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

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

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

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

Perspectives

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

La connaissance approfondie des lym-
phocytes T CD4* auto-réactifs dans
I’hépatite auto-immune permet d’ou-
vrir deux voies majeures d’amélioration
de la prise en charge des patients : le
développement d’outils de prédiction
clinique fondés sur la détection de ces
cellules dans le sang des patients, et
la mise au point d’approches thérapeu-
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Microvésicules de globules
rouges et vasospasmes
artériels dans les syndromes
myéloprolifératifs avec
mutation JAK2V617F
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> Les syndromes myéloprolifératifs sans
le remaniement chromosomique condui-
sant au gene de fusion oncogénique
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Ber/Abl (« Ber/Abl négatifs ») sont des
maladies clonales touchant les cel-
lules souches hématopoiétiques. Ces

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

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

Dans la majorité des cas, elles sont
dues a la présence, dans les cellules
myéloides progénitrices, de la muta-
tion Val617Phe dans la protéine Janus
kinase 2! (JAK2Y81'F) [1]. La présence
de cette mutation a aussi été décrite
dans les cellules endothéliales hépa-
tiques et spléniques de patients atteints
d’un syndrome myéloprolifératif avec
thromboses splanchniques [2] et dans
les cellules souches endothéliales circu-
lantes [3].

Les accidents cardio-vasculaires sont
la premiere cause de morbidité et de
mortalité chez les patients atteints
d’un syndrome myéloprolifératif, et ils
révelent la maladie chez environ 30 %
d’entre eux [1]. Les accidents artériels
représentent 60 a 70 % de ces éve-
nements [1], et peuvent survenir en
I’absence de Iésion d’athérosclérose.
Ainsi, aucune sténose coronarienne
significative n’est mise en évidence chez
21 % des patients atteints d’infarc-
tus du myocarde dans un contexte de
syndrome myéloprolifératif [4], tandis
que cette proportion n’est que de 3%
des cas d’infarctus en I"absence de syn-
drome myéloprolifératif [5]. Ce constat
a incité la société européenne de car-
diologie a recommander la recherche
d’un syndrome myéloprolifératif en cas
d’infarctus du myocarde sans coronaro-
pathie obstructive. Le lien entre I'infarc-
tus du myocarde sans coronaropathie

! La Janus kinase 2 est une tyrosine kinase impliquée dans
plusieurs voies de signalisation, responsables notamment de
la survie et de la prolifération cellulaires.
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obstructive et les syndromes myélo-
prolifératifs est mal compris, mais un
phénoméne vasoactif (vasoconstriction
locale intense) peut étre suspecté [6].

Nous avons cherché a déterminer les
conséquences de la mutation JAK2'6!TF
sur la réactivité artérielle [7]. Dans
un premier temps, nous avons étudié
la réponse artérielle vasoactive dans
un modele murin de syndrome myé-
loprolifératif humain. Ces souris pré-
sentent la mutation JAK2Y61F dans leurs
cellules hématopoiétiques et endo-
théliales (souris HC-€C Jak2'617F) et
développent un syndrome myélopro-
lifératif avec une augmentation de la
taille de la rate, un taux élevé d’hémo-
globine, de plaquettes, mais aussi de
globules blancs. Nous avons observé
(dans I’aorte ex vivo et dans les artéres
fémorales in vivo) que les arteres des
souris HC-£C Jak2"6'7F présentaient une
contraction exagérée (hypercontrac-
tilité) en réponse a différents agents
vasoconstricteurs. De plus, I"ablation
de I’endothélium de I’aorte chez ces
souris supprimait I"hypercontractilité
[7]. Ainsi, la mutation JAK2V617F dans les
cellules endothéliales et hématopoié-
tiques augmente fortement la réponse
artérielle aux agents vasoconstricteurs,
d’une maniére dépendante de I’endo-
thélium vasculaire. Pour déterminer si
cette hypercontractilité artérielle était
due a la présence de JAK2V6LTF dans
les cellules endothéliales ou dans les
cellules hématopoiétiques, nous avons
tout d’abord généré des souris mutantes
exprimant JAK2Y6''F uniquement dans

Figure 1. Role des microvésicules de globules
rouges exprimant la protéine JAK2 avec la
mutation Val617Phe (JAK2V617F) dans les
vasospasmes artériels. Les microvésicules, qui
contiennent un excés de myéloperoxydase,
peuvent fusionner avec les cellules endo-
théliales artérielles. Cela entrafne un stress
oxydant dans ces cellules et une augmenta-
tion de la contraction de la paroi des artéres
(vasospasme). Les antioxydants, tels que la
simvastatine ou la N-acétyl-cystéine, amé-

liorent ce dysfonctionnement artériel.

les cellules endothéliales (souris €C
Jak2"817F) Aucune différence de réponse
artérielle aux agents vasoconstricteurs
entre ces souris et les souris témoins n’a
été observée. Nous avons ensuite généré
des souris exprimant JAK2Y617F
ment dans les cellules hématopoié-
tiques, en transplantant de la moelle
osseuse des souris HC-€C Jak2"617F chez
des souris de génotype « sauvage ». Ces
souris ont alors développé un syndrome
myéloprolifératif et présentaient une

unique-

réponse artérielle accrue aux agents
vasoconstricteurs [7]. Ces résultats
ont donc démontré que la présence de
la mutation JAK2Y6'F dans les cellules
hématopoiétiques, et non dans les cel-
lules endothéliales, est responsable de
I’hypercontractilité artérielle.

Nous avons ensuite cherché a iden-
tifier les médiateurs responsables de
cette hypercontractilité. Des micrové-
sicules circulantes, de diamétre compris
entre 0,1 et 1 pm, sont produites par
les cellules du sang a la suite de diffé-
rents stimulus. Ces vésicules extracel-
lulaires sont des vecteurs d’information
biologique et participent a la communi-
cation intercellulaire. €lles contribuent
au dysfonctionnement vasculaire dans
plusieurs maladies [8]. Nous avons
donc incubé ex vivo des aortes de souris
C57BL/6 de génotype « sauvage » avec
des microvésicules provenant du plasma
de patients porteurs de la mutation
JAK2V81TF dans leurs cellules hémato-
poiétiques. Nous avons alors découvert
que la présence de ces microvésicules
était capable de reproduire la réponse



artérielle accrue aux agents vasocons-
tricteurs précédemment observée chez
les souris HC-€C Jak2"81F. Nous avons
montré que seules les microvésicules de
globules rouges contenant la protéine
mutée JAK2V6LTF reproduisaient cette
réponse. Les microvésicules provenant
de plaquettes, de granulocytes neu-
trophiles et de cellules mononucléées
n’avaient en revanche aucun effet [7].

Enfin, nous nous sommes intéressés au
message transmis aux cellules endo-
théliales par ces microvésicules de glo-
bules rouges. Nous avons montré que
I’augmentation de la contraction arté-
rielle observée chez les souris HC-€EC
Jak2Y6lTF résulte d’une inhibition de la
voie de synthése du monoxyde d’azote
(NO) dans les cellules endothéliales.
Nous avons également évalué la produc-
tion d’especes réactives de "oxygene,
connues pour inhiber I'activité de la
NO synthase endothéliale et réduire la
biodisponibilité du NO [9]. Nous avons
observé que 'endothélium de "aorte des
souris HC-EC Jak2"817F qinsi que celui
des aortes incubées avec des micro-
vésicules de globules rouges JAK2'6!7F
produisaient plus d’especes réactives de
I’oxygéne que I’endothélium de Iaorte
des souris témoins. De plus, le traite-
ment des souris HC-€C Jak2Vé17F
un antioxydant, la N-acétyl-cystéine,
normalisait la contraction artérielle en

avec

réponse aux agents vasoconstricteurs
[7]. Pour identifier le médiateur respon-
sable de cette augmentation du stress
oxydant dans les cellules endothéliales,
nous avons réalisé une analyse protéo-
mique des microvésicules de globules
rouges. Toutes les protéines impliquées
dans la production des especes réac-
tives de I’oxygéne ont été analysées, et
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nous avons trouvé que la quantité de
myéloperoxydase était beaucoup plus
élevée dans les microvésicules de glo-
bules rouges JAK2Y81F que dans celles de
globules rouges témoins. L'implication
de cette enzyme dans le stress oxydant
endothélial a été confirmée en I’inhi-
bant dans les microvésicules de globules
rouges JAK2'617F: Pincubation des cel-
lules endothéliales avec ces microvési-
cules n’a pas entrainé d’augmentation
de la production d’espéces réactives de
’oxygene [7].

€n raison de I'implication du stress oxy-
dant dans I’hypercontractilité artérielle,
nous avons alors étudié I"effet d’un
traitement par la simvastatine, car ce
médicament, qui est utilisé contre I’hy-
percholestérolémie, améliore également
la fonction endothéliale en augmentant
la production de NO et sa biodisponibi-
lité, et prévient les dommages causés
par le stress oxydant [10]. Chez les sou-
ris HC-€C Jak2Y617F e traitement par la
simvastatine pendant 14 jours a consi-
dérablement diminué la réponse arté-
rielle aux agents vasoconstricteurs [7].
€n conclusion, nous avons montré que
les microvésicules dérivées de globules
rouges JAK2'617F sont responsables d’une
contraction artérielle accrue dans les
syndromes myéloprolifératifs. Cet effet
est di a la myéloperoxidase contenue
dans ces microvésicules, qui provoque
un stress oxydant dans les cellules
endothéliales en augmentant la produc-
tion d’especes réactives de I’oxygéne
(Figure 1). La simvastatine apparaft
comme une nouvelle approche thérapeu-
tique prometteuse, justifiant des études
complémentaires, pour prévenir les
événements artériels indésirables dans
les syndromes myéloprolifératifs avec
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mutation JAK2Y61F. Alors que jusqu’a
maintenant, ces accidents vasculaires
n’étaient considérés que comme le
résultat de processus thrombotiques,
notre démonstration du role de la
contraction artérielle dans la survenue
de ces accidents ouvre de nouvelles
perspectives pour la prise en charge de
ces patients. ¢

Microvesicles derived from JAK2Vé17F
erythrocytes induce arterial spasms in
myeloproliferative neoplasm
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