (SSZ). C’est la première molécule qui fut 

synthétisée spécifiquement pour traiter la PR. Ce traitement est une association entre l’acide 

salicylique et un agent antibactérien, la sulfapyridine. Cette molécule a été montrée comme 

efficace dans la PR mais aussi dans les spondyloarthrites et dans les maladies intestinales 

inflammatoires chroniques. Le mécanisme d’action de la SSZ est inconnu mais elle possède 

des propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires. Elle peut directement agir sur les LT, 

entrainant une diminution de la production de TNFα et d’IL-1 (Danis et al., 1992). 

 Dans les années 1950, les glucocorticoïdes (GC) ont commencé à être utilisé dans le 

traitement de la PR. A cette époque, les GC étaient administrés en forte dose. 

Rétrospectivement la posologie utilisée pendant cette période rendait le traitement 

beaucoup plus dangereux que la PR elle-même. Dans les années 1960, les GC ont de 
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nouveaux été utilisés mais à faible dose, montrant des effets bénéfiques dans la PR. 

Actuellement, ce sont les rares molécules qui ont un effet rapide sur les symptômes de la PR. 

Leurs effets passent par la diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires, de 

molécules d’adhésion et de MMP (Case, 2001). Cependant, le timing d’utilisation des GC est 

très important. Actuellement l’EULAR (European League Against Rheumatism) recommande 

d’administrer les GC tôt le matin car la production de cytokines suit un rythme circadien 

(Hoes et al., 2007). 

 Dans les années 1980, le DMARD de référence n’est plus les sels d’or mais le MTX qui 

l’est toujours actuellement. Le MTX est composé d’aminoptérine qui fut développée dans les 

années 1940 par Farber et ses collègues dans le but de traiter le cancer. Le MTX a été 

montré comme efficace dans la PR en 1951 par Gubner (Gubner et al., 1951). La FDA (Food 

and Drug Administration) approuve l’utilisation de ce médicament dans la PR en 1988. Dans 

les années 1990, le MTX était devenu le traitement de choix dans la PR. Les effets du MTX 

dans la PR se caractérisent par une diminution des manifestations symptomatiques et un 

ralentissement de la progression radiographique de la maladie (Drosos et al., 1997). Le MTX 

est un anti-métabolite qui inhibe la dihydrofolate réductase, augmente l’adénosine et 

diminue l’accumulation de leucocytes dans des modèles in vivo d’inflammation. Aux doses 

utilisées actuellement, le MTX n’est que faiblement immunosuppresseur diminuant ainsi le 

risque d’infections opportunistes. Cependant, il n’est pas rare que ce traitement soit toxique 

mais contrairement aux drogues qui l’ont précédé, il est aisé de moduler la dose tout en 

gardant un effet thérapeutique convenable (Sandoval et al., 1995). Le MTX peut entrainer 

une toxicité hépatique et hématologique, rare aux posologies utilisées dans la PR (entre 7,7 

et 25 mg par semaine) et encore plus rare si une supplémentation en acide folique est co-

administrée tout au long du traitement. Comme il est éliminé par voie rénale, le MTX est 

contre-indiqué en cas d’insuffisance rénale grave. La complication la plus grave observée lors 

d’un traitement au MTX est la fibrose pulmonaire qui peut apparaitre chez 3 à 4% des 

patients surtout en début de traitement (Zitnik and Cooper, 1990). 

 Bien que le MTX ait émergé dans les années 1980 et soit devenu le DMARD de 

référence, d’autres traitements ont fait leur apparition au même moment. C’est le cas de la 

cyclosporine A. Elle permet l’inhibition de la translocation nucléaire de NFAT, un élément 

indispensable à l’activation des LT. L’effet principal de cette molécule est de diminuer la 
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transcription du gène codant pour l’IL-2 ainsi que des gènes impliqués directement dans 

l’activation des LT (Tsokos, 1987). Tout comme pour les GC, la cyclosporine A est toxique à 

forte dose mais garde un effet thérapeutique à faible dose (Case, 2001). Pour terminer, le 

leflunomide a été approuvé par la FDA en 1998 dans le traitement de la PR. Il inhibe la 

synthèse de pyrimidine. Son effet thérapeutique dans l’inflammation articulaire a été 

montré dans des modèles murins de PR et semble lié à une inhibition des LT activés (Xu et 

al., 1997). 

10. Les thérapies ciblées 

 Les études sur la PR ont mis en évidence la mise en place d’une réponse immunitaire 

complexe dans le développement de la physiopathologie de cette maladie. Afin de traiter de 

manière spécifique les patients atteints de PR, les traitements de nouvelle génération 

s’attellent à cibler les acteurs clés de la PR que sont les LB, les LT, et les cytokines (Tableau 

1). 

a) L’inactivation des lymphocytes B 

 Les LB sont des acteurs importants de la physiopathologie de la PR. Ils sont les 

précurseurs des cellules potentiellement productrices d’ACPA ou de facteurs rhumatoïdes 

mais interviennent aussi dans les mécanismes de présentation de l’antigène et dans 

l’activation des LT.  

 Le rituximab est le principal traitement ciblant les LB. C’est un anticorps monoclonal 

chimérique anti-CD20. Le CD20 est présent à la surface des pré-B ainsi que sur les LB 

mémoire. Le rituximab permet donc une inhibition de ces deux types de cellule mais pas des 

plasmocytes. Il induit aussi le mécanisme d’ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated 

Cytotoxicity), augmente l’activité du complément et peut entrainer la mort des LB facilitant 

ainsi la résolution de l’inflammation (Buch et al., 2011). L’efficacité du rituximab dans la PR a 

été mise en évidence en 2004 (Edwards et al., 2004). Le marqueur d’efficacité de ce 

traitement est la diminution de la concentration sérique d’ACPA ou de facteurs rhumatoïdes 

ainsi qu’une forte diminution des LB (Marston et al., 2010). Cependant, les patients 

séronégatifs pour les ACPA ou les facteurs rhumatoïdes ne répondent que très faiblement au 

rituximab, indiquant une faible implication des LB dans leur maladie et demandant une 

approche thérapeutique différente (Isaacs et al., 2013). Lorsque ce traitement fonctionne, il 
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est associé à une diminution de l’activité clinique de la maladie, une diminution de 

l’inflammation systémique, un ralentissement de la dégradation articulaire et à une qualité 

de vie meilleure pour le patient. Le rituximab peut être utilisé en monothérapie mais son 

association avec du MTX le rend plus efficace (Emery et al., 2006). En Europe, le rituximab 

est utilisé après l’échec d’au moins un traitement anti-TNFα. Cependant, en 2012, l’ACR a 

recommandé l’utilisation de l’anti-CD20 directement après l’échec des DMARD en cas de 

maladie modérée ou sévère. 

b) Le ciblage des lymphocytes T 

  Les lymphocytes sont de grands producteurs de cytokines pro-inflammatoires 

et sont très importants dans les mécanismes inflammatoires de la PR. Pour que ces cellules 

soient activées, il leur faut deux signaux : l’activation de leur TCR et un signal de co-

stimulation passant par le CD80/86. 

 Il est très difficile d’empêcher la stimulation du TCR car elle est intimement liée à la 

présentation de l’antigène. C’est pour cela que le traitement principalement utilisé pour 

cibler les LT dans la PR s’attèle à inhiber le signal de co-stimulation. La molécule utilisée est 

l’abatacept, qui est une protéine fusionnant le CTLA-4 et la partie Fc d’une immunoglobuline. 

Le CTLA-4 est une protéine naturellement présente dans l’organisme qui fixe le CD80/86 

pour empêcher le signal de la co-stimulation. L’abatacept permet donc de diminuer 

l’activation des LT. Cela se caractérise par une baisse de la concentration des cytokines pro-

inflammatoires et de l’ostéoclastogenèse (Buch et al., 2009). Les effets cliniques suite à ce 

traitement se traduisent par une diminution de l’activité de la maladie et des marqueurs 

inflammatoires associée à un ralentissement de l’érosion osseuse (von Kempis et al., 2012). 

Les patients séropositifs pour les ACPA répondent mieux à l’abatacept mais les raisons de 

cette meilleure efficacité ne sont pas encore comprises (Gottenberg et al., 2012). 

 La neutralisation des LT passe aussi par l’inhibition de leur voie de signalisation à 

l’intérieur de la cellule. C’est la stratégie adoptée par l’utilisation de la cyclosporine A. 

Cependant, ce traitement n’a montré que des effets limités dans la PR. Il a pour but 

d’empêcher la production de cytokines par les LT en inhibant la transcription des gènes. La 

cyclosporine A permet d’inhiber la calcineurine, une enzyme déclenchant la transcription des 

gènes codant pour les cytokines par une activation de NFAT. L’inactivation de la calcineurine 
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empêche NFAT d’être transloqué dans le noyau et bloque la réponse inflammatoire 

(Matsuda and Koyasu, 2000). Le tacrolimus est un traitement qui agit sur le même principe 

d’inhibition que la calcineurine. Dans la PR, le tacrolimus est souvent utilisé en association 

avec le MTX mais seulement après une résistance au DMARD ou lorsque d’autres 

traitements ne sont pas envisageables (Dutta and Ahmad, 2011). 

c) Les anti-IL-6 récepteur et les anti-IL-1 

 L’inhibition des cytokines pro-inflammatoires est une des stratégies les plus efficaces 

dans les traitements de la PR. Leurs implications dans de nombreux mécanismes 

inflammatoires en fait des cibles de choix.  

 L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire présente en forte concentration chez les 

patients atteints de PR. Le niveau sérique d’IL-6 et de récepteur soluble à l’IL-6 (IL-6R) est 

corrélé avec l’activité de la maladie, en faisant une cible de choix pour un traitement. Le 

tocilizumab a été développé dans ce but. Il s’agit d’un anticorps monoclonal humanisé dirigé 

contre le récepteur de l’IL-6 (IL-6R). Cette molécule est efficace dans la PR en monothérapie 

ou associée à un DMARD. En 2017, le sarilumab, un autre anticorps anti-IL-6R a eu l’accord 

de la FDA et de l’union européenne pour être utilisé comme traitement dans la PR. D’autres 

anti-IL-6R sont en développement. C’est le cas de l’olokizumab et du sirukumab qui sont 

actuellement en essai clinique de phase III. 

 Tout comme l’IL-6, le niveau d’IL-1 est corrélé avec l’activité de la PR (Tanaka and 

Martin Mola, 2014). Le ciblage majeur pour cette cytokine est son récepteur de type 2. Il fixe 

IL-1 circulant mais n’est pas impliqué dans la transduction du signal (Bresnihan et al., 1998). 

Un antagoniste de récepteur (IL-1RN) a été identifié comme inhibant l’action de l’IL-1. Pour 

obtenir une inhibition totale de l’IL-1, l’IL-1RN doit être présent en quantité dix à cent fois 

plus élevée que l’IL-1. Ce qui n’est pas le cas dans un état physiologique normal. C’est dans 

ce but qu’a été développé l’anakinra. Il s’agit de la forme recombinante humaine de l’IL1-RN. 

L’administration de ce médicament est quotidienne au vue de sa demi-vie très courte (4 à 

6h). Dans la PR, ce médicament a montré des effets bien moins importants que les 

biothérapies anti-TNFα et il est très rarement utilisé (Singh et al., 2009; Turkstra et al., 2011). 

En revanche, l’anakinra est souvent utilisé dans la forme systémique de l’arthrite juvénile 

idiopathique et dans des maladies dites auto-inflammatoires (Turkstra et al., 2011). 
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d) Les thérapies anti-TNFα 

 Le TNFα a été la première cytokine à être ciblée dans la PR (Keffer et al., 1991). Le 

TNFα est impliqué dans la majeure partie des mécanismes inflammatoires de la PR ainsi que 

dans l’ostéoclastogenèse. Cette protéine est présente en très grande quantité au sein des 

articulations de patients PR et une surexpression de TNFα conduit à l’apparition d’arthrite 

chez la souris. 

 L’infliximab a été le premier anti-TNFα développé et testé dans la PR. Il s’agit d’un 

anticorps monoclonal chimérique humain/souris dirigé contre le TNFα. Le traitement est une 

perfusion intraveineuse toutes les quatre à huit semaines. En association avec le MTX, 

l’infliximab diminue rapidement les signes cliniques. A plus long terme il est très efficace 

dans la prévention de l’érosion osseuse. Il restaure aussi les aptitudes physiques des patients 

répondeurs. En 2016, l’inflectra, premier bio-similaire de l’infliximab, a obtenu l’autorisation 

de mise sur le marché pour le traitement de la PR. 

 Contrairement à l’infliximab, l’etanercept n’est pas un anticorps mais une protéine 

recombinante fusionnant deux molécules de la partie extracellulaire du TNFR2 avec un 

fragment Fc d’IgG1 humaine. Ce traitement a été approuvé en 1998 dans le traitement de la 

PR. L’etanercept agit comme un inhibiteur du TNFα soluble et diminue la réponse 

inflammatoire qui lui est associée. La demi-vie de l’etanercept est de 4 à 6 jours ce qui 

demande une injection hebdomadaire pour un traitement efficace. Cet anti-TNFα peut être 

utilisé en monothérapie mais sont association au MTX permet d’augmenter son activité 

(Emery et al., 2006). 

 L’adalimumab, fut le premier anticorps anti-TNFα complètement humain. Il est 

injecté en sous cutané et sa demi-vie est d’environ 13 jours. Les effets de l’adalimumab 

associés au MTX ont été montrés chez des patients développant une PR agressive ainsi que 

chez des patients non répondeurs aux DMARD (Burmester et al., 2007). Après 76 semaines 

de traitement, une étude a montré que 90% des patients répondaient positivement au 

traitement par un maintien d’un faible score de la maladie. Le golimumab est la version 

humaine de l’infliximab. Il s’agit d’un anticorps humain ciblant le TNFα. Cet anti-TNFα est 

efficace chez des patients développant une PR modérée ou sévère étant non répondeurs au 

MTX ou totalement naïfs de traitements (Smolen et al., 2009). 
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 Pour terminer, il existe le certolizumab pegol. Il s’agit d’un fragment d’anticorps anti-

TNFα humain ne possédant pas de partie Fc mais seulement le fragment Fab. L’ajout du 

pegol permet une meilleure stabilité de la molécule et augmente sa demi-vie (14 jours). Le 

certolizumab est administré par injection sous cutanée toutes les semaines en monothérapie 

ou en association avec du MTX. 

e) Les inhibiteurs de la voie JAK/STAT 

 La voie JAK/STAT est impliquée dans l’activation des macrophages. Ces cellules sont 

les principales productrices de TNFα. Dans le but de diminuer l’inflammation, des 

traitements ont été développés pour inhiber cette voie de signalisation. Actuellement, il 

existe deux molécules qui inhibent la voie JAK/STAT et qui sont utilisées dans le traitement 

de la PR. Le tofacitinib est un inhibiteur de JAK1, JAK2 et JAK3. Son approbation par la FDA 

pour traiter la PR date de 2012 alors que son autorisation en Europe ne date que de janvier 

2017. Ce médicament est un comprimé à prendre deux fois par jour en association avec du 

MTX. Ce traitement est utilisé dans des cas de PR modérées ou sévères. La seconde molécule 

est le baricitinib, son autorisation de mise sur le marché date de juin 2017. C’est un 

inhibiteur de JAK1 et JAK2. Tout comme le tofacitinib, il est utilisé en association avec le MTX 

et se présente sous la forme d’un comprimé à prendre une fois par jour. 

Traitement Nature de la molécule Mode d’action 

Infliximab Anticorps monoclonal chimérique anti-TNFα Inhibition du TNFα 

Adalimumab Anticorps humanisé anti-TNFα Inhibition du TNFα 

Etanercept Protéines de fusion entre le TNFR2 humaine 

et une la fraction Fc d’un IgG1 humain 

Inhibition du TNFα 

Golimumab Anticorps monoclonal humain anti-TNFα Inhibition du TNFα 

Certolizumab Pegol Pegylation du fragment Fab d’un anticorps 

monoclonal anti-TNFα 

Inhibition du TNFα 

Tocilizumab Anticorps recombinant humain anti IL-6R Blocage de la signalisation  

et de l’activation des LB 

Anakinra Antagoniste du récepteur à l’IL-1 Inhibition de l’action de l’IL-1 

Tofacitinib Inhibiteur de JAK1/2/3 Inhibition de la voie JAK/STAT 

Baricitinib Inhibiteur de JAK1/2 Inhibition de la voie JAK/STAT 

Tableau 1 : Récapitulatifs des thérapies ciblées utilisées dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde 

11. Le psoriasis, une maladie dépendante du TNFα 

 Dans ce chapitre nous traiterons de manière succincte la physiopathologie du 

psoriasis, les cytokines ainsi que les cellules immunitaires principalement impliquées dans 
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cette pathologie. Nous terminerons par un tour d’horizon des différents traitements de cette 

maladie. 

a) Généralités 

 Le psoriasis est une maladie inflammatoire auto-immune provoquant des dermatites. 

Cette pathologie est fortement influencée par des facteurs génétiques et 

environnementaux. C’est une maladie assez fréquente touchant 2% de la population 

mondiale. Elle présente des caractéristiques cliniques assez diverses en raison de l’absence 

de bio-marqueurs spécifiques. La forme la plus commune du psoriasis est psoriasis vulgaris 

qui représente 85 à 90% des cas de psoriasis. 

 Histologiquement, le psoriasis se caractérise par une hyper-prolifération et une 

différenciation anarchique des kératinocytes mais aussi par une hyper-plasticité des 

vaisseaux sanguins et une infiltration de leucocytes inflammatoires dans le derme. Les 

plaques apparaissant sur la peau sont pour la plupart rouges et entrainent des 

démangeaisons et des squames. Dans certains cas, l’inflammation chronique due au 

psoriasis peut entrainer des dommages articulaires. 

a) L’importance des facteurs génétiques dans le psoriasis 

 Les facteurs génétiques jouent un rôle très important dans le développement du 

psoriasis. L’étude du génome de patients psoriasiques a montré la présence de 

polymorphismes de gènes directement liés au système immunitaire tels que le CMH (Liu et 

al., 2008b). Cependant, ces polymorphismes chez un individu n’induisent pas à eux seuls le 

psoriasis. Il existe en effets d’autres facteurs favorisants des modifications épigénétiques 

comme certains facteurs environnementaux. 

 Le psoriasis n’est pas une maladie transmise par hérédité mendélienne mais il existe 

des prédispositions familiales. Actuellement, le gène codant pour HLA-Cw6 est la cause 

principale de l’héritabilité du psoriasis (Park et al., 2010). Des études GWAS (Genome-Wide 

Association Stydy) ont permis l’identification d’une cinquantaine de gènes impliqués dans le 

psoriasis, répartissant la maladie en deux catégories bien distinctes : le psoriasis lié à des 

gènes spécifiques de la peau ou lié à des gènes de l’immunité (Alwan and Nestle, 2015). 
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 Les premiers polymorphismes génétiques liés au psoriasis ont été identifiés sur des 

gènes impliqués dans la formation de l’enveloppe cornée, celle-ci jouant un rôle dans la 

formation des cellules épithéliales (de Cid et al., 2009). 

 Les autres gènes augmentant le risque de développement du psoriasis sont liés à la 

réponse immunitaire. Ils interviennent majoritairement dans les mécanismes de 

présentation de l’antigène ainsi que dans la voie de différenciation des Th17 dépendante de 

l’IL-23. C’est le cas de la mutation du gène Hla-Cw6 qui est impliqué dans la présentation de 

l’antigène aux LT CD8+ (Elder, 2006). Erap1 a aussi été identifié comme un gène de 

susceptibilité dans le développement du psoriasis. Il participe la présentation de l’antigène 

par le CMH I (Genetic Analysis of Psoriasis Consortium & the Wellcome Trust Case Control 

Consortium 2 et al., 2010). En plus de ces modifications de présentation de l’antigène, des 

polymorphismes ont été identifiés sur des gènes directement impliqués dans la signalisation 

de l’IL-23 et des Th17 tels que les gènes codant pour l’IL-12B, l’IL-23R ou encore l’IL-23A 

(Nair et al., 2009). Ces cellules et ces cytokines ont été identifiées pour leurs capacités 

inflammatoires importantes. 

 Des modifications de gènes impliqués dans des voies de signalisation ont aussi été 

identifiées. C’est le cas en particulier des gènes régulant la voie NFκB. Cette voie de 

signalisation est cruciale dans la mise en place de la réponse inflammatoire et intervient 

dans les processus d’activation de la majorité des cellules composant le système 

immunitaire. La voie NFκB est en partie régulée par la TNFAIP3 (alpha induced protein 3) et 

TNIP1 (TNFAIP3-interacting protein1). Des polymorphismes des deux gènes codant pour ces 

régulateurs sont associés à une augmentation du développent de plusieurs maladies auto-

immunes telles que le psoriasis, le lupus érythémateux systémique ou encore la PR (Zhang et 

al., 2009). 

 En plus de la présence de polymorphismes génétiques dans le psoriasis, des équipes 

ont mis en évidence la présence de modifications épigénétiques. Han et ses collègues ont 

montré la présence de 26 régions hypométhylées dans le génome de patients psoriasiques 

par rapport à des donneurs sains. Ces sites peuvent fixer des facteurs de transcription et 

sont sensibles à la méthylation des histones mettant en évidence une possible régulation 

épigénétique dans le psoriasis (ENCODE Project Consortium et al., 2007). Certaines de ces 

modifications altèrent l’expression de gènes et peuvent être corrélées avec le score de la 
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maladie mesuré grâce au PASI (Psoriasis Area and Psoriasis Index). C’est le cas de l’hypo-

acétylation de l’histone H4 qui est négativement corrélée avec le score de la maladie ou 

encore de la diminution de l’expression de SIRT1 qui entraine une hyper-prolifération des 

kératinocytes (Zhang et al., 2011). 

b) Implication des lymphocytes T effecteurs dans la réponse 

inflammatoire psoriasique 

 A l’origine, les Th1 étaient considérés comme les principaux acteurs de 

l’inflammation dans le psoriasis. Ces conclusions s’appuyaient sur une augmentation des 

ARNm de l’IL-12, du TNFα et de l’IFNγ chez les patients développant cette maladie (Szabo et 

al., 1998). Il a aussi été montré que les cellules souches mésenchymateuse (CSM) à l’origine 

des kératinocytes exprimaient plus fortement des gènes liés au Th1 chez des patients que 

chez des donneurs sains, caractérisant un déséquilibre du système immunitaire favorable à 

la réponse Th1. Actuellement il est connu que, dans le psoriasis, les Th1 produisent de l’IFNγ 

en grande quantité. Cette cytokine permet d’augmenter la capacité de présentation des 

antigènes initiant l’inflammation cutanée (Kryczek et al., 2008). L’IFNγ augmente l’expression 

de CCL20 à la surface des CPA qui favorise le recrutement des Th17. Il agit aussi avec l’IL-17 

pour déclencher la production de chimiokines qui sont surexprimées par les kératinocytes 

dans le psoriasis (Kryczek et al., 2008). 

 Les études actuelles placent les Th17 au centre de la réaction inflammatoire dans le 

psoriasis. Ces cellules sont caractérisées par l’expression de RORγT. Leur différenciation est 

en partie dépendante de l’IL-6 et de l’IL-23 (Ivanov et al., 2006). Plusieurs études se sont 

intéressées au rôle de ces cellules dans l’inflammation cutanée. Pour commencer il a été 

montré que dans la peau psoriasique, les LT CD4+ produisant de l’IL-17 étaient présent en 

grande quantité par rapport à des donneurs sains (Chizzolini et al., 2008). Le rôle principal 

des Th17 est de produire des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-17, l’IL-12 ou 

encore l’IL-22. En réponse à cette inflammation, les kératinocyte sécrètent des chimiokines 

et cytokines qui favorisent le recrutement des Th17 (Ottaviani et al., 2006). Cette 

augmentation de l’inflammation est donc associée à un déséquilibre de l’activation de l’axe 

IL-23/Th17. 
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Figure 21: Mécanisme inflammatoire mis en place dans le psoriasis adaptée de (Deng et al., 2016) 

 D’autres classes de LT ont été identifiées dans l’inflammation cutanée. C’est le cas 

des Th22. Leur principale activité est de produire de l’IL-22. Cette cytokine favorise le 

recrutement des Th17. La production d’IL-22 est majoritairement contrôlée par l’axe IL-

23/IL-17. Cela permet un entretien de l’inflammation dans le psoriasis. Les Th9 jouent 

sensiblement le même rôle mais leur action passe par l’IL-9 qui favorise le recrutement des 

Th17. Ces cellules sont présentes en grande quantité dans la peau psoriasique. Pour 

terminer, les LT CD8+ sont importants dans la physiopathologie du psoriasis. La raison de cela 

est la prédisposition à développer un psoriasis chez les personnes possédant un 

polymorphisme sur le gène Psor1. Il code pour une région du CMH de classe I qui permet 

l’activation des LT CD8+. Johnson et ses collègues ont montré que les LT CD8+ étaient 

capables de reconnaitre des auto-antigènes provenant des kératinocytes indiquant un 

potentiel rôle pathogène (Johnston et al., 2004). 

c) Les lymphocytes T régulateurs dans le psoriasis 

 L’IL-6 est une des cytokines importantes dans la différenciation des Treg. Cependant, 

elle intervient aussi dans celle des Th17 (Pasare and Medzhitov, 2003). Ce lien entre Treg et 

Th17 indique la mise en place d’un équilibre entre ces deux types cellulaires. Bien que 

l’inflammation soit très importante dans la peau de patient psoriasique, il a été montré que 

les patients présentent de grandes quantités de Treg au sein des lésions cutanées suggérant 
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un défaut fonctionnel et non numéraire des Treg dans le psoriasis (Sugiyama et al., 2005). De 

plus, l’utilisation de modèles expérimentaux de psoriasis a permis la mise en évidence de 

l’importance du CD18 à la surface des Treg. L’absence de ce marqueur conduit à une hyper-

prolifération des LT dans la peau de ces souris due à un défaut d’activité immunosuppressive 

des Treg. La dérégulation des Teff conduit alors à une aggravation du psoriasis chez ces 

souris (Wang et al., 2008a). Pour terminer, il a été montré que les Treg issus de la 

différenciation de cellules hématopoïétiques de patients atteints de psoriasis perdent leur 

capacités immunosuppressives (Zhang et al., 2008). L’ensemble de ces résultats met en 

évidence l’importance des Treg dans le contrôle de l’inflammation psoriasique. 

d) Le rôle des cytokines dans le développement du psoriasis 

 Le TNFα et l’IFNγ sont deux cytokines pro-inflammatoires très présentes dans le 

psoriasis. Elles agissent directement sur les kératinocytes entrainant ainsi leur activation et 

leur prolifération. L’IFNγ joue un rôle prépondérant dans la phase précoce de la maladie. Il 

permet la phosphorylation de JAK1 et JAK2 (voie JAK/STAT), conduisant à l’activation des 

facteurs STAT qui sont directement impliqués dans la croissance et la prolifération cellulaire. 

Cette voie de signalisation permet aussi l’expression de gènes codant pour des cytokines 

pro-inflammatoires présentes dans les lésions cutanées du psoriasis (Johnson-Huang et al., 

2012). Certaines études indiquent que la concentration sérique d‘IFNγ pourrait être utilisée 

comme un bio-marqueur de l’activité de la maladie car corrélée avec le PASI (Abdallah et al., 

2009). De son côté, le TNFα est fortement impliqué dans la capacité des DC à présenter 

l’antigène mais augmente aussi l’activation des LT par la phosphorylation de NFκB. Cette 

voie d’activation est anormalement suractivée dans le psoriasis (Lizzul et al., 2005). De plus, 

le TNFα est fortement impliqué dans les mécanismes pro-inflammatoires présents dans le 

psoriasis. Il favorise la sécrétion d’IL-23 par les DC qui conduit à la différenciation et à 

l’activation des Th17. Cette cytokine est donc une cible de choix dans le traitement de cette 

pathologie. L’utilisation de traitements anti-TNFα entraine une régression de la maladie, 

associée à une diminution de la présence des Th17 et de cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’IL-23 ou l’IL-17 (Zaba et al., 2007). 

 L’hyper-activation de l’axe IL-23/IL-17 est une des caractéristiques immunitaires de 

l’inflammation dans le psoriasis. L’ARNm de l’IL-17 est fortement présent dans les lésions 

cutanées chez les patients (Johansen et al., 2009). La principale cellule productrice d’IL-17 
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est le lymphocyte Th17. Cependant, il a récemment été montré que les neutrophiles et les 

mastocytes pouvaient aussi produire cette cytokine dans le psoriasis (Hou et al., 2015). L’IL-

17 est une famille de cytokines comprenant 6 isoformes allant de l’IL-17A à l’IL-17F. Dans le 

cas du psoriasis, l’IL-17A et l’IL-17F sont les deux isoformes les plus représentées. L’IL-17 est 

capable d’induire directement la prolifération des kératinocytes et d’inhiber leur 

différenciation (Lai et al., 2012). De plus, en réponse à une stimulation par l’IL-17, les 

kératinocytes produisent à leur tour de l’IL-17 et favorisent le recrutement des Th17. Ce 

mécanisme permet un auto entretien de l’inflammation dépendante de l’IL-17 (Ramirez-

Carrozzi et al., 2011). 

 Cette forte présence d’IL-17 dans le psoriasis est intimement liée à une altération de 

l’équilibre entre l’IL-23 et les Th17. L’IL-23 est la cytokine majeure impliquée dans la survie et 

la prolifération des Th17. De plus, elle contribue à la prolifération des kératinocytes 

favorisant ainsi le développement du psoriasis. Les principales sources d’IL-23 sont les DC et 

les macrophages, suggérant l’importance du mécanisme de la présentation de l’antigène 

dans le développement de cette pathologie. Le rôle important de l’IL-23 dans le psoriasis a 

été renforcé lorsqu’il a été montré que cette cytokine était présente en plus forte quantité 

dans les lésions cutanées que dans la peau indemne de patients psoriasiques (Yawalkar et 

al., 2009). 

 D’autres cytokines sont augmentées dans le sang de patients développant un 

psoriasis. C’est le cas de l’IL-22. Cette protéine est sécrétée par les Th17 et les Th22. Elle 

permet la production d’IL-23 favorisant ainsi la survie des Th17. Elle augmente aussi la 

prolifération des kératinocytes dépendamment de la phosphorylation de STAT3 (Zheng et 

al., 2007). L’IL-9 présente le même profil que l’IL-22. Elle est présente en grande quantité 

dans lésions cutanées de patients. Elle augmente la sécrétion d’IL-17, de TNFα et d’IL-13 au 

cours du psoriasis. L’inhibition de cette cytokine conduit à la diminution de l’inflammation 

par un affaiblissement de la production d’IL-17, permettant ainsi un rééquilibrage de la 

réponse immunitaire (Elyaman et al., 2009). 

e) Les traitements 

 Les traitements classiques du psoriasis se basent sur l’administration de 

corticostéroïdes, d’analogues de la vitamine D ou de la mise en place de photothérapie 
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(Tableau 2). Un traitement local est généralement suffisant pour traiter des psoriasis peu 

sévères. Les corticostéroïdes constituent les traitements classiques les plus efficaces. Ils 

diminuent rapidement l’inflammation et la prolifération des kératinocytes (Van Der Meer et 

al., 1999). Une utilisation prolongée de ces traitements peut conduire à une atrophie 

cutanée et à une diminution de l’effet thérapeutique (Cornell and Stoughton, 1981). Les 

analogues de la vitamine D sont des traitements efficaces sur le long terme et n’entrainent 

pas d’effets secondaires. Cependant,  les bénéfices de ces traitements n’apparaissent que 

plusieurs semaines après les avoir débutés. Dans des cas de psoriasis sévères, de la 

photothérapie à base d’ultraviolet peut être utilisée en association avec du MTX. Ce dernier 

est souvent utilisé car il est très peu onéreux et très efficace dans le psoriasis (Heydendael et 

al., 2003). 

 Suite à une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques du 

psoriasis, des traitements ciblés ont été développés afin de pallier à une potentielle 

résistance des patients aux traitements classiques (Strohal et al., 2013). Ces biothérapies 

sont classées en quatre groupes : les anti-TNFα, les inhibiteurs de l’axe IL-23/IL-17, les anti-

IL-17 et les inhibiteurs des LT (Tableau 2). 

Traitement Mécanisme d’action Effets indésirables 

Corticostéroïdes Vasoconstriction 

Immunosuppression 

 

Atrophie cutanée 

Analogue de la vitamine D  Effets thérapeutiques tardifs 

Photothérapie Inhibition de l’hyper-prolifération 

épidermique 

Vieillissement de la peau 

Cancer de la peau 

Méthotrexate (MTX) Immunosuppression Fibrose hépatique 

Cyclosporine Immunosuppression Hypertension artérielle 

Etanercept Inhibiteur du TNFα Augmente le risque d’infection 

Infliximab Inhibiteur du TNFα Augmente le risque d’infection 

Adalimumab Inhibiteur du TNFα Augmente le risque d’infection 

Lupus 

Ustekinumab Inhibiteur de la voie IL-12/IL/23 Augmente le risque d’infection 

Secukinumab Inhibiteur de l’IL-17 Nasopharyngite 

 

Tableau 2: Ensemble des traitements utilisés dans le psoriasis 
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  Actuellement, les anti-TNFα autorisés dans le traitement du psoriasis sont 

l’etanercept, l’infliximab et le golimumab (Gilbert et al., 2015). Même si l’importance du 

TNFα dans cette pathologie a été avérée, il n’a pas été montré d’effet bénéfique supérieur 

de l’etanercept en comparaison au MTX. En revanche, les biothérapies les plus utilisées dans 

le psoriasis sont les inhibiteurs de l’axe IL-12/IL-23 comme l’ustekinumab et sont d’une 

grande efficacité tout comme les anti-IL-17. De manière identique à la PR, des inhibiteurs de 

la voie JAK/STAT sont en cours de développement pour traiter le psoriasis. 

D. Les modèles animaux utilisés pour l’étude des maladies 

inflammatoires 

 Dans le but de mieux comprendre et disséquer les mécanismes impliqués dans le PR 

ou dans le psoriasis, de multiples modèles expérimentaux ont été développés. Nous 

distinguons les modèles induits et les modèles d’animaux génétiquement modifiés. Les 

caractéristiques des différents modèles présentés sont résumées dans le tableau 3. 

1. Modèle expérimentaux de polyarthrite rhumatoïde 

a) L’arthrite au collagène 

 L’arthrite expérimentale au collagène (AEC) est probablement le modèle 

expérimental de PR le plus utilisé et le mieux caractérisé. L’AEC partage beaucoup de points 

communs avec la PR puisque dans ce modèle il y a une rupture de la tolérance et une 

production d’auto-anticorps. Ce modèle a d’abord été développé chez le rat et par la suite 

dans différentes souches de souris (Trentham et al., 1977). L’AEC est basée sur une injection 

de collagène de type II (CII) bovin (b) émulsionné avec de l’adjuvent complet de Freund (CFA) 

suivi d’un rappel 3 semaines plus tard dans de l’adjuvent incomplet de Freund (IFA). Les 

souris les plus sensibles à l’AEC sont les DBA/I et sont les plus utilisées dans ce modèle de PR. 

L’AEC est aussi inductible chez les souris C57BL/6 mais cette lignée est plus résistante que la 

lignée DBA/1. 

 Les signes cliniques de la maladie apparaissent après une vingtaine de jour suivant 

l’injection de CIIb. Ils se caractérisent par l’apparition d’érythèmes, d’œdèmes et de 

déformations au niveau des articulations. Ces symptômes sont associés à une inflammation 

de la membrane synoviale, une hyperplasie synoviale et une érosion du cartilage et de l’os. 

Ces mêmes caractéristiques sont retrouvées dans la PR chez l’homme. Ces symptômes sont 
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associés à l’activation de LB produisant des anticorps dirigés contre le CII et de LT spécifiques 

eux aussi de ce collagène. Les auto-anticorps présents dans l’AEC sont principalement des 

IgG2 et particulièrement des IgG2a et des IgG2b. La pathologie atteint un pic environ trente-

cinq jours après l’injection de collagène et diminue par la suite. Cette rémission est associée 

à une augmentation de la quantité de TGFβ et à une diminution de l’activité Th1 (Marinova-

Mutafchieva et al., 2006; Mauri et al., 1996). 

b) L’arthrite induite par des anticorps anti-collagène 

 Des études chez la souris ont montré que l’injection d’anticorps de souris AEC, 

permettrait d’induire l’arthrite chez des souris non immunisées (Stuart and Dixon, 1983). Par 

la suite, des cocktails d’anticorps ciblant le collagène ont été mis au point pour induire 

l’arthrite. Ce modèle est maintenant utilisé régulièrement en laboratoire et est appelé CAIA 

(Collagen Antibody Induced Arthritis). Le modèle CAIA est caractérisé par une forte 

infiltration de macrophages et de neutrophiles mais n’entraine pas d’activation des LT et des 

LB (Santos et al., 1997). Le développement rapide de l’arthrite est l’un des avantages de ce 

modèle. Les premiers signes cliniques, semblables à ceux de l’AEC, apparaissent 48h après 

l’injection des anticorps avec une incidence de 100% et cela quel que soit le fond génétique 

de la souris. Ces symptômes sont associés à une forte infiltration des macrophages et des 

neutrophiles dans l’articulation. Cependant, l’un des principaux inconvénients de ce modèle 

est qu’il n’y a pas de mise en place de réponse B et de réponse T (Bessis et al., 2017). 

c) L’arthrite à la mBSA 

 Ce modèle s’appuie sur une injection de méthyl BSA (mBSA) émulsionnée dans du 

CFA suivie une semaine plus tard par une injection intra-articulaire de mBSA dans du PBS. Ce 

type d’approche permet d’étudier les mécanismes de l’arthrite quelle que soit la souche de 

souris utilisée. Cependant, le rappel ayant lieu, la majeure partie des cas, dans le genou rend 

l’évaluation des paramètres cliniques délicate. En revanche, ce modèle permet l’observation 

histologique de l’érosion osseuse et cartilagineuse. La réaction inflammatoire présente dans 

ce modèle est majoritairement due à l’activation de la réponse T et à l’apparition de 

complexes immuns.  
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d) Le modèle DTHA 

 L’induction de la DTHA (Delayed-Type Hypersensitivity Arthritis) est réalisée par 

injection de mBSA émulsionnée avec du CFA en intra dermique, d’une injection d’anticorps 

anti-collagène et d’un rappel de mBSA (Atkinson et al., 2012). Contrairement au modèle 

mBSA, ici le rappel est effectué dans le coussinet plantaire de la souris. Cela permet 

l’évaluation de l’arthrite selon des paramètres cliniques. Le pic d’arthrite se déclare dès le 

lendemain du rappel et les signes cliniques peuvent perdurer pendant encore une dizaine de 

jours. Ce modèle inclut des érosions articulaires analysables en histologie. Les mécanismes 

inflammatoires mis en place durant ce modèle sont dépendants du TNFα et de l’IL-17 

(Atkinson et al., 2016). 

e) Le modèle SCW 

 Le modèle SCW (Steptoccocal Cell Wall) est utilisé autant chez la BALB/c que chez la 

DBA/1. L’induction de l’arthrite s’effectue par une seule injection intra articulaire de 

fragments de parois cellulaires de Streptocoque et l’arthrite apparait dès le lendemain. Il est 

possible d’obtenir une arthrite destructive chronique en répétant les injections intra 

articulaires de SCW. L’arthrite se caractérise par une inflammation articulaire ainsi que par la 

mort des chondrocytes. Ce modèle conduit à la production d’anticorps anti-SCW (Bessis et 

al., 2017). 

f) Les souris SCID 

 Les souris SCID sont des animaux possédant une mutation spontanée du gène Prkdc 

qui conduit à une absence de LT et d’immunoglobuline. Ces souris peuvent être greffées 

avec des tissus synoviaux de patients PR. Cette opération s’effectue dans la capsule rénale 

de la souris. Trente-cinq jours après l’opération, le tissu synovial se fixe au cartilage. Cent-

cinq jours après, les fibroblastes synoviaux envahissent et entrainent sa destruction (Geiler 

et al., 1994). Ce modèle permet l’étude des mécanismes d’invasion du cartilage et sa 

destruction dans la PR. 

g) Les souris transgéniques 

 Des animaux génétiquement modifiés peuvent développer des arthrites de manière 

spontanée. Les modèles de PR chez des souris sur-exprimant le TNFα humain ont été créés 

par Kollias et ses collègues en 1991 (Keffer et al., 1991). Ces souris présentent une 
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inflammation chronique entrainant des polyarthrites et des érosions articulaires. Un 

traitement précoce avec un anticorps monoclonal ciblant le TNFα protège totalement ces 

souris de la maladie. 

 Les souris K/BxN sont aussi connues pour développer des arthrites spontanées. Ces 

animaux ont été décrits pour la première fois en 1996 par Kouskoff  et ses collègues 

(Kouskoff et al., 1996). Ces souris ont été obtenues par croisement d’une lignée 

transgénique pour le TCR et une lignée exprimant le CMH II Ag7. Les souris K/BxN 

développent spontanément des arthrites sévères et destructrices. De plus, leur sérum est 

riche en auto-anticorps dirigés contre la glucose-6-phosphate isomérase. Les mécanismes 

immunitaires mis en place sont dépendants du TNFα mais aussi de l’IL-1. Il est à noter que le 

sérum de ces souris est suffisant pour induire une arthrite. 

Modèle Induction Caractéristiques 

Arthrite au collagène Immunisation avec du CII (bœuf ou poulet) Incidence variable en fonction de la lignée murine 

Evaluation clinique aisée 

Modèle de référence dans l’étude de la PR 

CAIA Injection d’anticorps anti-CII 100% d’incidence quel que soit la lignée de souris 

Evaluation clinique aisée 

Modèle rapide 

Méthyl BSA Immunisation avec de la mBSA 

Rappel intra-articulaire de mBSA dans le genou 

100% d’incidence quel que soit la lignée de souris 

Evaluation clinique compliquée 

Modèle rapide 

DTHA Immunisation avec mBSA 

Injection d’anticorps anti-CII 

Rappel de mBSA dans le coussinet plantaire 

100% d’incidence quel que soit la lignée de souris 

Evaluation clinique aisée 

Modèle rapide 

Modèle SCW  Injection intra articulaire de Streptoccocal Cell Wall 100% d’incidence quel que soit la lignée de souris 

Modèle rapide 

Production d’anticorps anti-SCW 

Souris SCID Souris SCID + xénogreffe Difficulté pour étudier le rôle spécifique de 

certains gènes dans le développement de l’arthrite 

Souris transgéniques Transgénique pour le TNFα humain 

Lignée K/BxN 

Développement spontané d’arthrite 

Difficulté pour étudier le rôle spécifique de 

certains gènes dans le développement de l’arthrite 

Tableau 3 : Modèles expérimentaux de la polyarthrite rhumatoïde 

2. Modèles d’inflammation cutanée induite par l’imiquod 

 Il existe de nombreux modèles murins d’étude du psoriasis. La maladie peut être 

développée de manière spontanée ou induite tout comme pour les modèles de la PR. Dans 

ce chapitre nous décrirons le modèle de psoriasis que nous avons utilisé au cours de notre 

étude, le psoriasis induit par l’imiquimod. 
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 L’imiquimod est un ligand du TLR7 et du TLR8 présent dans l’Aldara. Ce médicament 

est une crème couramment utilisée dans  le traitement de petits carcinomes basocellulaires 

ou encore pour des verrues génitales (Beutner and Tyring, 1997). Il a été montré que des 

patients traités par Aldara développent des psoriasis en cas d’application prolongée (Rajan 

and Langtry, 2006). Cette crème est utilisée dans l’induction de l’inflammation cutanée chez 

la souris. 

 Une application cutanée quotidienne d’Aldara chez la souris entraine l’apparition 

d’érythème, de squames et un épaississement de la peau. De plus, un épaississement de 

l’épiderme est constaté en histologie montrant une prolifération des kératinocytes. 

L’inflammation mise en place dans ce modèle est liée à la stimulation des pDC par 

l’imiquimod. L’activation du TLR7 à la surface de ces cellules entraine la production d’IL-23. 

Cette cytokine favorise la différenciation et le maintien des Th17 (van der Fits et al., 2009; 

Wagner et al., 1999). Ces cellules sont les principaux producteurs d’IL-17. Cette cytokine est 

impliquée dans la mise en place de l’inflammation cutanée. L’Aldara permet aussi 

l’infiltration des cellules de Langerhans dans les ganglions lymphatiques (Suzuki et al., 2000). 

Ce modèle permet d’observer l’apparition d’érythème, d’infiltration et de squames 

cutanées, deux à trois jours après le début de l’application d’Aldara. De plus, l’arrêt de 

l’application de cette crème conduit à une rémission totale après quelques jours. 
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 La polyarthrite rhumatoïde et le psoriasis sont deux maladies auto-immunes 

dépendantes du TNFα. Ces pathologies sont associées à un défaut des capacités 

immunosuppressives des Treg. Il est à présent admis que le TNFα peut induire une 

expansion des Treg via l’activation du TNFR2, ce qui suggère un rôle important des Treg 

TNFR2+ dans la résolution de l’inflammation dépendante du TNFα. Actuellement, cette sous 

population de cellules est identifiée comme les Treg les plus immunosuppresseurs. A la 

lumière de ces résultats, la PR et le psoriasis pourraient être des pathologies dans lesquelles 

les Treg TNFR2+ jouent un rôle prépondérant. 

 Les mécanismes d’activation des Treg par le TNFα et le rôle exact des sous-

populations de Tregs exprimant le TNFR2+ dans l’inflammation ne sont cependant pas 

clairement élucidés.  

 Notre premier objectif a été de comprendre le rôle du TNFR2 et plus spécifiquement 

celui qu’il joue à la surface des Treg dans l’inflammation dépendante du TNFα. Pour cela 

nous avons étudié l’effet direct de cette cytokine sur l’activité des Treg chez des souris 

sauvages ainsi que chez des souris déficientes pour le TNFR2 (TNFR2-/-). Par la suite, nous 

avons étudié le rôle de ce récepteur dans deux modèles d’inflammation dépendants du 

TNFα, que sont l’arthrite DTHA et l’inflammation cutanée induite par imiquimod. Ces deux 

pathologies ont été induites chez des souris TNFR2-/-. Puis nous avons analysé l’évolution de 

la maladie ainsi que la réponse immunitaire mise en place, et particulièrement l’action des 

Treg. Enfin, pour mieux comprendre le rôle spécifique des Treg TNFR2+, nous avons réalisé 

ces mêmes expériences chez des souris déficientes pour le TNFR2 seulement sur les Treg. 

 Le deuxième objectif a été de comprendre les mécanismes mis en jeu lors de 

traitements anti-TNFα dans la PR. Les études actuelles suggèrent en effet, qu’ils n’ont pas 

comme seule action d’inhiber le TNFα circulant, mais qu’ils pourraient aussi modifier le 

nombre, le phénotype et l’activation de certaines cellules comme les Treg. Notre hypothèse 

de travail est que les Tregs exprimant le TNFR2 jouent un rôle important dans la rémission 

de la PR. Nous avons donc étudié l'impact des traitements anti-TNFα sur les populations de 

Tregs et en particulier les Tregs TNFR2+. 
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A. Résultats Partie 1 : TNFR2+ Tregs play an important role in skin 

immune cell infiltration and keratinocyte proliferation 

Article en préparation 

1. Introduction 

Le psoriasis est une maladie auto-immune dépendante des Th17 et également caractérisée 

par une inaptitude des Treg à inhiber l’inflammation. De plus, cette maladie est associée à 

une présence importante de TNFα.  Actuellement, il est connu que cette cytokine peut avoir 

une activité anti-inflammatoire lorsqu’elle se fixe au TNFR2 pouvant ainsi favoriser le 

maintien des Treg. Nous avons donc étudié le rôle de ce récepteur dans le modèle de 

psoriasis, induit par l’imiquimod. 

 Pour mener à bien cette étude, nous avons, dans un premier temps, induit le 

psoriasis chez des souris déficientes pour le gène du TNFR2 et évalué l’évolution clinique et 

histologique de la maladie. Au cours de la même expérience nous avons analysé la réponse 

immunitaire mise en place et avons porté une attention particulière au comportement des 

Treg. Ces expériences ont montré un rôle important du TNFR2 dans le contrôle de 

l’inflammation cutanée et de l’épaississement épidermique. Ces phénomènes étaient 

associés à une diminution de la fréquence des Treg et à une augmentation de l’infiltrat 

leucocytaire dans la peau. 

 Dans un deuxième temps, nous avons effectué un transfert adoptif de Treg WT chez 

des souris TNFR2-/- dans le but de mieux comprendre le rôle des Treg TNFR2+ dans le 

contrôle de l’inflammation cutanée. Ces expériences ont permis de mettre en évidence le 

rôle important des Treg TNFR2+ dans le contrôle de l’épaississement de l’épiderme. 

 Pour terminer et afin d’identifier spécifiquement le rôle des Treg TNFR2+ dans le 

contrôle de l’inflammation cutanée dans notre modèle, nous avons induit la maladie chez 

des souris déficientes pour le TNFR2 mais seulement sur les Treg (FoxP3CRE TNFR2LOX). Ces 

travaux ont permis de confirmer le rôle des Treg TNFR2+ dans un modèle d’inflammation 

cutanée induit par l’imiquimod. 
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 Cette étude a permis de mettre en évidence le rôle anti-inflammatoire du TNFR2 ainsi 

que l’importance des Treg TNFR2+ dans le contrôle de l’inflammation, dans notre modèle de 

psoriasis dépendant du TNFα.   

2. Matériels et Méthodes 

Souris 

Les souris TNFR1-/- et TNFR2-/- ont été générées à partir de souris double déficientes 

TNFR1/TNFR2, don du Dr Muazzam Jacob. Ces souris doubles déficientes ont été croisées 

avec des souris C57BL/6 (Le Genest-Saint-Isle, France) afin d’obtenir des souris homozygotes 

TNFR1-/- ou homozygotes TNFR2-/-. Le génotype de ces souris a été confirmé par PCR en 

utilisant les amorces ci-dessous (Tableau 4). Les souris FoxP3CRE x TNFR2LOX et leurs contrôles 

ont été données par le Pr Benoit Salomon de l’unité U1135. Le phénotype de ces souris a été 

validé par cytométrie en flux après un marquage CD4, FoxP3 et TNFR2. Tous les protocoles 

utilisés dans cette étude ont été validés par le comité éthique de l’Université Paris 13 

(comité Charles Darwin) ainsi que par le comité CEE40, rattaché à l’animalerie Buffon de 

l’Université Paris 6. 

Gene Orientation Primer (5'-3') Taille amplicon 

TNFR1 WT 
Forward TGTGGAAAGGGCACCTTTACGGC 

470bp 
Reverse GGCTGCAGTCCACGCACTGG 

TNFR1-/- 
Forward TGTGGAAAGGGCACCTTTACGGC 

300bp 
Reverse ATTCGCCAATGACAAGACGCTGG 

TNFR2 WT 
Forward AGCTCCAGGCACAAGGGCGGG 

200bp 
Reverse CCTCTCATGCTGTCCCGGAAT 

TNFR2-/- 
Forward GCCCTGAATGAACTGCAGGACG  

500bp 
Reverse CACGGGTAGCCAACGCTATGTC  

Tableau 4 : Amorces utilisées pour le génotypage des souris TNFR1
-/-

 et TNFR2
-/-

 

Induction de l’inflammation cutanée 

L’inflammation cutanée induite par l’Imiquimod a été effectuée par application de la crème 

Aldara sur des souris C57BL/6 de chez Janvier, TNFR2-/- ou FoxP3CRE TNFR2LOX âgées de 8 à 12 

semaines. Le dos des souris a été rasé et épilé 3 jours avant la première application d’Aldara. 
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Le score de la maladie a été évalué selon l’importance de l’érythème, de l’infiltration et des 

squames. Une pesée quotidienne des animaux a été effectuée pendant toute la durée de 

l’expérience. 

Préparation des cellules et des tissus : 

Les leucocytes de la rate ont été obtenus par broyage de la rate et lyse des globules rouges 

avec un tampon hémolysant (NH4CL, KHCO3 et EDTA). Les ganglions inguinaux ont été 

prélevés et les leucocytes ont été obtenus après broyage des ganglions. Le sang a été 

prélevé par ponction intracardiaque et les leucocytes sanguins ont été obtenus après lyse 

des globules rouges avec le tampon hémolysant. Les cellules immunitaires cutanées ont été 

obtenues après digestion de la peau dans du PBS contenant de la collagénase IV 

(Worthington), de la hyaluronidase (Sigma) et de la DNAse (Sigma) pendant 3h sous agitation 

à 37°C. Le tissu digéré a été passé dans un tamis 70µM et les enzymes ont été neutralisées 

avec de l’EDTA. 

Cytométrie en flux : 

Les marquages de surface ont été effectués à l’aide des anticorps anti-CD4-APC Cy7 (clone 

RM4-5; BD Bioscience), anti-CD39-PE (clone 24DMS1; eBioscience), anti-CD39-PE Cy7 (clone 

Duha59; BioLegend), anti-CD25-PE (Miltenyi 130-102-593), anti-CTLA-4-PerCP Cy5.5 (clone 

UCD10-4B9; BioLegend), anti-CD120b-PE (clone TR-75-89; BD Bioscience), anti-CD45-APC 

(clone 30F-11; BioLegend), anti-F4/80-PE (clone CI.A3.1; BioLegend) et anti-CD3-PerCP Cy5.5 

(clone 17.A2; BD Bioscience). 

Les marquages membranaires ont été effectués à 4°C et à l’obscurité dans du PBS contenant 

5% de SVF, 0,02M de sodium azide et 100µg/mL de γ globulines humaines (Calbiochem), 

incubé pendant 30 min avec les concentrations requises d’anticorps ou les isotypes 

correspondants. 

Pour le marquage intranucléaire de FoxP3, les cellules ont été fixées et perméabilisées avec 

le kit « FoxP3 Transcription Factor Staining Buffer Set » (eBioscience). Le marquage a été 

effectué à l’aide de l’anticorps anti-FoxP3-eFluor 450 (clone FJK.16s; eBioscience) ou avec 

l’isotype correspondant pendant 30 min dans le tampon de perméabilisation à la 

concentration requise.  
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Pour le marquage intracellulaire des cytokines, les cellules des ganglions ont été stimulées 

pendant 4h avec de la PMA (Sigma P1585), de la ionomycine (I9657) et de la Brefeldin A (BD 

Pharmingen, San Diego, CA). Les cellules ont ensuite été marquées avec un anti-CD4-

PerCP.Cy5.5 (clone RM4-5; BioLegend), un anti-IL-17-PE (clone TC11-18H10; BD Bioscience) 

et un anti-IFNγ-APC (clone XMG1.2; BD Bioscience). Pour le marquage intracellulaire de l’IL-

17 et de l’IFNγ, les cellules ont été fixées et perméabilisées avec le kit de chez BD Bioscience 

(554714). 

Les résultats ont été générés avec le BD FACS CANTO II et le logiciel BD FACS DIVA Software. 

Analyse histologique 

 Les échantillons de peau ont été fixés dans du formol puis déshydratés dans des 

bains d’alcool à concentrations croissantes. Puis, ils ont été inclus en paraffine et des coupes 

de 4µm ont été effectuées au microtome. Ces dernières ont ensuite été colorées à 

l’hématoxyline et à l’éosine. Les mesures de l’épiderme et les photographies ont été 

réalisées à l’aide du microscope Zeiss Axio Observer D1 et le logiciel Archimed de chez 

Microvision. 

Transfert adoptif de Treg 

 Les lymphocytes T régulateurs (CD4+ CD25+) de rates de souris WT ont été purifiés 

par tri magnétique avec une pureté d’au moins 90% (Kit Miltenyi : 130-091-041). 100µL de 

PBS 1X contenant 106 Treg ou non ont été injectés en intraveineuse 3 jours avant la première 

application d’Aldara. 

3. Résultats 

a) Contrôle de l’intensité de l’inflammation cutanée par la dose 

d’imiquimod appliquée 

 Dans le but d’étudier le rôle du TNFR2 dans le développement du psoriasis, nous 

avons utilisé un modèle expérimental induit par l’imiquimod, un ligand du TLR7. Pour cela 

nous avons utilisé de l’Aldara, une crème contenant cette molécule. L’hypothèse que nous 

avons formulée était que l’absence de TNFR2 conduisait à une exacerbation de 

l’inflammation cutanée. Afin de voir une potentielle augmentation des symptômes cliniques, 

nous avons appliqué sur des souris C57BL/6, différentes doses d’Aldara pour tenter d’induire 
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une inflammation modérée (Figure 22). Nous montrons que le score clinique des souris 

traitées par la plus forte dose d’Aldara (62,5 mg) conduit à un score total de 5,8 ± 0,5 au 

bout de cinq jours de traitement consécutifs alors que les souris en ayant reçu deux fois 

moins (31,25mg d’Aldara + 31,25 mg de Cold Cream) présentent un score de seulement 2 ± 

0,8 (Figure 22A). L’étude des paramètres cliniques composant le score total que sont 

l’érythème, l’infiltration et les squames montre la même tendance (Figure 22B-D). 

 

Figure 22 : Contrôle de l’intensité de l’inflammation cutanée par la dose d’imiquimod appliquée 
(A) score cumulé des trois paramètres utilisés pour l’évaluation clinique de la maladie : (B) érythème, (C) 
infiltration et (D) squames. L’application d’Aldara a été effectuée pendant 9 jours avec un arrêt aux jours 5 et 6. 
Les souris du groupe Aldara ont reçu une application de 62,5 mg d’Aldara. Celles du groupe Aldara 31,25mg ont 
reçu une application de 31,25 mg d’Aldara mélangés à 31,25 mg de Cold Cream et le groupe contrôle a reçu 
62,5 mg de Cold Cream. Chaque groupe est composé de 3 souris. 

 

Ces expériences indiquent aussi que l’utilisation de Cold Cream n’induit pas d’inflammation 

cutanée et peut donc être utilisée pour diluer l’Aldara (Figure 22). Il est à noter que l’arrêt 

du traitement pendant deux jours consécutifs entraine une diminution importante du score 

clinique (Figure 22A) caractérisée par une baisse de l’érythème et de l’infiltration (Figure 

22B-C). 

 Ces résultats montrent qu’il est possible de moduler le score clinique du psoriasis en 

faisant varier la quantité d’imiquimod appliquée. De plus, une application quotidienne est 

recommandée pour obtenir une inflammation cutanée persistante. A la lumière de ces 
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résultats, un traitement quotidien pendant 5 jours avec 31,25 mg d’Aldara mélangée avec 

31,25 mg de Cold Cream a été utilisé dans la suite de notre étude. 

b) L’absence du TNFR2 conduit à une exacerbation des 

paramètres cliniques et histologiques de l’inflammation cutanée 

induite par l’imiquimod  

 Pour étudier le rôle du TNFR2 dans le développement de l’inflammation cutanée 

dépendante de l’imiquimod, nous avons induit la maladie chez des souris TNFR2-/-. La figure 

2A montre que l’absence du TNFR2 entraine une exacerbation du score total de la maladie. 

Plus précisément, ces souris présentent une infiltration et des squames plus importantes 

que les souris WT (Figure 23C-D). En revanche, nous n’observons aucune différence 

concernant l’érythème (Figure 23B).  

 

Figure 23 : L’absence du TNFR2 conduit à une exacerbation des paramètres cliniques et histologiques de 
l’inflammation cutanée induite par l’Imiquimod 
(A) score cumulé des trois paramètres utilisés pour l’évaluation clinique de la maladie : (B) érythème, (C) 
squames et (D) infiltration. (E) Coupe histologique de la peau représentative de souris WT et TNFR2

-/-
, au 

grossissement x400, dans un contexte d’inflammation cutanée. (F) Moyenne des mesures de l’épiderme sur 
des coupes de peau de souris WT ou TNFR2

-/-
. Chaque groupe est composé de 12 souris. Toutes les souris ont 

reçu quotidiennement 31,25 mg d’Aldara mélangés à 31,25 mg de Cold Cream pendant 5 jours. L’analyse 
statistique des scores cliniques a été effectuée en calculant l’aire sous la courbe pour chaque groupe puis elles 
ont été comparées avec un test t de Student. L’analyse statistique de l’épaisseur de l’épiderme a été effectuée 
en utilisant un test t de Student. *p<0,05. 
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Le psoriasis est caractérisé par une hyper prolifération des kératinocytes conduisant à un 

épaississement de l’épiderme. L’analyse histologique de la peau montre que l’Aldara 

entraine un épaississement plus important de l’épiderme chez les souris TNFR2-/- que chez 

les souris WT (Figure 23E-F).  

 L’ensemble de ces résultats met en évidence le rôle important du TNFR2 dans le 

contrôle de l’inflammation cutanée et particulièrement dans le mécanisme d’infiltration et 

de formation des squames. De plus, le TNFR2 semble intervenir dans la régulation de la 

prolifération des kératinocytes puisque son absence augmente l’épaississement de 

l’épiderme après application d’Aldara. 

c) L’absence de TNFR2 entraine une diminution de la fréquence 

des Treg et des Treg CD39+ 

 Par la suite, nous avons analysé les fréquences et les phénotypes des cellules 

immunitaires chez des souris déficientes pour le TNFR2 au cours de l’inflammation cutanée. 

Nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux Treg qui sont des cellules clé dans la 

régulation de l’inflammation. Nous montrons qu’après application d’Aldara, la fréquence des 

Treg est plus faible dans  la rate et dans les ganglions lymphatiques des souris TNFR2-/- par 

rapport aux souris WT (Figure 24A). De plus, le nombre absolu des Treg spléniques et 

ganglionnaires est plus faible chez les souris TNFR2-/- que chez les souris WT (Figure 24B). La 

baisse de la fréquence et du nombre des Treg dans la rate des souris TNFR2-/- est associée à 

une diminution de l’expression de FoxP3 par ces mêmes cellules (Figure 24C). La diminution 

des Treg n’est pas la seule conséquence d’une déficience en TNFR2. Nous avons étudié 

l’expression de marqueurs impliqués dans les mécanismes immunosuppressifs des Treg tels 

que le CD39. Nous montrons que l’absence de TNFR2 conduit à une diminution de la 

fréquence et du nombre des Treg CD39+ dans la rate et les ganglions (Figure 24D-F). 

 Ces analyses cellulaires mettent en lumière le rôle important du TNFR2 dans la 

régulation de la fréquence des Treg dans la rate et dans les ganglions lymphatiques. De plus, 

le TNFR2 semble jouer un rôle dans le maintien de l’expression de FoxP3, caractérisé par la 

diminution de la MFI de FoxP3 chez les souris déficiente pour le TNFR2. Enfin, la diminution 

de la fréquence des Treg CD39+ chez les souris TNFR2-/- indiquent une potentielle diminution 

de la capacité immunosuppressive des Treg. 
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Figure 24 : L’absence de TNFR2 en cas d’inflammation cutanée entraine une diminution des Treg et des Treg 
CD39

+
 

(A)(B) Analyse de la fréquence et du nombre absolu des Treg dans la rate et les ganglions lymphatiques. (C) 
Analyse de MFI (Mean Fluorescence Intensity) de FoxP3 sur les Treg. (D)(E)(F) Analyse de la fréquence et du 
nombre absolu des Treg CD39

+
 dans la rate et les ganglions lymphatiques. Chaque groupe est composé de 12 

souris. Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant un test t de Student. *p<0,05 ; ***p<0,001 ; 
****p<0,0001. 

d) Les Treg TNFR2+ protègent partiellement les souris TNFR2-/- de 

l’inflammation cutanée 

 Les principales cellules impliquées dans la régulation de l’inflammation sont les Treg. 

Actuellement, il est connu que les Treg TNFR2+ représentent une population de Treg plus 

immunosuppressive. Nous avons donc étudié le rôle des Treg TNFR2+ dans notre modèle 

d’inflammation cutanée. Pour cela nous avons effectué un transfert adoptif de Treg issus de 

souris WT chez des souris TNFR2-/- trois jours avant l’induction de l’inflammation cutanée 

(Figure 25A). Nous montrons que les paramètres cliniques ne sont que très peu modifiés 

entre des souris TNFR2-/- ayant reçu des Treg WT et celles ayant reçu du PBS (Figure 25B-D). 

Seule l’infiltration est augmentée chez les souris TNFR2-/- PBS et cela seulement au dernier 

jour de l’expérience (Figure 25E). L’analyse histologique de ces souris montre une 

augmentation de l’épaississement de l’épiderme chez des souris TNFR2-/- PBS comparées au 

WT PBS comme montré précédemment (Figure 25F-G). Cependant, il est à noter que 

l’injection de Treg WT chez les souris TNFR2-/- induit une diminution de l’épaississement de 

l’épiderme par rapport au souris TNFR2-/- ayant reçu du PBS (Figure 25F-G). 
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Figure 25 : Les Treg TNFR2
+
 protègent partiellement les souris TNFR2

-/-
 de l’inflammation cutanée 

(A) Protocole de transfert adoptif de Treg WT chez des souris TNFR2
-/-

. (B) Score cumulé des trois paramètres 
utilisés pour l’évaluation clinique de la maladie : (C) érythème, (D) squames et (E) infiltration. (F) Coupe 
histologique de la peau représentative de souris WT et TNFR2

-/-
 ayant reçu du PBS ou des Treg WT, au 

grossissement x400, dans un contexte d’inflammation cutanée. (G) Moyenne des mesures de l’épiderme sur 
des coupes de peau de souris WT ou TNFR2

-/-
 ayant reçu du PBS ou des Treg WT. Le groupe de souris WT est 

composé de 12 individus et les deux groupes de souris TNFR2
-/-

 sont composés de 11 individus. Toutes les 
souris ont reçu quotidiennement 31,25 mg d’Aldara mélangés à 31,25 mg de Cold Cream pendant 5 jours. Les 
analyses statistiques ont été effectuées en utilisant un One-Way ANOVA. *p<0,05. 

 

  



101 
 

 Ces résultats indiquent que les Treg WT sont capables de diminuer partiellement les 

paramètres cliniques de l’inflammation cutanée induite par l’Aldara et particulièrement la 

mise en place de l’infiltration chez des souris TNFR2-/-. Cependant, ces Treg semblent jouer 

un rôle important dans la régulation de la prolifération des kératinocytes de l’épiderme. 

L’ensemble de ces données met en évidence l’importance des Treg TNFR2+ dans la 

régulation de l’épaississement épidermique. 

e) L’expression du TNFR2 est liée à une moindre infiltration 

leucocytaire et macrophagique dans la peau 

 Afin de mieux comprendre le rôle des Treg TNFR2+ dans la régulation de 

l’inflammation cutanée, nous avons effectué des analyses cellulaires après le transfert de 

Treg WT dans des souris TNFR2-/-. 

 Nous montrons en premier lieu que nous retrouvons les Treg TNFR2+ chez des souris 

TNFR2-/- ayant reçu des Treg de souris WT, validant notre méthode de transfert de Treg WT 

(Figure 26A). Cette injection ne permet pas d’augmenter la fréquence des Treg dans la rate 

et les ganglions des souris TNFR2-/- (Figure 26B). C’est aussi le cas pour les Treg CD39+, les 

souris TNFR2-/- ayant reçu des Treg WT présentent toujours un déficit de cette population 

par rapport aux souris WT que ce soit dans la rate ou dans les ganglions (Figure 26C). 

Cependant, un autre facteur dans le développement de l’inflammation cutanée est 

l’infiltration de cellules immunitaires dans la peau. Ce phénomène favorise le 

développement et le maintien de l’inflammation. Nous montrons que l’infiltration des 

leucocytes dans la peau de souris TNFR2-/- est plus élevée que chez les souris WT. Cependant 

l’injection de Treg WT n’est pas suffisante pour réduire de manière significative cette 

infiltration leucocytaire chez les souris TNFR2-/- même si une tendance à la baisse est 

observée (Figure 26D). Afin de mieux caractériser cet infiltrat leucocytaire nous avons 

marqué les lymphocytes T et les macrophages présents dans la peau. Il est connu que ces 

populations sont fortement impliquées dans le développement du psoriasis chez l’homme. 

Nous mettons en évidence une augmentation significative de l’infiltration macrophagique 

chez les souris TNFR2-/- par rapport au souris WT (Figure 26F). Tout comme pour les 

leucocytes, l’injection de Treg WT ne conduit pas une diminution significative de l’infiltration 

macrophagique dans la peau chez les souris TNFR2-/- même si une baisse est observée 
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(Figure 26F). En revanche, l’infiltration des lymphocytes T dans la peau ne semble pas être 

affectée par l’absence de TNFR2 (Figure 26E). 

 Ces résultats montrent l’importance du TNFR2 dans le contrôle de l’infiltration 

leucocytaire dans la peau et particulièrement celle des macrophages en cas d’inflammation 

cutanée. De plus, il semblerait que les Treg TNFR2+ puissent aussi intervenir dans le contrôle 

de l’infiltrat immunitaire cutané. 

 

 

Figure 26 : L’expression du TNFR2 est liée à une moindre infiltration leucocytaire et macrophagique dans la 
peau 
(A)(B) Analyse de la fréquence et du nombre absolu des Treg dans la rate et les ganglions lymphatiques. (C)(D) 
Analyse de la fréquence et du nombre absolu des Treg CD39

+
 dans la rate et les ganglions lymphatiques. Le 

groupe de souris WT est composé de 12 individus et les deux groupes de souris TNFR2
-/-

 sont composés de 11 
individus. (D)(E)(F) Analyse de l’infiltration des leucocytes (CD45

+
), des lymphocytes T (CD3

+
) et des 

macrophages (F4/80
+
) dans la peau. Le groupe de souris WT est composé de 5 individus et les deux groupes de 

souris TNFR2
-/-

 sont composés de 4 individus. Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant un One-
Way ANOVA. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 et ****p<0,0001. 
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f) Etude de l’inflammation cutanée chez des souris n’exprimant 

pas le TNFR2 uniquement sur les Treg 

 Les expériences de transfert de Treg WT dans des souris TNFR2-/- suggèrent que les 

Treg TNFR2+ pourraient jouer un rôle dans le contrôle de l’inflammation cutanée. Afin de 

confirmer cette hypothèse, nous avons induit le psoriasis chez des souris déficientes pour le 

TNFR2 mais seulement sur les Treg (FoxP3CRE TNFR2LOX) et chez des souris contrôle 

(FoxP3CRE). Nous montrons ici que l’absence de ce récepteur sur les Treg n’entraine pas de 

modification du développement de l’inflammation en termes de paramètres cliniques  

(Figure 27A-D). Cependant, l’analyse histologique indique que l’absence du TNFR2 sur les 

Treg est liée à une augmentation significative de l’épaisseur de l’épiderme après application 

d’Aldara par rapport aux souris contrôles (Figure 27E-F).  

 

 

Figure 27 : Etude de l’inflammation cutanée chez des souris n’exprimant pas le TNFR2 uniquement sur les 
Treg 
(A) score cumulé des trois paramètres utilisés pour l’évaluation clinique de la maladie : (B) érythème, (C) 
squames et (D) infiltration. (E) Coupe histologique de la peau représentative de souris FoxP3

CRE
 et FoxP3

CRE
 

TNFR2
LOX

, au grossissement x400, dans un contexte d’inflammation cutanée. (F) Moyenne des mesures de 
l’épiderme sur des coupes de peau de souris FoxP3

CRE
 ou FoxP3

CRE
 TNFR2

LOX
. Chaque groupe est composé de 12 

souris. Toutes les souris ont reçu quotidiennement 31,25 mg d’Aldara mélangés à 31,25 mg de Cold Cream 
pendant 5 jours. L’analyse statistique des scores cliniques a été effectuée en réalisant l’aire sous la courbe de 
chaque groupe puis elles ont été comparées avec un test t de Student. L’analyse statistique de l’épaisseur de 
l’épiderme a été effectuée en utilisant un test t de Student. **p<0,01. 
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  Ces analyses cliniques et histologiques montrent un rôle important des Treg 

TNFR2+ dans le contrôle de la prolifération des kératinocytes et de l’épaississement de 

l’épiderme. Ces cellules protègent partiellement de l’inflammation cutanée dans notre 

modèle. Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus lors du transfert de Treg WT 

chez les souris TNFR2-/-. 

g) L’absence de TNFR2 sur les Treg est suffisante pour diminuer 

leur fréquence ainsi que l’infiltrat leucocytaire cutané 

 Afin de mieux comprendre l’impact de l’absence du TNFR2 sur les Treg dans le 

contrôle de l’inflammation cutanée, nous avons effectué des analyses cellulaires chez des 

souris FoxP3CRE et FoxP3CRE TNFR2LOX après application d’Aldara. Nous montrons que 

l’absence de TNFR2 à la surface des Treg entraine une diminution de la fréquence de ces 

derniers que ce soit dans la rate ou dans les ganglions lymphatiques (Figure 28A). Ce 

phénomène est associé à une diminution de l’expression de FoxP3 par les Treg n’exprimant 

pas le TNFR2 (Figure 28B). Chez les TNFR2-/-, nous avons observés une diminution des Treg 

exprimant le CD39. Nous montrons chez les souris FoxP3CRE TNFR2LOX une diminution de la 

fréquence des Treg CD39+ dans la rate par rapport aux souris FoxP3CRE (Figure 28C). De plus, 

nous montrons que l’absence de TNFR2 à la surface des Treg augmente l’infiltration 

leucocytaire dans la peau (Figure 28D). 

 Actuellement, il est connu que les Th17 et les Th1 jouent des rôles prépondérants 

dans la mise en place et le maintien de l’inflammation dans le psoriasis chez l’homme. Afin 

de mieux caractériser l’origine de l’exacerbation de l’inflammation chez les souris FoxP3CRE 

TNFR2LOX, nous avons analysé la capacité des LT CD4+ à produire de l’IFNγ et de l’IL-17. Ces 

données indiquent que les LT CD4+ issus de la rate de souris FoxP3CRE TNFR2LOX produise plus 

d’IL-17 que les LT CD4+ de souris FoxP3CRE (Figure 28E). En revanche, aucune différence 

significative n’est observée concernant la production d’IFNγ (Figure 28F). 

 L’ensemble de ces résultats indique que la seule absence du TNFR2 à la surface des 

Treg suffit à diminuer la fréquence de ces derniers ainsi qu’à diminuer la stabilité de leur 

expression de FoxP3.  De plus, le TNFR2 semble lié à l’expression du CD39 par les Treg 

puisqu’en son absence, ces derniers sont moins nombreux à exprimer le CD39, les rendant 

potentiellement moins immunosuppresseurs. Nous montrons aussi que les Treg TNFR2+ 
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jouent un rôle très important dans le contrôle de l’inflammation cutanée puis qu’ils 

participent à l’inhibition de la production d’IL-17 par les LT CD4+. Pour terminer, cette sous 

population de Treg participe au contrôle de l’infiltration leucocytaire dans la peau des souris 

ayant reçu de l’Aldara. 

 

Figure 28 : L’absence de TNFR2 sur les Treg est suffisante pour diminuer leur fréquence ainsi que l’infiltrat 
leucocytaire cutané 
(A) Analyse de la fréquence des Treg dans la rate et les ganglions lymphatiques. (B) Analyse de MFI (Mean 
Fluorescence Intensity) de FoxP3 sur les Treg dans la rate et les ganglions lymphatiques. (C) Analyse de la 
fréquence des Treg CD39

+
 dans la rate et les ganglions lymphatiques. (E) Analyse de l’infiltration des leucocytes 

(CD45
+
) dans la peau. (F)(G) Analyse de l’expression de l’IL-17A et de l’IFNγ par les LT CD4

+
 (CD4

+
) des ganglions 

lymphatiques. Chaque groupe est composé de 12 souris. Les analyses statistiques ont été effectuées en 
utilisant un test t de Student. *p<0,05 ; ***p<0,001. 
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B. Résultats Partie 2 : TNFR2+ regulatory T cells (Tregs) are a stable and 

highly suppressive population and are increased on anti-TNF-α treatment in 

rheumatoid arthritis (RA). 
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Abstract 

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease in which regulatory T cells (Treg) fail to 

control chronic inflammation. While TNF-α plays a major role in rheumatoid inflammation, it 

can also promote Treg expansion through TNFR2 signaling.  

In the present work, we studied the role of TNFR2 on Tregs in control of inflammation. We 

showed that in vitro, TNF-α enhanced Foxp3 maintenance in cultured Tregs. With two 

models of TNFR2 inactivation (a TNFR2-blocking antibody and a TNFR2 knock-out mouse) 

we showed that this effect was mediated by TNF-α-TNFR2 -and not TNFR1- interaction. 

Moreover, FoxP3 methylation was higher in Tregs from TNFR2
-/-

 mice than wt mice, 

suggesting that TNFR2 expression confers higher stability to Tregs. Delayed type 

hypersensitivity arthritis (DTHA), a model of RA, was exacerbated in TNFR2
-/-

 mice, and this 

was associated with decreased Treg frequencies in spleen. Arthritis was also aggravated in 

Foxp3
CRE

 x TNFR2
LOX

 mice (in which only Tregs are deficient for TNFR2), showing the 

importance of TNFR2
+
 Tregs in protection from inflammation. Moreover, Treg suppressive 

capacities from Foxp3
CRE

 x TNFR2
LOX

 mice were decreased as compared to control Foxp3
CRE

 

mice. 

Eventually, we monitored the evolution of TNFR2
+
 Tregs from RA patients during anti-TNF-

α treatment. We showed an increase in TNFR2-expressing-Treg frequencies at 3 months of 

treatment vs. the baseline. Conversely, no variation was observed in patients treated with the 

anti- Il6 R. 

To conclude, our study demonstrated TNFR2 signaling on Tregs may play a major role in 

inflammation control and can be activated both by TNF-α and anti-TNF-α treatment. 
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Introduction 

Tumor necrosis factor (TNF)-α is a potent inflammatory cytokine mainly produced by 

activated macrophages, lymphocytes, and other cell types (Aggarwal, 2003). It is involved in 

the initiation, coordination and perpetuation of inflammation and immune response (Kalliolias 

and Ivashkiv, 2015). TNF-α exerts its effects by binding as a trimer to two cell membrane 

TNF-α receptors (TNFRs), TNFR1 (p55) and TNFR2 (p75) (Beutler and Cerami, 1986). Its 

pro-inflammatory role is attested by the over-whelming therapeutic success of anti-TNF-α 

agents in an increasingly broad spectrum of chronic inflammatory diseases such as 

rheumatoid arthritis (RA), spondyloarthritis (SpA), inflammatory bowel diseases and psoriasis 

(Deng et al., 2016; Sieper et al., 2013; Suenaert et al., 2002; Zampeli et al., 2015). However, 

only a proportion of patients achieve a long-term clinical response, with evidence of primary 

and secondary treatment inefficacy. Secondary failure of anti-TNF-α biologics are mainly 

attributed to anti-drug antibodies (Haraoui et al., 2006), but primary resistances raise 

unanswered questions. 

One of the hypothesis is that besides its well-characterized pro-inflammatory role, TNF-α also 

exerts anti-inflammatory and immunosuppressive effects (Liu et al., 1998). TNF-α 

administration delays diabetes recurrence in diabetic NOD mice (Rabinovitch et al., 1997), 

ameliorates lupus in NZW mice (Jacob and McDevitt, 1988) while anti-TNF-α aggravates 

multiple sclerosis (Kemanetzoglou and Andreadou, 2017). 

It is generally considered that most of the pro-inflammatory effects of TNF-α is mediated by 

TNFR1 (Rickard et al., 2014), while immunosuppressive effect of TNF-α is mediated by 

TNFR2 (Fischer et al.). Interestingly, the anti-inflammatory effects of TNF-α particularly 

refer to its abilities to activate and expand TNFR2-expressing regulatory T cells (Tregs) 

(Biton et al., 2011; Chen et al., 2007, 2013). Tregs are essential in the control of a variety of 
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immune responses including allergy, autoimmunity, inflammation, and tumors immunity. 

Tregs play a vital role in tolerance to self and are defective in a number of autoimmune 

diseases, including RA (Behrens et al., 2007). We and others have shown that anti-TNF-α 

biologics restore Treg suppressive capacities in experimental models of RA (Biton et al., 

2011) and in RA patients (Ehrenstein et al., 2004).  In this context, N’Guyen et al has recently 

shown that, in vitro, a monoclonal antibody against TNF-α, but not its soluble receptor 

etanercept, binds to membrane TNF-α on RA monocytes and promotes Tregs expansion 

through enhanced TNFR2 signaling (Nguyen and Ehrenstein, 2016). It is however unclear 

how anti-TNF-α agents act on TNFR2-expressing Tregs in vivo, during the course of RA, and 

how TNF-α acts on Tregs to shape their stability and suppressive functions in inflammatory 

environments.    

In the present study we used a translational approach to dissect the role of TNFR2 signaling 

on Tregs at multiple levels.  Frist, by studying, in vitro, the effect of TNFR2 on Treg survival 

and FoxP3 methylation. Second, by studying, in vivo, the effect of TNFR2 deletion on Tregs 

in experimental arthritis. Third, by studying the effect of anti-TNF treatments on TNFR2 Treg 

subpopulations in RA patients. 

Materials and Methods 

Patients and healthy donors 

Patients meeting the American College of Rheumatology/European League Against 

Rheumatism (EULAR) revised criteria for RA and qualifying for biologic treatment were 

selected. Eligible patients were required to have a 28-joint Disease Activity Score (DAS28) of 

≥ 3.2 or evidence of erosive disease at imaging whatever their DAS28 score.  A total of 16 

patients starting an anti –TNFα agent (7 etanercept, 5 infliximab, 2 golimumab, 1 

adalimumab, 1 certolizumab) and 6 starting tocilizumab were recruited. All treatments were 
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administered according to label dosing recommendation. According to EULAR response 

criteria patients were considered good responders if their DAS28 fell by more than 1.2 points, 

moderate responders if the fall was between 0.6 and 1.2 points, and if their DAS28 was, 

stable, increased or if the fall was <0.6 points. 

We also recruited 20 patients fulfilling the ASAS criteria for axial or peripheral 

spondyloarthritis (5 etarnercept, 9 infliximab, 1 adalimumab, 2 certolizumab, 3 golimumab) 

starting an anti-TNF-α treatment. According to EULAR recommendations patients received 

anti-TNF-α treatment if they had a BASDAI <40 or if they needed daily treatment with 

NSAIDs independently of the BASDAI score. Patients were considered responders if their 

BASDAI score fell below 40/100. 

All patients underwent two blood sample collection: one before the first biologic 

administration, the second after three months of treatment, at the moment when clinical 

response was evaluated. The study was approved by the local ethics committee (approval no. 

NI-2016-11-01), and informed consent was obtained from all patients prior to study entry. 

EDTA-blood from random, healthy subjects (blood bank of Bobigny, France) was also used 

for in vitro culture experiments. 

Mice  

TNFR2
-/-

 and TNFR1
-/-

 mice were generated from double-deficient TNFR1/TNFR2 mice 

generated and kindly given by Dr Muazzam Jacobs (Keeton et al., 2014). These C57BL/6 

double deficient mice were crossed with wild-type C57BL/6 mice (Le Genest-Saint-Isle, 

France) to produce homozygous TNFR1
-/-

 and TNFR2
-/-

 mice. The genotypes of the different 

mouse strains were confirmed by PCR on tail biopsies using the primer sequences listed in 

table 1. Single deficient mice were incrossed, bred and housed in our animal facility. 
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FoxP3
CRE

 and FoxP3
CRE

 x TNFR2
LOX

 mice were generated and kindly provided by Benoit 

Salomon (Université Pierre et Marie Curie). The phenotype of these mice was confirmed by 

flow cytometry using APC-Cy7-labeled anti-CD4 (clone RM4-5; BD Bioscience), PE- 

labeled anti-TNFR2 (clone TR75-89; BD Bioscience) and eFluor450-labeled anti-FoxP3 

(clone FJK.16s; eBioscience) on leucocytes from blood samples.  

In some experiments, we used mice aged 6–12 weeks belonging to the C57BL/6 strain and 

purchased from Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). All procedures were approved by the 

Animal Care Use Committee of the Paris 13 University (Bobigny, France) and the ethical 

committee Charles Darwin. 

Gene Orientation Primer (5'-3') 
Size 

amplicon 

TNFR1 

WT 

Forward TGTGGAAAGGGCACCTTTACGGC 
470bp 

Reverse GGCTGCAGTCCACGCACTGG 

TNFR1
-/-

 
Forward TGTGGAAAGGGCACCTTTACGGC 

300bp 
Reverse ATTCGCCAATGACAAGACGCTGG 

TNFR2 

WT 

Forward AGCTCCAGGCACAAGGGCGGG 
200bp 

Reverse CCTCTCATGCTGTCCCGGAAT 

TNFR2
-/- Forward GCCCTGAATGAACTGCAGGACG  

500bp 
Reverse CACGGGTAGCCAACGCTATGTC  

Table 1: Primer sequences used to genotype TNFR1
-/-

 TNFR2
-/-

 mice 

 

Induction and assessment of delayed-type hypersensitivity arthritis  

On day (d) -7, 10 weeks old C57BL/6 mice were injected intradermally at the base of the tail 

with methylated bovine serum albumin (mBSA) emulsified in CFA (Difco, Detroit, MI).  

Four days later (d-3), the mice received 200μg anti-mouse type II collagen antibody (anti- 

CII) cocktail (Chondrex, Redmond, WA) containing the clones A2-10 (IgG2a), F10-21 

(IgG2a), D8-6 (IgG2a), D1-2G (IgG2b) and D2-112 (IgG2b) intravenously in 100 μl 

phosphate-buffered saline (PBS). On d0, the mice were challenged with 200 μg mBSA 
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subcutaneously in 20 μl PBS in the left foot pad. The right foot pad received 20 μl PBS only 

and was used as control. Baseline paw and ankle thickness were measured on the left paw on 

day 0 just prior to mBSA challenge. Paw and ankle swelling was measured using an 

electronic caliper (Miltutoyo) and was calculated as the difference between the measure of the 

left paw or ankle thickness minus baseline measurement.  

Cell and tissue preparation  

Mice  

Spleen leukocytes were prepared using a homogenizer, and red blood cells (RBC) were lysed 

in hemolysis buffer (NH4CL, KHCO3, and EDTA). Afferent popliteal and axillary lymph 

nodes were dissected out of the limbs, and node leukocytes were prepared using a 

homogenizer. Blood was collected by heart puncture, and for cell analysis, RBCs were lysed 

in hemolysis buffer. 

Patients. Blood samples from RA and SpA patients were collected as previously described. 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were freshly isolated by dextran sedimentation 

(Axis Shield). 

Flow cytometry 

Mice. The cell surfaces were stained with: PE-labeled anti-CD25 (clone 7D4; Miltenyi), 

APC-Cy7-labeled anti-CD4 (clone RM4-5; BD Bioscience) and PE-Cy7-labeled anti-CD39 

(clone Duha59; BioLegend).  

Cells were stained at 4°C in PBS containing 5% heat-inactivated FCS, 0.02 M sodium azide 

and 100µg/mL human immunoglobulin (Calbiochem), and incubated for 30 min with 

appropriate dilutions of various mAbs or corresponding isotype control coupled to PE, APC-

Cy7 and PE-Cy7. 
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For intranuclear FoxP3 staining, cells were fixed and permeabilized with eBioscience FoxP3 

Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience). The staining were performed with 

eFluor450-labeled anti-FoxP3 (clone FJK.16s; eBioscience) or corresponding isotype control 

coupled to eFluor450 and incubated for 30 min at 4°C in permeabilization buffer with 

appropriate dilution. 

For intracellular cytokine staining, cells were stimulated for 5 h with PMA and ionomycin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and Brefeldin A (BD Pharmingen, San Diego, CA). For 

surface staining, cells were incubated with PerCP.Cy5.5-labeled anti-CD4 (clone RM4-5; 

BioLegend) for 30 min at 4°C in the dark, then washed. The cells were then permeabilized 

using Fixation/Permeabilization solution and stained with APC-labeled anti–IFNγ (clone 

XMG1.2; BD Bioscience) and PE-labeled anti–IL-17A (clone TC11-18H10; BD Bioscience) 

for 30 min at 4°C in the dark. 

Patients and healthy donors For assessment of Tregs from RA or SpA patients and from 

healthy donors, we used antibodies to surface markers: APC-Cy7-labeled anti-CD3 (clone 

GK1.5; BD Bioscience), BV510-labeled anti-CD4 (clone RPA.T4; BioLegend), BV421-

labeled anti-CD39 (clone A1; BioLegend), PerCP-Cy5.5-labeled anti-CD25 (clone M-A251; 

BioLegend),  APC-labeled anti-TNFR2 (clone 3G7A02; BioLegend) and PE-Cy7-labeled 

anti-CD127 (clone A019D5; BioLegend). 

For intranuclear FoxP3 staining, cells were fixed and permeabilized with FoxP3 Transcription 

Factor Staining Buffer Set (eBioscience). The staining were performed with PE-labeled anti-

FoxP3 (clone PCH 101; eBioscience) or corresponding isotype control coupled to PE and 

incubated for 30 min at 4°C in dark with appropriate dilution. 

All flow cytometry experiments were performed on a BD FACS CANTO II cell analyzer 

(Becton Dickinson, Mountain View, CA). Dead cells were excluded based on forward and 
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side scatter characteristics. Reported statistical data are based on at least 1000 events gated on 

the population of interest. Results were analyzed using FACS Diva software (BD 

Biosciences). 

Lymphocyte purification 

CD4
+
CD25

-
 and CD4

+
CD25

+
 T cells from the mice spleen were purified using the Regulatory 

T Cell Isolation Kit according to the manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany) as previously described (Biton et al., 2016). To increase purity, two 

consecutive column runs were performed. Flow cytometry analysis showed that purity of the 

CD4
+
CD25

-
 and CD4

+
CD25

+
 cell-enriched fractions was 90–95% (data not shown). 

CD4
+
CD25

+
CD127

-
 T cells from healthy donors PBMC were purified using the Regulatory T 

Cell Isolation Kit II human according to the manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Germany). Flow cytometry analysis showed that purity of the 

CD4
+
CD25

+
CD127

-
 cell-enriched fractions was 90–95% (data not shown). 

In vitro experiments 

Tregs were purified from indicated strain of mice and seeded (5x10
4
) in RPMI 1640 with 10% 

FCS, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 50 mM 2-ME, 1 M HEPES, 5 mg/ml 

soluble anti-CD3 (clone 2C11; BD Biosciences) and 2 mg/ml anti-CD28 (clone 37.51; BD 

Bioscience), in U-bottom 96-well plates. Cells were incubated for 72 h or 96h with or without 

rmTNF-α (R&D Systems) or rmIL-2 (Miltenyi) at indicated concentrations at 37°C in a 5% 

CO2 atmosphere. In some experiments, antagonist anti-TNFR1 (clone 55R-170; BioLegend) 

and anti-TNFR2 (clone TR.75.35-4; BioLegend) antibodies and isotype controls (clone 

RTK.2071; BioLegend) were added at indicated concentrations. Human Tregs were cultured 

using the same conditions with rhTNF-α (Immunotools) and an antagonist anti-TNFR2 

antibody (clone 367A02; BioLegend) and its isotype control (clone RTK2758; BioLegend). 
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Measurement of Treg proliferation and viability 

CD4
+
CD25

+
 (Tregs) were purified as described above from spleen of mice. Tregs were 

prelabeled with 5mM CFSE (Invitrogen, Carlsbad, CA) for 10 min à 37°C. CFSE-labeled 

Treg (5x10
4
) were cultured in U bottom 96-well plates in RPMI 1640 with 10% FCS, 100 

U/ml penicillin, 100mg/ml streptomycin, 50 mM 2-Me, 1 M HEPES, 5mg/ml anti-CD3 (clone 

2C11; BD Biosciences) and 2 mg/ml ant-CD28 (clone 37.51; BD Bioscience). Cells were 

incubated with or without 20 ng/ml rmTNFα (Miltenyi). After 4 days, Tregs were stained as 

described above. Treg proliferation was then determined using flow cytometry to measure the 

CFSE dilution. Data were analyzed using FACS Diva software (BD Biosciences). 

 

CD4
+
CD25

+
 (Treg) were purified as described above from spleen of mice. Treg (5x10

4
) were 

cultured in U bottom 96-well plates in RPMI 1640 with 10% FCS, 100 U/ml penicillin, 

100mg/ml streptomycin, 50 mM 2-Me, 1 M HEPES, 5mg/ml anti-CD3 (clone 2C11; BD 

Biosciences) and 2 mg/ml anti-CD28 (clone 37.51; BD Bioscience). Cells were incubated 

with or without 20 ng/ml rmTNF-α (Miltenyi) for 72h. Viability measurement was performed 

with Zombie Green (BioLegend) before surface staining. Cells has been incubated with 

Zombie Green in PBS 1X for 20 min at room temperature in dark. Cells have been washed 

twice with surface staining buffer as describe above. Treg were stained as described above.  

Assessment of Treg suppressive effect on CD4
+
CD25

+
 Teff cells 

CD4
+
CD25

-
 (Teff) and CD4

+
CD25

+
 (Tregs) T cells were purified as described above from the 

spleen of mice with DTHA at euthanasia.  Teff were prelabeled with 5 mM CFSE (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) for 10 min at 37°C. CFSE-labeled Tconv (1 x 10
5
) were cocultured in flat 

bottom 96-well plates with Tregs (1 x 10
5
) (ratio 1:1) in RPMI 1640 with 10% FCS, 100 U/ml 
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penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 50 mM 2-ME, 1 M HEPES, and 5 mg/ml soluble anti-

CD3 (clone 2C11; BD Biosciences) In all co-cultures, Teff and Tregs were purified from the 

same mouse. Controls were performed using non–CFSE labeled Teff cells (CD4
+
CD25

-
 (1 x 

10
5
)) instead of Tregs. APCs (1x10

5
) (splenocytes of naive C57BL/6 mice) (1 x 10

5
), 

previously treated with mitomycin (50 mg/ml) for 45 min at 37°C, were added to the culture 

medium. The cells were then incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. After 3 days of 

culture, the cells were stained with APC-labeled anti-CD4 (clone RM4-5; BioLegend), and 

Teff proliferation was then determined using flow cytometry to measure the CFSE dilution. 

Data were analyzed using FACS Diva software (BD Biosciences). 

IFN- levels in culture supernatants were measured using commercially available ELISA kits 

(Quantikine; R&D Systems, Abingdon, U.K.), according to the manufacturer’s instructions. 

The sensitivity of the cytokine assays was 2 pg/ml. 

DNA Methylation analysis by pyrosequencing 

Genomic DNA was extracted from purified CD4
+
CD25

+
 Tregs or CD4

+
CD25

-
 Teff using the 

All Prep DNA/RNA mini Kit (Qiagen). Quantitative DNA methylation analysis was 

performed by pyrosequencing of bisulfite treated DNA  (Tost 2007 Nat Protoc 2: 2265-75). 

650 ng to one μg of DNA were bisulfite converted using the EpiTect 96 Fast Bisulfite kit 

(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The Foxp3 TSDR 

was amplified using 30 ng of bisulfite treated mouse genomic DNA and 5 pmol of forward 

and reverse primer, one of them being biotinylated. Sequences for oligonucleotides for PCR 

amplification and pyrosequencing are shown in Table 2. Reaction conditions were 1x HotStar 

Taq buffer supplemented with 1.6 mM MgCl2, 400 µM dNTPs and 1.8 U HotStar Taq 

polymerase (Qiagen) in a 25 µl volume. The PCR program consisted of a denaturing step of 

15 min at 95°C followed by 50 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 61°C and 15 s at 72°C, with a 
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final extension of 5 min at 72°C. 10 to 15 µl of PCR product were rendered single-stranded as 

previously described (Tost and Gut, 2007) and 4 pmol of the respective sequencing primer 

were used for analysis. Quantitative DNA methylation analysis was carried out on a 

PyroMark Q24 Advanced with the PyroMark Q24 Advanced CpG Reagent Kit (Qiagen) and 

results were analyzed using the PyroMark Q24 Advanced Software (Version 3.0.0). 

Gene 
Size PCR primer forward PCR primer reverse 

Pyrosequencing 
primers 

CpGs 

Foxp3 
(NM_05403

9.2) 
chrX:758391
2-7584196 

285 
GGTTTTGTTGTTATAATTTG

AATTTG 

Biotin-
CAACCTTAAACCCCTCTAA

CATC 

TGTTGTTATAATTTGA
ATTT 

2,3,4 

GGGGTAGATAATTTAT
TTTA 

5,6,7 

GGTGATGTGGGTGTTA
G 

8,9,10 

Table 2: Oligonucleotide sequences for PCR amplification and pyrosequencing 

Statistical analysis 

Data distribution was preliminary checked for normality with the Kolmogorov–Smirnov test. 

For in vitro and in vivo experiments, according to data distribution and number of groups, a 

parametric [analysis of variance (ANOVA), t-test] or non-parametric (Kruskal–Wallis, Mann–

Whitney) test was performed. Post-hoc comparisons were performed with the appropriate test 

according to data distribution (Dunn test for parametric data, corrected Mann–Whitney test 

for non-parametric data). For some culture cell experiments, a two-away ANOVA was used. 

For the study of patient parameters (disease activity scores, Treg frequencies) before and after 

biologic treatment, paired T-test (Wilcoxon) was used. Differences were considered 

statistically significant when p < 0.05. Data are shown as mean ± SEM. Statistical analyses 

were performed using Graphpad prism 6.0. 
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Results 

TNF-α induces maintenance of FoxP3 expression and Treg proliferation in vitro through 

TNFR2, but not TNFR1, signaling.  

Reduced Treg frequencies are observed in mice deficient in TNFR2 (Chen Oppenheim 2013), 

suggesting that TNF-α-TNFR2 signaling may stabilize FoxP3 expression by Tregs. We 

showed that Treg frequency was decreased in the spleen of TNFR2
-/-

 mice (figure 1A), that 

CD39
+
 Treg proportions were lower as compared to wild-type littermates (wt)(figure 1B). 

To assess the direct effect of TNF-α on FoxP3 stabilization, we evaluated the effect of 

exogenous TNF-α on purified Tregs stimulated with soluble anti-CD3 and anti-CD28 

antibodies. Solely TCR and co-stimulation signals were not sufficient to maintain FoxP3 

expression after 72h culture. In contrast, the addition of TNF-α partly restored FoxP3 

expression with a dose response effect (figure 2A). We then checked that TNF-α effect on 

Tregs was mediated through TNFR2, and not TNFR1, by using anti-TNFR1 or anti-TNFR2 

neutralizing antibodies (Abs). The increase in TNF-α-induced FoxP3 expression was 

abolished by anti-TNFR2 but not by anti-TNFR1 Abs (figure 2B). Similarly, FoxP3 

expression was comparable in anti-CD3 + anti-CD28 stimulated Tregs from wt mice,  

TNFR2
-/- 

mice and TNFR1
-/-

 TNFR2
+/- 

mice, but the addition TNF-α sustained FoxP3 

expression only in wt and TNFR1
-/-

 TNFR2
+/- 

mice (figure 2C). 

To find out if TNF-α only prevented from the loss of FoxP3 expression or if it also induced 

Treg proliferation, we performed a CFSE labeling assay on Tregs from FoxP3
CRE

 or 

FoxP3
CRE

 TNFR2
LOX 

mice stimulated with TNF-α for 96h. IL-2, used as a positive control, 

induced the proliferation of 94.5% of Tregs (figure 2D). TNF-α had comparable effect since it 

induced the proliferation of 83.4% of Tregs. TNF-α-induced Treg proliferation was mediated 

though TNFR2, since no increase in CFSE
dim

 Treg cells expression was observed on Tregs 
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from FOXP3
CRE 

TNFR2
LOX

 mice (figure 2D). TNF-α also prevented Tregs from death, as it 

reduced a decreased dead–zombie cell frequency (figure 2E). 

In addition, TNF-α modified CD25 expression by Tregs as it induced almost a doubling of 

CD25
+
 Treg proportion (figure 2F) (Miyara et al., 2009). Again, this effect was mediated 

through TNFR2 since it only occurred in Tregs from wt and TNFR1
-/-

 mice (figure 2G) and 

not in TNFR2
-/- 

mice (figure 2H).  

Eventually, TNF-α also sustained FoxP3 expression in human Tregs, through a TNFR2 

dependent pathway (figure 2I). 

 

TNFR2 expression allows TSDR demethylation, increasing FoxP3 stability 

Tregs with stable suppressive functions are characterized by an unmethylated FoxP3 TSDR 

and stable expression of FoxP3 (Polansky et al., 2008). Since, as shown above, TNFR2 

expression influences FoxP3 maintenance and Treg proliferative capacities, we investigated 

the effect of TNFR2 deletion on methylation of the TSDR site. As a control, figure 3A shows 

that FoxP3 demethylation was 94.7% in isolated CD4
+ 

CD25
-
 Teff cells versus 36.7% in 

isolated CD4
+ 

CD25
+
 Tregs cells. We thus compared the methylation state of the FoxP3 

TSDR of freshly isolated CD4
+ 

CD25
+
 Tregs from wt and TNFR2

-/-
 mice and in various 

culture conditions. Figure 3A shows that the percentage of methylation in the FoxP3 TSDR is 

higher in ex vivo Tregs from TNFR2
-/-

 mice compared to wt mice. This difference was even 

more pronounced on cultured cells, especially on unstimulated Tregs (average methylation of 

all tested CpG 41.3 % in wt Tregs vs 65.2 % in TNFR2
-/- 

Tregs, figure 3B).  Thus, TNFR2 

deficiency confers higher FoxP3 TSDR methylation. 
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TNFR2 deficiency results in aggravated experimental arthritis  

To assess the role of TNFR2 in the development of arthritis, the effect of TNFR2 deficiency 

on the development of DTHA was examined. All mice of both wt and TNFR2
-/-

 genotype 

developed arthritis as soon as day 1 after mBSA boost in the foot pad, which is usual in the 

DTHA model (Atkinson et al., 2012). However, arthritis was aggravated in TNFR2
-/-

 mice, 

since both ankle and tarsus thicknesses were significantly increased compared to their control 

wt littermates (figure 4A-D). To evaluate the impact of TNFR2 full deficiency (in all cells) on 

Tregs in mice with arthritis, we examined the frequency and the suppressive capacity of these 

cells in both groups. Figure 4E shows that, as in naïve mice, Treg frequency is decreased in 

the spleen of TNFR2
-/- 

mice. However, Treg suppressive function, evaluated as their capacity 

to inhibit Teff proliferation (figure 4F) and IFNγ production (data not shown), was not altered 

by TNFR2 full deficiency.  

 

Specific ablation of Treg TNFR2 results in arthritis exacerbation 

To evaluate the involvement of Tregs in the exacerbation of DTHA observed in TNFR2
−/− 

animals, we evaluated arthritis progression in mice that have the TNFR2 specifically deleted 

from Tregs. There was 100% incidence of arthritis in the immunized paw, in both groups. We 

found that FOXP3
CRE

 TNFR2
LOX

 mice developed a more severe disease compared to their 

littermate controls expressing TNFR2 (FOXP3
CRE

), when comparing ankle and tarsus 

swelling (Figure 5A-B). To evaluate the impact of TNFR2 lack only on Tregs in mice with 

arthritis, we evaluated Treg frequency in spleen. We show in figure 5C, absence of TNFR2 

only on Tregs is suffisant to decrease Treg frequency compare to FoxP3
CRE

 mice. We finally 

determined ex vivo the ability of Tregs to suppress Teff proliferation. In contrast with Tregs 

from TNFR2
-/-

 mice, the capacity of Tregs to inhibit Teff proliferation was more than two 
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times higher in control FOXP3
CRE

 than in FOXP3
CRE

 TNFR2
LOX

 mice (figure 5D). Moreover, 

Tregs from FOXP3
CRE

 TNFR2
LOX

 mice had lower ability to suppress IFN- secretion by Teffs 

than Tregs from control mice (Fig. 5E). 

 

TNFR2-expressing Tregs frequency increases in RA, but not SpA, patients only during 

anti-TNFα treatment. 

In anti-TNF-α-treated RA patients there was a significant increase of peripheral blood Tregs, 

and, more specifically of the TNFR2-positive subpopulation, after 3 months of treatment vs. 

the baseline (fig 6A). Of the 16 treated patients, two were classified as nonresponders, one 

had stable low disease activity, 8 were good responders 5 were moderate responders (fig 6C). 

There was no clear association, in individual patients, between clinical response and Treg 

frequency modification, nevertheless the number of true nonresponders was probably too low 

to detect a difference.    

As opposed to RA, in SpA patients anti-TNF-α treatment was not associated with significant 

modification of Treg or TNFR2 Treg subpopulation (Fig 6, D and E). The clinical response 

was variable (Fig 6F), and did not correlate with Treg frequency. 

In tocilizumab-treated RA patients there was a significant increase in Treg frequencies at 3 

months of treatment (Figure 7A). Importantly, TNFR2 Tregs were not affected by tocilizumab 

treatment (Figure 7B), suggesting that the rise of this Treg subpopulation in RA may be 

specific of TNF inhibitors. 

Discussion 

Our study shows a crucial role of TNFR2 on Treg biology. Its expression is not only related to 

an increased stability and a strengthened immunosuppressive activity of those cells in 
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experimental arthritis, but it is also linked to the therapeutic response to anti-TNF-α biologics, 

including etanercept, in RA patients.   

By showing that TNF-α prevented from loss of FoxP3 expression and induced Treg  

proliferation through TNFR2 in vitro, our results confirm previous studies both in mouse and 

humans (Chen et al., 2007, 2013). Moreover we showed that TNF-α-TNFR2 signaling was 

associated to an enhanced expression of CD25 by Tregs in mice. Interestingly, Tregs 

expressing both CD25 and TNFR2 were found to be the most suppressive sub-population 

regarding these markers expression in mice (Chen et al., 2008) and human (Chen et al., 2010).   

It is not clearly understood how TNFR2 signaling mediates FoxP3 expression. The most 

likely hypothesis is that TNF-α, through TNFR2 and in concert with IL-2, up-regulates CD25 

expression on Tregs, and consequently increases the phospho-STAT5 level. Yet, STAT5 is 

required for optimal induction of Foxp3 and binds directly to the Foxp3 gene (Laurence et al., 

2007). Furthermore, STAT5/STAT3 balance controls the fate of CD4
+
 T cells. A 

predominance of STAT5 lead to Treg and in contrast high level of STAT3 triggers Th17 

differentiation (Laurence et al., 2007). We can hypothesize that increase of CD25 and 

phospho-STAT5 through TNFR2 signaling up--regulates Treg proliferation in presence of IL-

2 and decreases Th17 differentiation to facilitate the control of TNF-α mediated 

inflammation. 

Treg stability is regulated by numerous microenvironment inputs, including transcriptional 

and epigenetic programs and posttranslational modifications (Lu et al., 2017). In our study, 

we show for the first time that TNFR2 expression is related to TSDR hypomethylation, and 

consequently increased Treg stability. Yet, phosphorylated STAT5 binds to demethylated 

CNS2, containing the TSDR (Rainbow et al., 2015), and may thus stabilizes FoxP3 

expression and Treg efficiency (Alvarez Salazar et al., 2017). So it may be assumed that 
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TNFR2 expression induces TSDR hypomethylation, which, through a STAT5 

phosphorylation dependent mechanism, leads to high suppressive capacities of TNFR2
+
 Treg 

subpopulation. 

Our results show an exacerbation of arthritis in TNFR2 deficient mice, which suggests that 

TNFR2 signaling pathways are protective in inflammation. The anti-inflammatory role of 

TNF-α signaling through TNFR2 was also demonstrated in other disorders such as 

experimental allergic encephalomyelitis (Madsen et al., 2016; Tsakiri et al., 2012), TNF-

induced arthritis (Blüml et al., 2010), allergic airway inflammation (Li et al., 2017) and in by 

Mycobacterium tuberculosis infection (Schmid et al., 2017). However, TNFR2 signaling can 

also mediate pro-inflammatory signals as shown in a model of colitis (Holtmann et al., 2002), 

in CNS-induced inflammation (Akassoglou et al., 2003), in experimental cerebral malaria 

(Stoelcker et al., 2002), in idiopathic pneumonia syndrome (Hildebrandt et al., 2008), in 

smoke-induced pulmonary inflammation (D’hulst et al., 2006) or in experimental 

glomerulonephritis (Pfeifer et al., 2012). This apparent discrepancy raises the question of 

what TNFR2-expressing cell type responds to TNF-α. By using mice conditionally deleted for 

TNFR2 expression in Tregs, we have shown that TNFR2 signaling in those cells was 

associated to protection in experimental arthritis. This is a direct evidence for the anti-

inflammatory effect of TNF-α through TNFR2 on Tregs. This was illustrated in other 

experimental models such as GVHD, since a blocking antibody against TNFR2 abolishes 

control of the disease by Tregs (Leclerc et al., 2016), while a TNFR2 agonist  protects from 

GVHD by promoting Treg expansion (Chopra et al., 2016). TNFR2 expression by other 

immunomodulatory cells such as myeloid-derived suppressor cells (MDSC) could also be 

associated to protection against inflammation since TNFR2-deficient MDSC are less 

suppressive (Hu et al., 2014; Zhao et al., 2012). There is thus a delicate balance between the 

pro and anti-inflammatory effect of TNFR2 signaling, depending on the cell type involved. If 
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TNF-α effect via TNFR2 can expand Tregs and confers higher suppressive effect to MDSC, 

the same does not apply to all cells. Non-myeloid cells expressing TNFR2 such as endothelial 

cells can mediate an inflammatory signal upon TNF-α stimulation (Stoelcker et al., 2002). 

Moreover, it was very recently shown that TNFR2 expression by pathogenic Teff cells was 

important for their proliferative expansion in experimental colitis (Chen et al., 2016)). 

In RA patients (Ehrenstein et al., 2004; Nadkarni et al., 2007) and in experimental arthritis 

(Biton et al., 2011), anti-TNF-α mAbs restore Treg functions, and TNF-α boosts Treg 

expansion and function. This makes wonder how comes that both TNF-α and anti-TNF-α can 

boost Treg cell activity. Since TNFR2 is involved in TNF-α mediated Treg expansion, we 

wondered in our present work if TNFR2
+
 Treg cells were associated to the therapeutic 

response to anti-TNF-α biologics in RA patients. Our results show an increased frequency of 

TNFR2
+
 Tregs during anti-TNF-α treatments in RA patients. Moreover, this effect seems to 

be treatment-specific, as tocilizumab treatment did not affect this cell population. Moreover, 

the influence of anti-TNF-α treatments on Tregs may be at least partially disease-specific, 

since anti-TNF-α treatments had no effect on Tregs nor on TNFR2
+ 

subpopulations in SpA. In 

a recent paper, N’Guyen et al have shown that, in vitro, an anti-TNF-α mAbs, but not 

etanercept, can bind to membrane TNF-α on RA monocytes and promotes Treg expansion 

through enhanced TNFR2 signaling (Nguyen and Ehrenstein, 2016). This was considered the 

mechanistic explanation for the finding, from the same group, that only adalimumab, and not 

etanercept treatment, was associated with an expansion of Tregs. 

In the present study, we found that all anti-TNF-α agents, including etanercept, induced an 

expansion of Tregs expressing TNFR2, compared to baseline. This discrepancy with other 

works may be due to the fact that the design of our study used each patient as its own control. 

Hence, Treg frequencies were compared within each patient before and after treatment. This 

is of critical importance if one considers that the distribution of Treg frequencies in the 
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peripheral have a wide range of distribution. This kind of design seems then then the most 

appropriate, and may have led us to identify differences that may not be detected when 

comparing the patients before and after treatment as a pool. This results also suggests that 

other mechanisms than mTNF upregulation on monocytes may be involved in the anti-TNF-α 

mediated Treg expansion. Actually, anti-TNF-α mAbs and etanercept may both protect from 

RA and induce Treg expansion through different mechanisms.  

TNFR2 being critical in promoting Treg activity and in preventing inflammation, TNFR2 

signaling may be an interesting potential therapeutic target in RA and other TNF-α-dependent 

pathologies. However, given the complexity of TNFR2 signaling on other cell types, such as 

Teffs or ECs, further studies to dissect TNFR2-dependent pathways on cells involved in the 

resolution of inflammation are warranted. 
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Figure 7 

 

 

Legends 

Figure 1: Decreased frequency of Tregs in TNFR2
-/- 

mice. Splenocytes from wt littermates 

and TNFR2
−/−

 mice were stained with CD4, FoxP3 and CD39 Abs. Expression was analyzed 

by FACS. (A) Proportion of CD4
+
FoxP3

+
 cells in the total splenocytes from wt (n=5) or 

TNFR2
−/− 

mice (n=5). (B) Percentage of CD39
+
 cells among CD4

+
FoxP3

+
 from wt (n=5) or 

TNFR2
−/−

 mice (n=5). Mann Withney test was used for statistical analysis.  

 

Figure 2: Effect of TNF on cultured mouse and human Tregs. CD4
+
CD25

+
 cells were 

purified from mice spleen from wt (A-D, E, F), FOXP3
CRE

TNFR2
LOX

 and FOXP3
CRE

 (D), 

TNFR1
-/- 

TNFR2
+/-

 (C, G) or TNFR2
-/-

 (C, H)  mice. CD4
+
CD25

+
CD127

-
 cells were purified 

from healthy donors PBMC (I). Cells were cultured for 72h (A-C, E-I) or 96h (D), with anti-

CD3 + anti-CD28 Abs in presence of  increasing concentrations of rmTNF-α  (A) or 20 ng/ml 

rmTNF (B-H) , or 250 pg/ml rmIL-2 (D), or 400 ng/ml rh TNF (I). In some experiments 10 

ug/ml (B, E) of anti-TNFR1, anti-TNFR2 or control isotype, or 40g/ml of anti-TNFR2 or 
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control isotype (I) were added. (A-C) CD4
+
FoxP3

+
 frequency among all cultured cells. (D) 

Proliferated CFSE
dim

 CD4
+
FoxP3

+
 cells among CFSE+ cells. (E) Frequency of dead 

(zombie
high

) CD4
+
FoxP3

+
 cells among CD4

+
FoxP3

+
 cells. (F-H) Frequency of CD25

+
 cells 

among CD4
+
FoxP3

+
 cells. (I) Frequency of CD4

+
FoxP3

+
 CD25

+
 cells among all cultured 

cells. Data are representative of 2 (A) or 3 (I) independent experiments with similar results. 

One way ANOVA associated with Dunn’s multiple comparaison test (B, F-H) or two way 

ANOVA (C-D) was used for statistical analysis. * p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Figure 3: TSDR methylation in Tregs from wt and TNFR2
-/-

 mice. Genomic DNA was 

extracted from CD4
+
CD25

+
 Tregs isolated from wt and TNFR2

-/-
 mice spleen (A) or from 

Tregs cultured for 72h in the indicated conditions (B). A control was performed on DNA from 

CD4
+
CD25

-
 Teff cells isolated from wt mice spleen (A). The amplicons are subdivided by 

horizontal lines, each representing an individual CpG motif. The methylation status of 

individual CpG motifs is color coded according to the degree of methylation at that site. The 

color code ranges from green (0% methylation) to red (100% methylation) according to the 

color scale on the left. Due to sequencing problems, the CpG motif 3 in the culture condition 

with anti-CD3 + anti-CD28 Abs + TNF-α from TNFR2
-/-

 Tregs appears in grey. Average % 

methylation of all tested CpG are indicated at the bottom of each column. One representative 

experiment of two independent experiments is shown. 

 

Figure 4: Exacerbation of arthritis in TNFR2
-/- 

mice. DTHA was induced in wt (n=15) and 

TNFR2
-/-

 (n=13) mice. Tarsus (A) and ankle (B) swelling shown over the duration of the 

study.  Maximal tarsus (C) and ankle (D) swelling reached during the course of the disease for 

each individual mouse was calculated. At euthanasia (day 6 after mBSA boost), CD4
+
FoxP3

+
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Tregs frequency among splenocytes (E) and Tregs suppressive effect on CD4
+
CD25

+
 Teff 

cells proliferation (F) were determined in all mice (E) or in 8 mice per group (F). Data are 

expressed as mean ± SEM. (A-D) Data are representative of one experiment of two similar 

experiments.  Student t test on area under curve from each mouse (A, B) or on cell 

frequencies (C-F) was used for statistical analysis. 

 

Figure 5: Aggravated arthritis and decreased Tregs suppressive capacities in 

FOXP3
CRE

TNFR2
LOX

 mice. DTHA was induced in FOXP3
CRE

 (n=20) and 

FOXP3
CRE

TNFR2
LOX

 (n=15) mice. (A) tarsus and (B) ankle swelling shown over the duration 

of the study.  At euthanasia (day 6 after mBSA boost), CD4
+
FoxP3

+
 Tregs frequency among 

splenocytes (C), Tregs suppressive effect on CD4
+
CD25

+
 Teff cells proliferation (D) and 

IFN secretion (E) were determined in 10 (C) or 8 (D, E) mice per group. Data are expressed 

as mean ± SEM.  Student t test on area under curve from each mice (A, B) or on cell 

frequencies (C) and Mann Whitney test (E, F) were used for statistical analysis. 

Figure 6: Evolution of peripheral blood Treg subpopulations on anti-TNF treatment in 

RA and SpA patients.  

Significant increase, after 3 months of anti-TNF treatment, of Total Treg (A) and TNFR2
+
 

Treg subpopulation  (B) in the peripheral blood of RA patients, with different degrees of 

clinical reponse to treatment (C). No significant variation of total Treg ( D) or TNFR2+ Tregs  

(E) in SpA patients treated by anti-TNF agents with different degrees of clinical response (F). 

ns: not significant. 
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Figure 7: Evolution of peripheral blood Treg subpopulations on tocilizumab treatment 

in RA patients. 

Significant increase, after 3 months of tocilizumab treatment, of Total Tregs in the peripheral 

blood of RA patients (A). No significant variation of TNFR2
+
 Treg subpopulation in the same 

patients (B). 
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 Au cours de nos études, nous avons pu mettre en évidence un rôle important du 

TNFα dans le maintien de l’expression de FoxP3 ainsi que dans la prolifération des Treg. 

Nous avons montré que la signalisation TNFα-TNFR2 sur les Treg permettait de diminuer la 

méthylation du TSDR et d’augmenter la prolifération des Treg. Par la suite, nous avons pu 

mettre en évidence que les Treg TNFR2+ étaient important pour le contrôle de 

l’inflammation dépendante du TNFα dans deux modèles expérimentaux différents que sont 

l’arthrite DTHA et l’inflamamtion cutanée induit par l’imiquimod. Pour terminer, nous avons 

montré que les traitements anti-TNFα entrainaient une augmentation de la fréquence des 

Treg TNFR2+ circulants trois mois après le début du traitement et cela spécifiquement dans 

la PR. L’ensemble de nos résultats mettent en évidence un rôle prépondérant des Treg 

TNFR2+ dans le contrôle de l’inflammation dépendante du TNFα. 

A. La signalisation TNFα-TNFR2 augmente la stabilité et l’activité 

immunosuppressive des Treg 

 Actuellement, le TNFα est majoritairement connu comme étant une cytokine pro-

inflammatoire. Cependant, nos résultats ainsi que ceux parus dans la littérature actuelle 

suggèrent qu’il pourrait jouer un rôle anti-inflammatoire en agissant sur les Treg.  

 Dans notre étude, nous avons montré que le TNFα est capable de maintenir 

l’expression de FoxP3 en culture par une activation du TNFR2 que ce soit chez l’homme ou 

chez la souris. Nous avons mis en évidence que le maintien des Treg murins était associé à 

une augmentation de la prolifération des Treg, à une augmentation de l’expression du CD25 

par ces derniers ainsi qu’à une diminution de leur mort cellulaire. De plus, nous avons 

montré que la présence du TNFR2 à la surface des Treg est associée à une méthylation du 

TSDR moins importante, et donc à une stabilité accrue de l’expression de FoxP3. L’hypothèse 

que nous formulons suite à ces résultats est que l’interaction TNFα-TNFR2 confère une 

stabilité plus élevée aux Treg. 

 Nos travaux rejoignent ceux d’Oppenheim et de son équipe. Nous savons 

actuellement que le TNFα est capable de maintenir l’expression de FoxP3 en interagissant 

avec le TNFR2 chez la souris (Chen et al., 2013). Le mécanisme mis en œuvre par cette voie 

de signalisation n’est encore que très peu compris. La signalisation du TNFR2 est connue 

pour déclencher la prolifération cellulaire et inhiber l’apoptose mais le lien avec le maintien 
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de l’expression de FoxP3 n’a pas encore été établi (Rothe et al., 1995). L’hypothèse 

actuellement avancée est une implication de la signalisation TNFR2 dans l’activation de la 

voie JAK/STAT et plus particulièrement sur l’augmentation de la présence de STAT5. Cette 

molécule est primordiale dans l’expression de FoxP3 ainsi que dans la stabilisation des Treg. 

Il a été décrit que la balance STAT5/STAT3 déterminait le destin du lymphocyte T. 

L’expression prédominante de STAT5 induit une différenciation en Treg ; en revanche si 

STAT3 prédomine, la différenciation se fait en Th17 (Laurence et al., 2007) Il a été montré 

que chez des souris déficientes pour le gène du TNFR2, l’expression de STAT5 était 

fortement diminuée et associée à une diminution de la fréquence des Treg. Ceci suggérant 

un lien entre l’expression du TNFR2 et celle de STAT5 (Chen et al., 2013; Miller et al., 2015). 

En 2007, Oppenheim a mis en évidence une augmentation de la phosphorylation de STAT5 

dans les Treg en présence d’IL-2 et de TNFα mais il n’a pas encore été montré que le TNFα, à 

lui seul, était capable d’augmenter la phosphorylation de STAT5 (Chen et al., 2007). De plus, 

il a été montré qu’en cas d’absence du ligand du TNFR2, la fréquence des Treg était plus 

faible dans les organes lymphoïdes secondaires (Chen et al., 2013). Cette étude suggère que 

le TNFR2 participe à la stabilisation de l’expression de FoxP3. Notre étude apporte un 

élément de compréhension important de l’implication de la voie de signalisation du TNFR2 

et le maintien de l’expression de FoxP3. En effet, nous montrons que le TNFR2 est capable 

de diminuer la méthylation de la séquence TSDR (Treg Specific Demethylated Region) du 

gène FoxP3. Cette séquence, située dans le premier intron du gène FoxP3, est très 

importante pour la stabilité de l’expression de ce dernier et son hyperméthylation diminue 

la capacité immunosuppressive des Treg murin (Polansky et al., 2008; Toker et al., 2013). Les 

conclusions que nous pouvons formuler à l’heure actuelle sont que la signalisation du TNFR2 

est capable à la fois d’augmenter la présence de STAT5 phosphorylée et de diminuer la 

méthylation de la séquence TSDR de FoxP3. Il est à noter que la séquence TSDR, une fois 

déméthylée, est capable de fixer STAT5 phosphorylée afin de stabiliser l’expression de FoxP3 

(Burchill et al., 2007). Nous pouvons donc penser que la signalisation du TNFR2 maintient un 

niveau peu élevé de méthylation du TSDR permettant la fixation de STAT5 phosphorylée 

elle-même induite par le TNFR2 et conduisant à la stabilisation de l’expression de FoxP3 

(Figure 29). 
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Figure 29 : Mécanisme d’induction de l'expression de FoxP3 par le TNFR2 

 Chez l’homme, la stimulation du TNFR2 à la surface des Treg permet aussi le maintien 

de l’expression de FoxP3. L’étude menée par Faustman et ses collègues en 2017 a montré 

que le TNFα augmentait la fréquence des Treg humains en culture et que l’utilisation d’un 

agoniste du TNFR2 conduisait au même effet. En revanche l’utilisation d’un antagoniste de 

ce dernier entrainait une diminution de la fréquence des Treg en culture (Torrey et al., 

2017). Cependant, il est à noter que l’intégralité de ces expériences a été effectuée sur des 

LT CD4+ issus du sang de donneurs sains et non sur des Treg purifiés. Nous montrons dans 

notre étude que le TNFα est capable, via le TNFR2, d’augmenter le maintien de l’expression 

de FoxP3 dans des cultures de Treg purifiés issus du sang de donneurs sains. Les études 

épigénétiques ainsi que celles concernant la phosphorylation de STAT5 après une activation 

de la voie du TNFR2 ne sont encore qu’à leurs débuts chez l’homme. L’une des premières 

études épigénétiques s’intéressant à la méthylation de la région TSDR du gène FoxP3 chez 

l’homme a été publiée en 2017 (Alvarez Salazar et al., 2017). Ce travail met en évidence 

qu’au cours de traitement, de patients greffés, par une molécule CTLA-4 de fusion on 

observait une méthylation accrue de la séquence TSDR diminuant ainsi la capacité 

immunosuppressive des Treg. Ces premiers résultats confirment le rôle important de cette 

région de FoxP3 dans le maintien de l’activité des Treg. Cependant aucune étude n’a encore 

été menée sur l’état de méthylation du TSDR ou sur l’état de phosphorylation de STAT5 

après stimulation par du TNFα. Au vue des effets similaires de la voie de signalisation du 



145 
 

TNFR2 sur l’expression de FoxP3 et de l’importance du TSDR dans le maintien de son 

expression, nous pouvons supposer que cette voie de signalisation jouerait un rôle 

comparable à celui décrit chez la souris. 

 L’étude de l’équipe de Soldevila en 2017 est l’une des premières à établir un lien 

direct entre le statut de méthylation de la région TSDR de FoxP3 et la capacité suppressive 

des Treg. Dans notre étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence une modification de 

l’activité immunosuppressive des Treg en présence de TNFα (résultats non montrés). 

Cependant, des travaux précédents ont montré une augmentation de l’activité anti-

proliférative des Treg vis-à-vis des Teff en présence de TNFα chez la souris (Chen et al., 

2007). Chez l’homme, des résultats similaires ont pu être observés en utilisant un agoniste 

du TNFR2 (Torrey et al., 2017). Ces résultats laissent à penser que la déméthylation du TSDR 

induite par le TNFα via le TNFR2 semble importante pour le maintien de l’activité  

immunosuppressive des Treg puisque cette dernière est dépendante de l’expression de 

FoxP3 (Hori et al., 2003). D’autres arguments portent à croire que le TNFR2 est important 

pour l’activité immunosuppressive des Treg puisque nous montrons ici une diminution de 

l’expression du CD39 par ces cellules en absence de TNFR2. Cette ectonucléotidase est 

indispensable au mécanisme d’immunosuppression entrainant la dégradation de l’ATP en 

ADP. Il semblerait donc que l’expression du CD39 par les Treg soit liée à celle du TNFR2 chez 

la souris. Le lien entre le CD39 et le TNFR2 pourrait être FoxP3. Il a été montré que ce facteur 

de transcription favorisait l’expression du CD39 et que les Treg étaient les principales cellules 

exprimant cette ectonucléotidase (Deaglio et al., 2007). Ces résultats suggèrent donc que la 

diminution de CD39 à la surface des Treg TNFR2- serait liée à la diminution de la présence de 

FoxP3 due à une augmentation de la méthylation du TSDR. Chez l’homme, le CD39 n’a pas 

été montré comme augmenté sur les Treg TNFR2+. Cependant, cette sous-population de 

Treg exprime plus de CTLA-4 que les autres Treg mais aucune corrélation n’a été démontrée. 

Nous pouvons supposer que la variation de l’expression de CTLA-4 est due à la plus faible 

présence de FoxP3 dans les Treg TNFR2-. Cette hypothèse repose en partie  sur le fait que 

l’expression de FoxP3 dans des LT CD4+ CD25- entraine l’expression de CTLA-4 (Hori et al., 

2003). 

 Le TNFα est non seulement capable d’augmenter le maintien de l’expression de 

FoxP3 et l’activité immunosuppressive des Treg, mais il induit de plus la prolifération de ces 
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derniers. Cela a été montré pour la première fois chez la souris en 2007 (Chen et al., 2007). 

Notre étude apporte une nouvelle information quant aux mécanismes impliqués dans la 

prolifération des Treg dépendante du TNFα. Nous montrons que cette action proliférative du 

TNFα passe par l’activation de la voie de signalisation du TNFR2. Il est connu que cette voie 

entraine l’activation de la voie MAPK et inhibe l’apoptose pouvant ainsi expliquer le rôle 

important du TNFR2 dans l’action proliférative du TNFα. Il a aussi été montré que le TNFα, 

en association avec l’IL-2, augmente l’expression de CD25 ainsi que de FoxP3 (Chen et al., 

2007). Nous montrons dans notre étude, que le TNFα seul, en interagissant avec le TNFR2, 

est capable d’augmenter la fréquence des CD4+ FoxP3+ exprimant le CD25. Nous pouvons 

donc penser que le TNFα induit une capacité accrue des Treg à répondre à l’IL-2 en 

augmentant l’expression de CD25. Cela favoriserait la prolifération des Treg ainsi que 

l’expression de FoxP3. Pour continuer dans ce sens, il a été montré que l’expression de CD25 

permettait d’obtenir des Treg plus stables, caractérisés par une plus forte expression de 

FoxP3 (Miyara et al., 2009). Cela suggère que dans des contextes inflammatoires dépendants 

du TNFα, les Treg TNFR2+ seraient plus sensibles à l’IL-2 et potentiellement plus facilement 

activables. Chez l’homme, le TNFα ou un agoniste du TNFR2 entrainent aussi une 

prolifération des Treg, suggérant un mécanisme similaire à celui observé chez la souris 

(Okubo et al., 2013). Cependant, l’analyse de l’expression du CD25 à la surface des Treg 

humains est plus compliquée que chez la souris. Les Treg murins peuvent être identifiés 

comme des cellules exprimant CD4 et FoxP3, ce qui n’est pas le cas des Treg humains. Chez 

l’homme, les Treg se définissent par l’expression de CD4+, CD25+ et FoxP3+ voir l’absence de 

CD127 ou CD127low. L’augmentation des Treg humains que nous observons, in vitro, en 

présence de TNFα est nécessairement associée à une augmentation des cellules exprimant le 

CD25 puisque ce dernier est un marqueur d’identification des Treg humains. Nous ne 

pouvons donc pas suggérer une augmentation de la sensibilité des Treg vis-à-vis de l’IL-2 en 

présence de TNFα. Cette hypothèse ne serait plausible que si nous considérions les Treg 

humains comme des cellules CD4+ FoxP3+. En revanche, il est à noter que le TNFα est 

capable d’avoir un effet prolifératif additif à celui de l’IL-2 sur des LT CD4+ (Okubo et al., 

2013). Il serait intéressant d’étudier l’effet combiné du TNFα et de l’IL-2 sur des Treg 

humains purifiés afin de savoir si ces deux cytokines agissent de manière semblable sur la 

prolifération des Treg chez la souris et chez l’homme. 
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 L’ensemble de nos résultats, associé à d’autres études déjà publiées permette de 

mettre en évidence le rôle important du TNFR2 à la surface des Treg chez la souris et chez 

l’homme. Ce récepteur, lorsqu’il est activé par le TNFα, permet un maintien accru de 

l’expression de FoxP3 en entrainant une diminution de la méthylation du TSDR ainsi qu’une 

augmentation de STAT5 sous sa forme phosphorylée. De plus, il permet la prolifération des 

Treg et semble augmenter leurs capacités immunosuppressives ainsi que leur sensibilité à 

l’IL-2. Pour conclure, l’activation du TNFR2 par le TNFα à la surface des Treg conduit à la mise 

en place de Treg plus stables et plus efficaces. 

B. Le TNFR2, un élément essentiel dans le contrôle de l’inflammation 

dépendante du TNFα 

 Le TNFR2, l’un des deux récepteurs du TNFα, est majoritairement activé par le TNFα 

membranaire. Cette voie de signalisation est connue pour déclencher la prolifération 

cellulaire tout en inhibant l’apoptose. A contrario, le TNFR1 conduit plutôt à la mise en place 

de l’apoptose et est fortement inflammatoire. 

 Dans notre étude nous avons mis en évidence une implication du TNFR2 dans deux 

modèles d’inflammation dépendant du TNFα : l’arthrite DTHA et l’inflammation cutanée 

induite par l’imiquimod. Nous avons montré que l’absence de TNFR2 conduisait à 

l’exacerbation des paramètres cliniques de ces maladies. L’hypothèse que nous formulons 

face à ces résultats, est que le TNFR2 serait un élément essentiel dans la régulation de 

l’inflammation dépendante du TNFα. 

 De nombreuses études ont porté sur le rôle des récepteurs du TNFα dans des 

modèles inflammatoires expérimentaux. A l’heure actuelle, une dichotomie semble 

clairement émerger. Le TNFR1 serait lié à un entretien de l’inflammation alors que le TNFR2 

jouerait un rôle inverse et favoriserait un contrôle de cette dernière. Cette idée s’appuie sur 

de multiples travaux qui mettent en évidence une exacerbation de l’inflammation en 

absence de TNFR2. C’est ce qui a été montré par l’équipe de Kollias en 2012. Dans ce travail, 

il a été mis en évidence une exacerbation de l’encéphalomyélite expérimentale (EAE) chez la 

souris en absence de TNFR2 (Tsakiri et al., 2012).  Il est à noter que ce modèle n’est que 

partiellement dépendant du TNFα (Schiffenbauer et al., 2000). De même, il a été montré 

qu’au cours d’inflammation chronique dépendante du TNFα , comme l’infection par 
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Mycobacterium tuberculosis, l’activation du TNFR2 conduisait à une diminution de 

l’inflammation (Schmid et al., 2017). De récents travaux ont aussi mis en évidence le rôle du 

TNFR2 dans le contrôle de la réaction immunitaire lors de greffe (GvHD). Cette réponse 

immunitaire entraine une production importante de TNFα (Remberger et al., 1995). Il 

semblerait même qu’elle soit associée à l’ampleur de la GvHD. L’équipe de Beilhack a 

montré que l’activation du TNFR2 entrainait une diminution de la GvHD, favorisant ainsi 

l’acceptation du greffon par l’hôte (Chopra et al., 2016). Ces études renforcent nos résultats 

qui montrent une exacerbation de l’inflammation au cours de l’arthrite et de l’inflammation 

cutanée dépendante du TNFα chez des souris déficientes pour le TNFR2. Cependant, 

l’absence de TNFR2 peut aussi conduire à l’exacerbation de l’inflammation dans des modèles 

qui ne sont pas encore décrits comme dépendants du TNFα. C’est le cas de la colite chez la 

souris déficiente pour l’IL-10 (Punit et al., 2015). 

 Bien que la majorité des études s’intéressant au TNFR2 montrent un rôle anti-

inflammatoire, quelques publications indiquent l’effet inverse. C’est le cas d’une étude de 

2017, montrant que l’inhibition du TNFR2 par un anticorps neutralisant conduit à une 

diminution de l’arthrite dans un modèle d’arthrite septique induit par Staphilococcus Aureus 

(Sultana et al., 2017). Ce modèle a été montré comme dépendant du TNFα, l’absence de la 

cytokine entrainant une résistance à l’arthrite septique chez la souris (Hultgren et al., 1998). 

Ces résultats suggèrent que le TNFR2 a un rôle aggravant dans le développement de 

l’inflammation. Cette hypothèse n’est pas à exclure puisque qu’il a été montré que le TNFR2 

était important pour la prolifération des Teff (Chen et al., 2016b). L’ensemble de ces 

données met en évidence un rôle ambivalent du TNFR2 dans la régulation de l’inflammation 

dépendante du TNFα même si la majorité des publications suggère un rôle anti-

inflammatoire de ce récepteur. 

 Le TNFR1 fait aussi partie de la signalisation du TNFα. Nous avons montré dans notre 

étude in vitro que l’absence de ce récepteur ne semblait pas impacter l’effet du TNFα sur les 

Treg. Cependant, de nombreuses études ont mis en évidence son effet inflammatoire dans 

de nombreux modèles d’inflammation dépendants du TNFα. A l’inverse du TNFR2, l’absence 

de TNFR1 conduit à une diminution des symptômes cliniques dans l’EAE (Eugster et al., 

1999). Ces résultats ont été confirmés en 2014 par Williams et ses collègues en montrant 

que l’inhibition du TNFR1 par des anticorps neutralisant diminuait les symptômes dans ce 
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même modèle (Williams et al., 2014). Ceci n’est pas spécifique de l’EAE puisque le rôle 

inflammatoire du TNFR1 a aussi été montré dans l’arthrite expérimentale au collagène (Tada 

et al., 2001). Il est à noter que des travaux sur le TNFR1 ont été menés dans des modèles de 

cancer. Ces études ont montré que l’activation de ce récepteur favorisait dans la majorité 

des cas, la prolifération des cellules cancéreuses (Charles et al., 2009; Rivas et al., 2008). Ces 

résultats peuvent paraîtres paradoxaux puisque le développement du cancer est en partie 

dû à un échappement des cellules tumorales. Le TNFR1 pourrait donc permettre une 

réponse inflammatoire plus forte et diminuer la progression cancéreuse. L’hypothèse 

actuellement envisagée est que la signalisation TNFR1 pourrait activer la prolifération des 

cellules tumorales et ainsi favoriser le développement du cancer (Rivas et al., 2008). Ces 

résultats ne permettent pas de réfuter la capacité du TNFR1 à favoriser l’inflammation. Il est 

probable que celle-ci ne soit pas suffisante pour contrôler la prolifération des cellules 

cancéreuses en présence de TNFα. L’ensemble de ces résultats ainsi que ceux de notre étude 

mettent en évidence un rôle pro-inflammatoire de TNFR1 dans des modèles d’inflammation 

dépendants du TNFα ainsi qu’un impact négligeable de sa signalisation sur les Treg. 

C. Implication du TNFR2 dans le recrutement des cellules immunitaires 

lors de l’inflammation dépendante du TNFα 

 Comme discuté précédemment, le TNFR2 est un récepteur important pour le 

contrôle de l’inflammation dépendante du TNFα. Cependant, les mécanismes mis en place 

par ce récepteur pour réguler l’inflammation ne sont que très peu compris. Dans notre 

étude nous montrons que l’absence du TNFR2 au cours d’une inflammation dépendante du 

TNFα entraine une diminution de la fréquence des Treg et des Treg CD39+ ainsi qu’une 

augmentation de l’infiltrat inflammatoire dans la peau. L’hypothèse que nous formulons 

suite à ces résultats, est que le TNFR2 serait un élément essentiel dans la mise en place 

d’une réponse anti-inflammatoire au cours d’une inflammation dépendante du TNFα. 

 Les premiers effets liés à l’absence de TNFR2 que nous avons pu observer au cours de 

nos deux modèles d’inflammation sont une diminution de la fréquence des Treg dans les 

organes lymphoïdes secondaires ainsi qu’une augmentation de l’infiltrat inflammatoire au 

cours de l’inflammation cutanée. Ces résultats font émerger deux hypothèses, non 

exclusives, quant au rôle du TNFR2 dans le contrôle de l’inflammation. La première est que 

le TNFR2 pourrait intervenir dans les mécanismes de recrutement des cellules immunitaires 
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et la seconde, que ce récepteur pourrait être directement impliqué dans le maintien des 

Treg in vivo. 

 Le TNFR2 n’est pas un récepteur ubiquitaire comme le TNFR1. Il est exprimé à la 

surface des cellules immunitaires, des cellules endothéliales et des cellules nerveuses (Sasi et 

al., 2014). Les cellules endothéliales ont été identifiées comme des acteurs majeurs 

intervenant dans les mécanismes de migration des cellules immunitaires. Ce processus est 

essentiel pour le stockage de ces dernières dans les organes lymphoïdes secondaires ainsi 

que pour leur recrutement sur le site inflammatoire (Luster et al., 2005). L’équipe de Kollias 

a mis en évidence en 2012 que l’absence de TNFR2 à la surface des cellules non 

hématopoïétiques conduisait à une exacerbation de l’EAE (Tsakiri et al., 2012). Ces résultats 

mettent en évidence un rôle non négligeable des cellules non hématopoïétiques dans le 

contrôle de l’inflammation. Cette étude montre que l’absence de TNFR2 diminue le 

recrutement des Treg dans le site inflammatoire conduisant à une exacerbation de 

l’inflammation. Dans notre étude, nous avons observé une diminution de la fréquence des 

Treg dans les ganglions et la rate des souris TNFR2-/- au cours de l’inflammation. Ces 

résultats pourraient en partie être expliqués par un défaut de recrutement des Treg dû à 

l’absence de TNFR2 sur les cellules endothéliales. Cependant, comme mentionné 

précédemment, les cellules neuronales sont aussi capables d’exprimer le TNFR2. Il n’est 

donc pas à exclure que ces dernières puissent jouer un rôle dans le contrôle de 

l’inflammation lors de l’EAE. En revanche, il est peu probable qu’elles interviennent dans 

notre modèle d’inflammation cutanée ou dans notre modèle d’arthrite. Une étude plus 

ancienne a spécifiquement porté sur le rôle du TNFR1 et du TNFR2 à la surface des cellules 

endothéliales. Ce travail indique que la signalisation du TNFR1 est suffisante pour l’activation 

des cellules endothéliales favorisant ainsi l’adhérence et la migration des cellules 

immunitaires (Slowik et al., 1993). A contrario, le TNFR2 permettrait de diminuer la 

concentration de TNFα circulant et ainsi réduire l’inflammation. Cette hypothèse repose sur 

l’action de l’enzyme TACE sur le clivage du TNFR2 membranaire. Ce récepteur une fois 

soluble, devient alors un inhibiteur du TNFα. Il est à noter qu’une étude de 2014 a mis en 

évidence qu’une stimulation spécifique du TNFR2 exprimé à la surface des cellules 

endothéliale augmentait la migration des monocytes. Ces résultats vont à l’encontre de ceux 

du travail précédent (Venkatesh et al., 2013). Le faible nombre d’études dans ce domaine ne 
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permet pas de conclure clairement quant au rôle du TNFR2 à la surface des cellules 

endothéliales dans la migration des cellules immunitaires. Cependant, l’augmentation de 

l’infiltrat leucocytaire que nous observons au cours de l’inflammation cutanée en absence de 

TNFR2, nous laisse penser que ce récepteur diminuerait la migration des cellules 

immunitaire au site de l’inflammation tout comme l’équipe de Pober le suggère (Slowik et 

al., 1993). Utiliser notre modèle d’inflammation cutanée chez des souris déficientes 

conditionnelles pour le TNFR2 dans les cellules endothéliales serait un très bon moyen de 

confirmer cette hypothèse. 

 Le second processus pouvant expliquer la diminution du nombre et de la fréquence 

des Treg dans les organes lymphoïdes secondaires en absence de TNFR2 est le rôle de ce 

récepteur dans la stabilité des Treg. Ce mécanisme a été discuté longuement dans la 

première partie de cette discussion. Cependant, nous montrons ici la répercussion directe de 

l’absence de TNFR2 sur le maintien des Treg in vivo dans deux modèles inflammatoires 

dépendants du TNFα. Nous confirmons les résultats que l’équipe d’Oppenheim a publié en 

2012 dans un modèle de colite (Chen et al., 2013). 

 Ainsi, les études précédemment décrites suggèrent que le TNFR2 à la surface des 

cellules endothéliales jouerait un rôle majeur dans le contrôle de l’inflammation en 

diminuant la migration des cellules inflammatoires. En parallèle de ce processus, le TNFR2 

agirait aussi sur les Treg en les stabilisants. L’association de ces deux mécanismes pourrait en 

partie expliquer l’exacerbation des paramètres cliniques observés dans nos deux modèles 

inflammatoires en absence de ce récepteur. 

D. Le TNFR2, un récepteur important dans l’activité des cellules 

immunitaires 

 Comme mentionné précédemment, le TNFR2 est exprimé par les cellules 

immunitaires, neuronales et endothéliales. L’absence de ce récepteur conduisant à une 

exacerbation de l’inflammation, nous avons étudié le comportement des cellules 

immunitaires en absence de TNFR2. La polyarthrite rhumatoïde et le psoriasis, les maladies 

que nous avons étudiées par le moyen de nos modèles expérimentaux, sont caractérisées 

par une défaillance des Treg à réguler l’inflammation. De ce fait, nous nous sommes attachés 

à étudier le comportement de ces cellules au cours de nos modèles inflammatoires 
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dépendants du TNFα. Nous avons montré qu’une déficience en TNFR2 ainsi que son absence 

seulement à la surface des Treg est suffisante pour aggraver les paramètres cliniques ou 

histologiques dans nos modèles inflammatoires. Cependant l’absence de ce récepteur ne 

semble pas impacter la fréquence des cellules inflammatoires dans les organes lymphoïdes 

secondaires au cours de l’inflammation (résultats non montrés). Ces résultats suggèrent que 

les Treg TNFR2+ sont des acteurs importants de la régulation de l’inflammation dépendante 

du TNFα. 

1. Le rôle controversé du TNFR2 à la surface cellules inflammatoires 

 Bien que notre étude se soit penchée spécifiquement sur le comportement des Treg 

en absence de TNFR2, il semble important de comprendre le rôle du TNFR2 à la surface des 

cellules inflammatoires. Durant notre travail, nous n’avons pas observé de différence de 

fréquences de ces cellules dans nos modèles (résultats non montrés). Cependant, plusieurs 

travaux traitent actuellement de l’importance de ce récepteur à la surface des cellules 

inflammatoires. 

 Les monocytes sont les premières cellules productrices de TNFα et expriment ses 

deux récepteurs. Les quelques études visant à comprendre l’effet du TNFα à la surface des 

monocytes montrent que l’activation du TNFR1 et du TNFR2 par le TNFα membranaire 

conduirait à leur activation et favoriserait l’inflammation (Rossol et al., 2007). Ces cellules 

sont surtout connues pour activer la signalisation TNFR1 ou TNFR2 sur les autres cellules 

immunitaires puisqu’elles produisent une grande quantité de TNFα. Dans notre étude, nous 

n’avons pas mis en évidence de différence de fréquence des monocytes dans le sang en 

absence de TNFR2. Il est à noter qu’aucune étude ne s’est encore intéressée au rôle du 

TNFR2 à la surface des monocytes. La seule chose connue actuellement est que le TNFR2 

faciliterait la migration des monocytes en condition inflammatoire (Venkatesh et al., 2013). 

Les neutrophiles sont fortement impliqués dans les premières étapes de l’inflammation et 

expriment les deux récepteurs du TNFα. Les quelques études traitant du lien entre le TNFα 

et les neutrophiles ont mis en évidence un rôle anti-apoptotique du TNFα via le TNFR1 

(Kilpatrick et al., 2006). Dans notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de variation de 

fréquence des neutrophiles en absence de TNFR2 (résultats non montrés). Cela suggère que 

l’expression de ce récepteur à la surface des neutrophiles n’impacte pas la survie ou le 

recrutement de ces cellules. Les cellules dendritiques (DC) ont aussi fait l’objet de recherche 
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concernant le rôle du TNFR2 à leur surface. Ces travaux montrent que le TNFα par 

l’activation du TNFR2 permettrait aux DC de produire de l’IL-12 et favoriserait ainsi la 

différenciation des Th1 et l’inflammation (Martin et al., 2014). 

 Au vu de ces résultats, le TNFα semble conduire à une activation des cellules 

inflammatoires myéloïdes pour favoriser l’inflammation mais le rôle du TNFR2 est très peu 

compris. Cependant, il a récemment été montré que l’absence de TNFR2 à la surface des 

cellules myéloïdes ne diminuait pas l’inflammation après une immunisation avec 

Mycobacterium tuberculosis (Schmid et al., 2017). L’ensemble de ces études ne permet pas 

de conclure quant au rôle du TNFR2 à la surface des cellules myéloïdes inflammatoires. Ce 

dernier pourrait intervenir dans la mise en place de l’inflammation mais ne serait pas 

indispensable. En revanche il semble jouer un rôle important sur les cellules inflammatoires 

de l’immunité adaptative. 

 Au cours de notre étude, nous avons analysé la fréquence des LB, des LT CD8+ et des 

LT helper dans nos modèles inflammatoires en absence de TNFR2 (résultats non montrés). 

Nous n’avons pas observé de différences de fréquences de ces cellules en absence de ce 

récepteur. Le rôle du TNFR2 sur les cellules inflammatoires lymphoïdes commence à être 

étudié même si sa fonction à la surface des LB ne fait l’objet d’aucune recherche à l’heure 

actuelle. En revanche le rôle du TNFR2 à la surface des LT CD8+ a déjà fait l’objet de plusieurs 

articles. En 2006, Kim et ses collègues ont mis en évidence le rôle pro-inflammatoire du 

TNFR2 sur les LT CD8+ in vitro (Kim et al., 2006). Ils ont montré que l’expression du TNFR2 

était liée à une survie accrue de ces cellules et qu’il favorisait une prolifération plus 

importante de ces dernières après une stimulation antigénique. Ces résultats suggèrent ainsi 

un rôle pro-inflammatoire du TNFR2 pour les LT CD8+. Cependant, en 2015, l’équipe de Polk 

a montré un rôle anti-inflammatoire du TNFR2 sur ces mêmes cellules (Punit et al., 2015). A 

la différence de l’étude de Kim, le rôle du TNFR2 a ici été étudié dans un modèle de colite. Ce 

travail a mis en évidence que ce récepteur était capable de diminuer l’activité des LT CD8+ 

pathogéniques sans en diminuer la fréquence. Ces résultats pourraient en partie expliquer 

pourquoi nous n’avons pas observé de différence de fréquence de ces cellules entre des 

souris sauvages et celles déficientes pour le TNFR2 dans nos modèles inflammatoires. 

N’ayant pas fait d’analyses plus poussées sur ce type cellulaire, il serait intéressant 

d’analyser les quantités de TNFα et d’IFNγ produites par les LT CD8+ dans nos modèles 
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inflammatoires en absence de TNFR2. Enfin, nous n’avons pas montré de différence quant à 

la capacité des LT CD4+ à produire de l’IFNγ ou de l’IL-17 en absence de TNFR2. Ces résultats 

suggèrent que ce récepteur ne modifierait pas la production de cytokines pro-

inflammatoires des Th1 et des Th17. Cependant il a été montré que l’absence de TNFR2 

diminuait la prolifération des Th1 ainsi que leur production d’IFNγ n’excluant pas un rôle 

pro-inflammatoire du TNFR2 (Li et al., 2017). Concernant l’impact de TNFR2 sur les Th17, 

deux études ont mis en évidence que la signalisation TNFR2 inhibait les Th17 (Li et al., 2017; 

Miller et al., 2015). Dans la publication de 2017, il a été montré qu’en cas d’allergie, une 

inhibition du TNFR2 était associée à une diminution de la production d’IL-17 par les LT CD4+ 

ainsi qu’à une diminution de la différenciation des Th17. Des résultats identiques avaient 

déjà été mis en évidence en 2015 dans un modèle de colite. Cependant l’information 

supplémentaire de cette étude était que la signalisation TNFα-TNFR2 permettait la 

production d’IL-2 par les LT CD4+ diminuant ainsi la différenciation Th17. Ces travaux 

mettent en évidence le rôle anti-inflammatoire du TNFR2 vis à vis des Th17. 

 A la lumière de la littérature actuelle et de nos résultats, le rôle du TNFR2 à la surface 

des cellules inflammatoires lymphoïdes reste assez ambigu. En revanche, une étude a mis en 

évidence que la suppression du TNFR2 à la surface des cellules lymphoïdes conduit à une 

exacerbation de l’inflammation, suggérant un rôle important de ce récepteur à la surface des 

cellules régulatrices lymphoïdes telles que les Treg (Schmid et al., 2017). 

2. Les Treg TNFR2+ des acteurs importants dans le contrôle de 

l’inflammation dépendante du TNFα 

 Les Treg TNFR2+ sont des cellules très étudiées dans le développement du cancer 

ainsi que dans certaines maladies auto-immunes. Il a été montré que cette sous-population 

est fortement présente au sein des ascites ovariennes chez les patientes (Govindaraj et al., 

2013). De plus, une étude a mis en évidence une forte expression du TNFR2 à la surface des 

Treg chez des patients atteints de cancers du poumon. Cette équipe a montré que 

l’expression de ce récepteur à la surface des Treg était corrélée au développement de ce 

type de cancer (Yan et al., 2015). Des travaux se sont aussi intéressés au développement de 

cancer en cas d’absence de TNFR2. L’équipe de Plebanski a mis en évidence en 2014 que la 

diminution de l’expression du TNFR2 à la surface des Treg était bénéfique en cas de 

leucémie myéloïde (Govindaraj et al., 2014). Ces études laissent à penser que les Treg 
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TNFR2+ posséderaient un effet anti-inflammatoire très important. Cette hypothèse a aussi 

été avancée grâce à l’étude de cette sous population dans des maladies inflammatoires 

comme l’allergie ou la GvHD. Il a été montré que l’augmentation des Treg TNFR2+ dans le 

poumon diminuait l’allergie chez la souris favorisant ainsi l’activité anti-inflammatoire. 

(Mohamud et al., 2017). Ce même effet anti-inflammatoire des Treg TNFR2+ a été mis en 

évidence dans la GvHD puisque l’inhibition du TNFR2 conduit à la diminution de l’activité des 

Treg (Leclerc et al., 2016). Actuellement, la majorité des travaux portant sur ce sujet mettent 

en évidence une activité anti-inflammatoire accrue en cas de présence de Treg TNFR2+. Ces 

résultats sont en accord avec l’exacerbation de l’inflammation dans nos deux modèles 

inflammatoires en absence de TNFR2 seulement à la surface des Treg. Il est cependant à 

noter, qu’à l’heure actuelle, une seule étude associe la présence de Treg TNFR2+ avec une 

exacerbation de l’inflammation. Ce travail a été mené en 2011 et met en évidence une 

augmentation des conditions inflammatoires dans le diabète de type 1 lorsque les Treg 

TNFR2+ sont fortement présent dans le sang (Ryba et al., 2011). Cela peut être expliqué par 

un défaut de recrutement des Treg TNFR2+ au site inflammatoire, entrainant une 

exacerbation de l’inflammation. Ce résultat reste cependant assez isolé car l’utilisation 

d’agoniste du TNFR2 dans le traitement du diabète de type 1 est actuellement à l’étude 

(Faustman, 2017). 

  Afin d’expliquer pourquoi les Treg TNFR2+ semblent si important dans la régulation 

de l’inflammation, plusieurs études se sont penchées sur leur rôle et leur phénotype au 

cours de l’inflammation. Dans notre étude, nous montrons que l’absence de TNFR2 sur les 

Treg est suffisante pour diminuer la fréquence de ces derniers dans nos modèles 

expérimentaux. Cependant nous n’avons pas observé de modulation de la fréquence des 

cellules inflammatoires en absence de ces cellules. Ces résultats suggèrent que les Treg 

TNFR2+ sont importants dans le contrôle de l’activation des cellules inflammatoires. Cette 

hypothèse s’appuie sur différentes études qui ont caractérisé l’activité anti-inflammatoire 

ainsi que le phénotype de ces Treg TNFR2+. En 2008, l’équipe d’Oppenheim fut la première à 

montrer que les Treg TNFR2+ murins étaient la population de Treg la plus 

immunosuppressive (Chen et al., 2008). Nous confirmons les résultats de cette étude dans 

notre modèle d’arthrite en montrant que les Treg n’exprimant pas le TNFR2 sont moins 

immunosuppresseurs que les Treg TNFR2+. En 2013, l’équipe de Plebanski montra que les 
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cellules TNFR2+ CD25high chez l’homme exprimaient plus fortement le CD39, le CD73 ainsi 

que le TGFβ (Govindaraj et al., 2013). Ces résultats suggèrent que ces Treg présentent un 

fort potentiel immunosuppresseur. D’autres études ont montré que ces mêmes Treg TNFR2+ 

exprimaient plus le CTLA-4 que les autres Treg renforçant cette idée que ces cellules sont les 

plus immunosuppressives (Chen et al., 2010). Dans ces mêmes études, il a été montré que 

les Treg TNFR2+ sont fortement impliqués dans la régulation de la réponse T puisqu’ils 

diminuent la production d’IFNγ par les Th1 et LT CD8+ (Govindaraj et al., 2013; Yan et al., 

2015). Nos résultats montrent exactement la même chose, nous observons une diminution 

de la prolifération des Teff et de leur production d’IFNγ en présence de Treg TNFR2+. Nos 

résultats ainsi que la littérature suggèrent donc que les Treg TNFR2+ seraient fortement 

impliqués dans le contrôle de la réponse Th1. Ceci pourrait en partie expliquer 

l’augmentation de l’inflammation dans notre modèle d’arthrite puisqu’une réponse Th1 est 

mise en place dans ce type d’inflammation (Atkinson et al.). Il est à noter que nous avons 

aussi observé une augmentation de la capacité des LT CD4+ à produire de l’IL-17 en absence 

de Treg TNFR2+ dans notre modèle de psoriasis. Il est actuellement connu que ce modèle est 

basé sur l’activation de l’inflammation dépendante des Th17. Il est donc possible que les 

Treg TNFR2+ puissent aussi conduire à une régulation de l’inflammation associée aux Th17. 

L’intégralité de nos résultats ainsi que la littérature actuelle montrent clairement une 

implication des Treg TNFR2+ dans le contrôle de l’inflammation en présence de TNFα. 

 Pour terminer, des études ont fait émerger un nouveau type de cellules myéloïdes 

que sont les cellules myéloïdes suppressives (MDSC). Elles sont caractérisées par l’expression 

de CD11b et de Gr-1 et semblent fortement impliquées dans la mise en place d’un 

environnement anti-inflammatoire tumoral. La première étude ayant regardée le rôle des 

récepteurs du TNFα sur le comportement des MDSC date de 2012. Ce travail a mis en 

évidence que l’absence de TNFR empêchait l’accumulation de MDSC au niveau de la tumeur 

et facilitait ainsi la mise en place de la réponse anti-tumorale (Zhao et al., 2012). En 2014, 

des travaux plus poussés ont montré l’importance de l’expression du TNFR2 à la surface des 

MDSC (Hu et al., 2014). Les MDSC TNFR2+ ont une capacité suppressive supérieure aux 

autres MDSC et cela est caractérisé par une augmentation de la production d’IL-10 et de 

TGFβ. Ces études ainsi que nos résultats laissent à penser que l’expression du TNFR2 à la 
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surface des cellules régulatrices, qu’elles soient d’origines myéloïdes ou lymphoïdes, 

faciliterait le contrôle de l’inflammation lorsqu’elle fait intervenir le TNFα. 

E. Les Treg TNFR2+ sont liés à l’efficacité des traitements anti-TNFα dans 

la polyarthrite rhumatoïde 

 La PR est associée à une incapacité fonctionnelle des Treg à réguler l’inflammation 

(Behrens et al., 2007). Parmi les traitements les plus efficaces dans cette maladie, les anti-

TNFα ont été développés pour neutraliser l’action du TNFα. En outre, ces traitements 

modifient aussi l’action et le phénotype des cellules immunitaires. Dans notre étude, nous 

avons montré que les anti-TNFα, quels qu’ils soient, induisaient une augmentation de la 

fréquence des Treg ainsi que celle des Treg TNFR2+ lorsque le patient est répondeur après 

trois mois de traitement. De plus, cet effet sur les Treg TNFR2+ est spécifique de la PR et 

spécifique des anti-TNFα puisque nous n’avons pas observé ce phénomène chez des patients 

PR traités avec du certolizumab (anti-IL-6 récepteur) ou chez des patients atteints de 

spondylarthrites (SPA) traités par anti-TNFα. L’hypothèse que nous formulons est que les 

Treg TNFR2+ joueraient un rôle déterminant dans les mécanismes d’action des traitements 

anti-TNFα dans la PR. 

 Les études concernant l’impact des anti-TNFα sur les Treg sont peu nombreuses et 

sont quasiment toutes produites par l’équipe d’Ehrenstein. La complexité de ces études 

réside dans le nombre important d’anti-TNFα disponibles pour traiter la PR. Cette équipe fût 

donc la première en 2004 à essayer de comprendre le mécanisme des anti-TNFα dans le 

traitement de la PR.  Ce premier travail a mis en évidence que les Treg de patients PR étaient 

incapables de réduire la production d’IFNγ, de TNFα et d’IL-2 par les Teff avant un traitement 

anti-TNFα (Ehrenstein et al., 2004). Cependant, un traitement par anticorps monoclonal anti-

TNFα (infliximab) augmentait la fréquence des Treg et restaurait leur capacité à inhiber la 

production de cytokines pro-inflammatoires par les Teff. En 2007, cette même équipe a 

caractérisé plus précisément les Treg induits par un traitement par l’infliximab. Ces Treg ont 

une plus grande capacité à sécréter l’IL-10 ainsi que du TGFβ et perdent l’expression de 

CD62L (Nadkarni et al., 2007). Comme nous l’avons vu précédemment, les Treg TNFR2+ 

jouent un rôle majeur dans la régulation de la production de cytokines pro-inflammatoires et 

particulièrement celles sécrétées par les Th1. Nous pouvions donc penser que les Treg 

induits par l’infliximab soient des Treg TNFR2+. C’est ce que nous avons mis en évidence dans 
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notre étude. Nous avons observé une augmentation de la fréquence des Treg TNFR2+ 

circulant après traitement anti-TNFα. Nous pouvons donc supposer que l’augmentation de 

l’activité immunosuppressive des Treg observée par Ehrenstein après traitement avec 

l’infliximab est associée à une augmentation des Treg TNFR2+. De plus, notre étude a permis 

de montrer que l’augmentation des Treg TNFR2+ était présente quel que soit l’anti-TNFα 

utilisé suggérant que l’augmentation de l’activité immunosuppressive des Treg n’est pas 

spécifique du traitement avec l’infliximab. 

 La description des mécanismes des anti-TNFα dans la PR a été approfondie en 2012. 

Cette fois ci, l’équipe d’Ehrenstein a montré pour la première fois que tous les anti-TNFα ne 

fonctionnaient pas de la même manière. Cette étude a ainsi montré que l’utilisation 

d’adalimumab  (anticorps anti-TNFα humanisé) augmentait la fréquence des Treg dans la PR 

(McGovern et al., 2012). En revanche, cette augmentation n’a pas été observée chez des 

patients PR traités par l’etanercept (dimère TNFR2 soluble + chaine lourde d’Ig dimérisée). 

Ces résultats sont en contradiction avec ceux que nous avons observés au cours de notre 

étude. Nous avons montré que quel que soit l’anti-TNFα utilisé, il y avait une augmentation 

de la fréquence des Treg dans le sang si le patient était répondeur après trois mois de 

traitement. Cette divergence de résultat peut s’expliquer par la méthodologie utilisée pour 

arriver à ces conclusions. Lors de l’étude de 2012, l’équipe d’Ehrenstein a effectué une étude 

transversale. Il a comparé des patients PR traités avec de l’adalimumab avec des patients 

traités avec de l’etanercept. Dans notre étude, nous avons utilisé une approche longitudinale 

où chaque patient est son propre contrôle. Cette méthode a permis de prendre en compte la 

variabilité inter-individuelle. Il n’est pas à exclure que les patients traités par adalimumab de 

l’étude d’Ehrenstein, présentaient un pourcentage de Treg supérieur à celui des patients 

traités par etanercept avant le début du traitement, empêchant ainsi de mettre en évidence 

une augmentation des Treg chez les patients traités par etanercept. L’autre message de 

cette étude de 2012, était que les Treg produisaient de l’IL-17 en condition inflammatoire et 

que cette production pouvait être diminuée par un traitement avec de l’adalimumab. 

Comme discuté précédemment, les Th17 et les Treg sont en partie gouvernés par la balance 

STAT5/STAT3. De plus, l’expression du TNFR2 a été montré comme augmentant l’expression 

de STAT5 (Laurence et al., 2007; Miller et al., 2015). Nous pouvons donc penser que 

l’augmentation de la fréquence des Treg exprimant le TNFR2 que nous observons pourrait 



159 
 

favoriser l’expression de STAT5 et être responsable de la diminution de la sécrétion de l’IL-17 

par les Treg. Cependant, reste à savoir comment les anti-TNFα augmentent la fréquence des 

Treg TNFR2+. 

 Une partie de la réponse à cette question a été donné en 2016 par une nouvelle 

étude d’Ehrenstein. Il a mis en évidence qu’in vitro l’adalimumab augmentait la fréquence 

des Treg dans des cultures de PBMC, contrairement à l’etanercept (Nguyen and Ehrenstein, 

2016). Selon cette étude, l’adalimumab se fixerait au TNFα membranaire des monocytes, 

entrainant une augmentation de l’expression de ce dernier. Ces monocytes exprimant 

fortement le TNFα membranaire pourraient interagir avec le TNFR2 présent à la surface des 

Treg et ainsi conduire à leur expansion. Ce mécanisme expliquerait pourquoi nous observons 

une augmentation des Treg TNFR2+ au cours de traitement faisant intervenir des anticorps 

anti-TNFα monoclonaux. Cependant, nous observons aussi une augmentation de la 

fréquence des Treg en cas de traitement avec l’etanercept contrairement à Ehrenstein. Il est 

possible que les anti-TNFα n’aient pas un seul mode d’action, même si le mécanisme 

précédent est le seul décrit à l’heure actuelle. Un mécanisme que nous pouvons proposer 

quant à l’action de l’etanercept pour augmenter les Treg TNFR2+ est en lien direct avec la 

concentration plasmatique, tissulaire ou articulaire de TNFα. Nous suggérons que 

l’etanercept pourrait principalement neutraliser le TNFα soluble présent dans la PR (Barrera 

et al., 1993). Cela permettrait de diminuer l’activation de la signalisation du TNFR1 puisque 

ce dernier est majoritairement activé par le TNFα soluble. Cette diminution de la 

disponibilité du TNFα soluble favoriserait la fixation du TNFα membranaire sur le TNFR2 des 

Treg et, comme dans le modèle précédemment décrit, permettrait l’expansion des Treg. Ce 

mécanisme pourrait ainsi expliquer pourquoi nous observons une augmentation des Treg 

TNFR2+ chez des patients PR lorsqu’ils sont traités avec de l’etanercept. Cette étude ainsi 

que nos résultats montrent que les anti-TNFα n’ont pas comme seul rôle d’inhiber le TNFα 

mais peuvent aussi moduler le phénotype et l’action des cellules immunitaires et 

particulièrement celui des Treg. De plus, il semblerait que les mécanismes d’action varient 

selon le type d’anti-TNFα. Si, dans la même pathologie les anti-TNFα agissent de manière 

différente, nous pouvons nous poser la question du mode d’action des anti-TNFα dans des 

pathologies inflammatoires autres que la PR. 
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 Au cours de nos études, nous avons pu suivre l’évolution des populations de Treg et 

de Treg TNFR2+ chez des patients PR traités avec des anti-IL6R ou chez des patients SPA 

traités par anti-TNFα. Nous n’avons pas observé d’augmentation des Treg TNFR2+ dans ces 

deux groupes de patients. Cela indique que l’effet des anti-TNFα sur les Treg TNFR2+ semble 

spécifique des anti-TNFα dans le traitement de la PR, et que ces traitements n’agissent pas 

de la même manière en fonction de la pathologie. Concernant l’action des anti-IL-6R dans le 

traitement de la PR, notre équipe avait déjà montré que cette molécule entrainait une 

augmentation de la fréquence des Treg CD39+ dans le sang de patients PR après 3 mois 

(Thiolat et al., 2014). Nous confirmons ces résultats sur notre groupe de patients indiquant 

ainsi un rôle des anti-IL6R dans l’augmentation des Treg CD39+ dans le traitement de la PR 

(résultats non montrés). 

 Actuellement, aucune étude n’avait encore été effectuée sur l’impact des anti-TNFα 

sur les Treg et les Treg TNFR2+ dans le traitement de la SPA. Nous avons pu montrer que les 

anti-TNFα n’entrainaient ni une augmentation des Treg (même si une tendance à 

l’augmentation est observée) ni des Treg TNFR2+ après trois mois de traitement. Un des 

paramètres qui pourrait expliquer l’absence d’augmentation des Treg TNFR2+ est le niveau 

élevé de Treg TNFR2+ déjà présent avant le début du traitement chez les patients SPA. Nous 

avons en effet observé que la fréquence de ces Treg dans le sang des patients SPA était 

significativement plus élevée avant le traitement que chez les patients PR (résultats non 

montrés). Ceci nous suggère que, les anti-TNFα dans le cadre du traitement de la PR 

permettraient de restaurer un niveau de Treg TNFR2+ comparable à celui mis en place lors 

d’une inflammation. 

 L’ensemble de nos résultats ainsi que les travaux déjà publiés, nous indiquent que les 

Treg TNFR2+ sont des acteurs essentiels de la régulation de l’inflammation dans la PR. La 

présence du TNFR2 à la surface des Treg permettrait d’augmenter la prolifération de ces 

derniers. L’activation de cette voie de signalisation semble donc une cible de choix dans le 

traitement de la PR. Il est cependant à noter que le TNFR2 peut aussi permettre au Teff de 

proliférer favorisant ainsi l’inflammation (Chen et al., 2016b). Cette étude de 2016 a montré 

que l’absence de TNFR2 chez la souris entrainait une diminution de la prolifération des Teff 

dans un modèle de colite. Ces Teff produisent moins d’IFNγ et prolifèrent moins après une 

stimulation TCR. Ces résultats mettent en évidence un rôle pro-inflammatoire du TNFR2. Il 
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reste donc à savoir si l’utilisation d’agoniste du TNFR2 aura globalement un effet plus anti-

inflammatoire que pro-inflammatoire. Un début de réponse a été apporté tout récemment, 

puisqu’en janvier 2018, deux équipes ont montré que l’activation du TNFR2 par un anticorps 

agoniste diminuait les paramètres cliniques et histologiques  dans l’arthrite expérimentale 

au collagène (Fischer et al.; Lamontain et al., 2018). Ces études portent à croire que 

l’activation du TNFR2 favoriserait la réponse anti-inflammatoire comme nous le suggérions 

tout au long de notre étude. 

Notions Littérature Thèse 

La signalisation TNFα-TNFR2 induit une 

augmentation de la stabilité de FoxP3 

(Chen et al., 2013; Okubo et al., 2013) Page 133 

La signalisation TNFα-TNFR2 induit une 

augmentation de la prolifération des Treg 

(Chen et al., 2013) Page 133 

La signalisation TNFα-TNFR2 induit une 

augmentation de l’expression du CD25 

 Page 133 

Les Treg TNFR2+ présentent un fort 

potentiel immunosuppresseur 

(Chen et al., 2008)  

Le TSDR de FoxP3 est hyperméthylé dans 

les Teff et hypomthylé dans les Treg 

(Toker et al., 2013) Page 134 

L’expression du TNFR2 à la surface des 

Treg favorise la déméthylation du TSDR de 

FoxP3 

 Page 134 

Les anti-TNFα restaurent les capacités 

suppressives des Treg chez les patients PR 

(Ehrenstein et al., 2004) 

 

 

La fréquence des Treg est plus importante 

chez les patients PR traités par infliximab  

que chez des donneurs sains ou des 

patients présentant une PR ative 

(Nadkarni et al., 2007)  

L’adalimumab induit une augmentation de 

la fréquence des Treg dans les PBMC de 

patients PR in vitro contrairement à 

l’etanercept 

(Nguyen and Ehrenstein, 2016)  

L’adalimumab augmente l’activation du 

TNFR2 à la surface des Treg via le TNFα 

membraire des monocytes 

(Nguyen and Ehrenstein, 2016)  

Les anti-TNFα, y compris l’etanercept, 

induisent une augmentation des Treg et 

des Treg TNFR2+ au cours du traitement 

chez les patients PR (étude longitudinale) 

 Page 135 

Tableau 5 : Synthèse des travaux étudiant le rôle de la signalisation TNFα-TNFR2 sur les Treg  
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L’hypothèse principale de mon travail était que les Treg TNFR2+ pouvaient avoir un rôle 

important dans le contrôle de l’inflammation lorsque cette dernière est dépendante du 

TNFα. Durant cette thèse, je me suis employé à disséquer l’action du TNFα sur les Treg in 

vitro afin de mieux comprendre le comportement de ces cellules en condition inflammatoire. 

Par la suite, j’ai étudié le rôle du TNFR2 au cours de l’inflammation dépendante du TNFα par 

l’intermédiaire de deux modèles expérimentaux que sont l’arthrite DTHA et le psoriasis 

induit par l’imiquimod. Cela m’a permis de mieux comprendre l’influence que peux avoir ce 

récepteur sur les Treg in vivo et en condition inflammatoire. Pour terminer, j’ai étudié les 

effets des traitements anti-TNFα, dans la polyarthrite rhumatoïde, sur les Treg TNFR2+. 

 Nous avons pu mettre en évidence que l’expression du TNFR2 à la surface des Treg 

était primordial pour la stabilité des Treg en agissant sur la méthylation du TSDR et donc sur 

la stabilité de l’expression de FoxP3. Par la suite, grâce à nos deux modèles expérimentaux 

nous avons démontré l’importance capitale des Treg TNFR2+ dans le contrôle de 

l’inflammation dépendante du TNFα. Enfin, le travail effectué sur le sang de patients PR a 

permis de mettre en évidence le rôle important des Treg TNFR2+ dans l’efficacité des 

traitements anti-TNFα dans la PR. Pour conclure, l’ensemble de notre étude a mis en lumière 

le rôle majeur des Treg TNFR2+ dans le contrôle de l’inflammation dépendante du TNFα. 
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La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie inflammatoire chronique d’étiologie inconnue. L’inflammation 

présente dans cette pathologie est fortement dépendante de la cytokine pro-inflammatoire qu’est le TNFα. 

Cette molécule possède deux récepteurs : le TNFR1 et le TNFR2. Le TNFR1 est un récepteur exprimé à la 

surface de toutes les cellules. L’activation de sa voie de signalisation déclenche la mort cellulaire et elle est 

souvent associée à des phénomènes inflammatoires. Le TNFR2, quant à lui, est exprimé à la surface des cellules 

immunitaires, des cellules endothéliales et des cellules neuronales. L’activation de la signalisation du TNFR2 

conduit à la survie et à la prolifération cellulaire. Le TNFR2 est de plus, associé à des mécanismes anti-

inflammatoires. Les lymphocytes T régulateurs (Treg), cellules clé dans le contrôle de la réponse immunitaire, 

sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription Forkhead box P3 (FoxP3) et sont défectueux chez 

des patients atteints de PR. Ces cellules expriment les deux récepteurs du TNFα et sont capables d’inhiber 

l’action des cellules inflammatoires et particulièrement des T effecteurs par différents mécanismes 

d’immunosuppression. Les Treg exprimant le TNFR2 représentent la population la plus immunosuppressive 

actuellement recensée. L’objectif de notre travail a été de mieux comprendre le rôle des Treg exprimant le 

TNFR2 dans le contrôle de l’inflammation dépendante du TNFα. Tout d’abord, nous avons montré que la 

signalisation TNFα-TNFR2 sur les Treg augmentait le maintien de l’expression de FoxP3 ainsi que la prolifération 

de ces cellules. L’expression du TNFR2 est en outre liée à une stabilité accrue de ces cellules. Ces résultats 

peuvent expliquer le rôle important que pourraient jouer les Treg TNFR2
+
 dans le contrôle de l’inflammation 

dépendante du TNFα. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons démontré, dans deux modèles 

expérimentaux d’inflammation dépendants du TNFα (arthrite et psoriasis), que les Treg TNFR2
+
 jouaient un rôle 

prépondérant dans le contrôle de l’inflammation. Enfin, des expériences effectuées chez des patients atteints 

de PR ont mis en évidence que les traitements anti-TNFα conduisaient à une augmentation de la fréquence des 

Treg TNFR2
+
 circulants chez des patients répondeurs. En démontrant le rôle prépondérant des Treg TNFR2

+
 

dans la résolution de l’inflammation, ce travail ouvre la voie vers l’élaboration de thérapies ciblant le système 

TNFα/TNFR plus spécifiques pour le traitement de la PR et d’autres pathologies dépendantes du TNF. 

Role of TNFR2 on Tregs in TNF-α-mediated inflammation  

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease with unknown etiology. In this pathology, 

inflammation is mainly dependent on the pro-inflammatory cytokine TNFα. This molecule acts through two 

receptors: TNFR1 and TNFR2. TNFR1 is expressed on almost all cell types. Activation of this pathway mainly 

leads to cell death and is often associated with pro-inflammatory response. In contrast, TNFR2 is expressed on 

immune, epithelial and neuronal cells. Activation of TNFR2 signaling triggers cellular survival and cell 

proliferation. Furthermore, TNFR2 pathway is associated with anti-inflammatory mechanisms. Regulatory T 

cells (Treg) play a pivotal role in the control of inflammation and are defective in RA. They are characterized by 

the expression of transcriptional factor Forkhead box P3 (FoxP3). Tregs express both TNFα receptors and are 

able to inhibit inflammatory cells, specifically effector T cells using various immunosuppressive mechanisms. 

Treg expressing TNFR2 have been identified as the most suppressive Treg population. The aim of this study was 

to elucidate the role of TNFR2
+
 Tregs in TNFα mediated - inflammation by. Firstly, we have shown that TNFα-

TNFR2 signaling on Tregs increased their proliferation and helped to maintain FoxP3 expression. Moreover, 

TNFR2 expression was associated with increased Treg stability. These results could explain the potential role of 

TNFR2
+
 Tregs in control of TNFα mediated - inflammation. To confirm this hypothesis, we demonstrated, in two 

models of inflammation mediated by TNFα (arthritis and psoriasis), that TNFR2
+
 Tregs play a major role in the 

control of inflammation. Finally, our experiments in RA patients highlighted that anti-TNFα treatments 

increased circulating TNFR2
+
 Treg frequency in responder RA patients. By demonstrating the major role of 

TNFR2
+
 Tregs in resolution of inflammation, our work paves the way for therapies targeting more specifically 

TNFα/TNFR system to cure RA and others TNFα - mediated pathologies. 
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