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A Monsieur le Professeur Jean-Gabriel Fuzibet,

Monsieur et Cher Maitre,
Merci de me faire 'honneur de présider ce jury.

Je tiens particulierement a vous remercier pour le soutien indéfectible que
vous m’avez apporté tout au long de mon internat. Vous avez toujours été
disponible a mon égard et j'ai trouvé en vous les encouragements et les
conseils dont javais besoin. Vous m’avez transmis durant toutes ces
années votre savoir et votre passion pour la Médecine Interne, et m'avez
permis de découvrir et de me passionner pour cette belle spécialité. Je
vous remercie d’avoir toujours cru en moi, de m’avoir guidée pas a pas et
soutenue de maniere inconditionnelle dans mes choix et mes projets. Je

vous en suis infiniment reconnaissante.

A Monsieur le Professeur Eric Rosenthal,
Monsieur et Cher Maitre,
Merci d’avoir accepté de faire partie de ce jury.

Je souhaite sincérement vous remercier pour m’avoir accompagneée et
soutenue durant toutes mes années d’internat. Vous m’avez transmis avec
enthousiasme votre expérience et votre passion pour la Médecine Interne.
Merci pour la disponibilité dont vous avez fait toujours preuve a mon égard,
mais aussi pour votre appui tout au long de mon parcours. Merci surtout de
votre grande implication et votre soutien sans faille dans I'organisation de
mon séjour dans le Zabludowicz Center for Autoimmune Diseases. Cette
expérience unique n’aurait pu voir le jour sans vous. Ce travail vous doit

énormément et je vous en suis extrémement reconnaissante.



To Professeur Jean-Gabriel Fuzibet,

Dear Sir and Master,

Thank you to do me the honor to chair this jury.

| especially want to thank you for the continuing support you have given me
throughout my internship. You have always been available to me and |
found in you the encouragement and guidance | needed. During all these
years you transmitted me your knowledge and your passion for Internal
Medicine and you allowed me to discover and to be passionate about this
great speciality. Thank you for always believing in me, for having guided
me step by step and for unconditionally supporting me in my choices and

my projects. | am infinitely grateful.

To Professeur Eric Rosenthal,

Dear Sir and Master,

Thank you for agreeing to be part of this jury.

| sincerely want to thank you for having accompanied and supported me in
all my years of internship. You transmitted to me with enthusiasm your
experience and passion for Internal Medicine. Thank you for the availability
you have always shown towards me, but also for your support throughout
my career. Thank you especially for your involvement and your continued
support in organizing my stay in the Zabludowicz Center for Autoimmune
Diseases. This unique experience could not have happened without you.

This work immensely owe to you and | am extremely grateful.



A Monsieur le Professeur Thierry Passeron,
Monsieur et Cher Maitre,
Merci d’avoir accepté de faire partie de ce jury.

Vous étes de ces rares personnes que jai rencontrées et qui m’ont
profondément marquées dans mon parcours. J'ai eu la grande chance et
I’honneur de pouvoir travailler a vos cotés il y a maintenant quatre ans, et
jai été marquée et impressionnée par quelqu’'un de passionné, curieux de
tout en médecine bien au-dela de sa spécialité, conjuguant avec
enthousiasme la recherche fondamentale et la médecine clinique. Je vous
remercie de m’avoir fait partager cette passion ainsi que d’avoir toujours
été disponible pour de précieux conseils. J'espére que dans le futur j'aurai

la chance de travailler avec vous sur des projets communs.

A Monsieur le Professeur Yehuda Shoenfeld,
Monsieur et Cher Maitre,
Merci d’avoir accepté de diriger cette thése.

Je vous remercie de I'honneur immense que vous m’avez fait m’accueillant
avec tant de chaleur et de gentillesse dans votre Centre. Cela a été pour
moi une expérience unique et inoubliable. Je vous remercie de m’avoir fait
découvrir avec autant d’enthousiasme votre pays et votre culture que votre
passion pour la médecine. Merci d’avoir partagé avec moi votre savoir et
votre inépuisable désir d’apprendre. Merci pour vos encouragements qui
m’ont portée tout au long de ces six mois et des opportunités que vous
m’avez offertes. Pour tout cela je vous remercie du fond du cceur, et

jespére que nous travaillerons encore de nombreuses années ensemble.



To Professeur Thierry Passeron,

Dear Sir and Master,

Thank you for agreeing to be part of this jury.

You are one of those few people | have met who have deeply influenced
me in my career. | had the great opportunity and honor to work with you
there four years ago, and | was marked and impressed by someone
passionate, curious about everything in medicine well beyond its specialty,
combining enthusiastically basic research with clinical medicine. | want to
thank you for sharing this passion with me and for always being available
for advice. | hope that in the future | will have the chance to work with you

on joint projects.

To Professeur Yehuda Shoenfeld,

Dear Sir and Master,

Thank you for agreeing to direct this thesis.

| want to thank you for the great honor you did to me in welcoming me with
such warmth and kindness in your Center. This was for me a unique and
unforgettable experience. Thank you for making me discover as
enthusiastically your country and your culture that your passion for
medicine. Thank you for sharing with me your knowledge and inexhaustible
desire to learn. Thank you for your encouragement that carried me
throughout these six months and the opportunities you have provided me.
For that | thank you from my heart, and | hope we still work together for

many years.



A Madame le Professeur Miri Blank,

Je souhaite vous remercier trés chaleureusement pour m’avoir donné la
chance et I'opportunité de rejoindre et de participer a ce projet expérimental
passionnant. Vous étes une personne exceptionnelle que je n’oublierai pas.
Je vous remercie de la grande patience et de la disponibilité dont vous
avez toujours fait preuve pour partager tout votre savoir, et prendre le
temps de discuter avec passion autant de la science que des feuilles
d’automne. J’ai été touchée par votre immense gentillesse et toutes vos
attentions dans ce quotidien de dur labeur. Aucun bureau ne sera jamais
aussi bien que celui que j'ai eu le bonheur d’avoir pendant six mois en face

du votre.



To Professeur Miri Blank,

| wish to thank you most warmly for giving me the chance and the
opportunity to join and participate in this exciting experimental project. You
are an exceptional person that | will not forget. Thank you for the great
patience and availability you have always been to share all your knowledge
and take the time to talk with passion, as much science as autumn leaves. |
was touched by your immense kindness and all your attention in this daily
hard work. No office will never be as well as the one | have had the

happiness to get six months in front of yours.
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A Pierre-Yves,

Mon amour, sans toi je ne serai pas celle que je suis aujourd’hui. Je te dois
tout et plus encore. Tu as toujours été la pour moi, tu as toujours cru en
moi. Tu m’as donné la force et I'énergie d’avancer dans chaque épreuve, et
tu as traversé avec moi les plus beaux comme les plus durs moments.
J’admire infiniment 'lhomme que jai découvert, le médecin exceptionnel
que tu es, ta passion pour la médecine que tu m’as transmise et que nous
partageons jour aprés jour. Tu m’as communiqué cette curiosité sans
cesse attisée, ce plaisir d’apprendre et de découvrir, cet amour de la
science et de la clinique qui te caractérisent et qui m’ont toujours

impressionnée en toi. Tu es toute ma vie. Je t'aime.

A mes parents,

Sans vous rien de tout cela n’aurait été possible. Je n’ai pas de mots
suffisamment forts pour remercier de tout ce que vous m’avez donné. Vous
m’avez portée avec force et amour tout au long de ma vie et de mes
études, m’avez soutenue et accompagnée dans chacun de mes choix sans
jamais douter en me donnant toujours toute votre confiance. Vous avez su
étre la a chaque instant pour m’aider a avancer dans les moments les plus

difficiles, toujours avec un amour infini. Je vous aime plus que tout.

A mes fréres,

Vous avez toujours été la pour moi, pour veiller sur moi et m'encourager de
tout votre coeur dans tous les moments importants de ma vie. Vous étes les
freres les plus merveilleux dont on puisse réver, vous étes une partie de

moi, je vous aime.

A toute ma famille,

Merci de votre soutien et d’avoir toujours cru en moi. Merci a mes grand-
meéres d’avoir toujours été si fieres de moi. Je dédie ce travail a mes grand-

peres adorés qui nous ont quittés, et seront toujours dans mon ceeur.
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To Pierre-Yves,

My love, without you | would not be who | am today. | owe you everything
and more. You have always been there for me, you always believed in me.
You gave me the strength and energy to move forward in every hardship,
and you've been through with me the most beautiful as the hardest
moments. | greatly admire the man | have discovered, the exceptional
doctor that you are, your passion for medicine that you transmitted me and
that we share every day. You have given me this curiosity constantly
heightened, this love of learning and discovering, love of science and
clinical medicine that characterize you and have always impressed me in

you. You are all my life. | love you.

To my parents,

Without you none of this would have been possible. | do not have words
strong enough to thank you for all that you gave me. You carried me with
strenght and love throughout my life and my studies, supported me in all
my choices and my projects without doubt always giving me all your trust.
You were present at every moment to help me move forward even in

harder moments, always with infinite love. | love you more than anything.

To my brothers,

You have always been there for me, watch over me and encourage me with
all your heart in all the important moments of my life. You are the most

wonderful brother anyone could ask for, you're a part of me, | love you.

To all my family,

Thank you for your support and for always believing in me. Thank you to
my grandmothers have always been so proud of me. | dedicate this work to

my beloved grandfathers who have left us, and will always be in my heart.
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A Pierre et Josie,

Vous m’avez ouvert les bras et accueillie comme votre fille. Merci de tout
I'amour et toute la tendresse que vous me donnez, merci de votre soutien
et d’étre présents dans les tous les instants importants de notre vie. Vous

étes une seconde famille pour moi. Je vous remercie de tout mon cceur.

A mes amis,

Laure, merci d’étre un rayon de soleil et de toujours me faire rire et me
soutenir lorsque j'en ai besoin.

Maria, Giorgia, Gali, Dana, Nina, Tomer, Zipi, Sara, Boris, Smada, Nancy
Pnina, ltzik, et tous les autres, merci d’avoir partagé tous les beaux
moments de cette expérience israélienne. Merci d’avoir été la pour moi
lorsque j'en avais besoin. J'espére que la vie nous réunira a nouveau.
Maria, tu es une fille extraordinaire de courage et de volonté. Merci de ton
immense gentillesse et ta générosité, et d’'avoir été la a chaque instant.
J’espére qu’un jour tu viendra chez moi te remémorer le frangais !

Giorgia, merci pour ta bonne humeur, ta joie de vivre pendant ces quelques
mois que j’ai eu la chance de partager en coloc avec toi.

Tomer, ton sourire et ta gentillesse infinie ont éclairé nos dures journées !
Dana, malgré le peu de fois ou tu as réussi a me sortir le nez de mes
papiers, jai été heureuse d’avoir la chance de rencontrer une personne
aussi gentille et généreuse, et j'espéere de tout mon cceur que nos chemins
se croiseront a nouveau.

Nadia, Caroline, Flo, Mag, Jo, et pardon pour tous ceux que je vais oublier
de citer. Merci pour tous les beaux moments partagés pendant toutes nos
années d’études, des rires au larmes, merci pour vos encouragements et
votre écoute.

Domi, Isabelle, merci de tout mon cceur pour votre douceur et votre

gentillesse.
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To Pierre and Josie,

You have welcomed me as your daughter. Thank you for all the love and
tenderness you give me thank you for your support and be present in all the
important moment of our lifes. You are a second family to me. Thank you

with all my heart.

To my friends,

Laure, thank you for being a ray of sunshine and always make me laugh
and support me when | need it.

Maria Giorgia, Gali, Dana, Nina, Tomer, Zipi, Sara, Boris, Smada, Nancy,
Pnina, Itzik, and all the other, thank you for sharing all the beautiful
moments of this Israeli experience. Thank you for being there for me when |
needed it. | hope that life will bring us together again.

Maria, you're a wonderful girl full of courage and will. Thank you for your
great kindness and generosity, and for being there every moment. | hope
someday you will come to my home to remember the French!

Giorgia, thank you for your good mood, your joy of living during those few
months I've had the chance to share in roommate with you.
Tomer, your smile and your infinite kindness have illuminated our hard
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RESUME

Contexte: Dans les zones ou les helminthiases sont communes, les
maladies auto-immunes sont rares. Cette observation a donné lieu a
I'Hypothése de I'Hygiéne, affirmant que certains agents infectieux incluant
les helminthes exercent des effets immunomodulateurs protecteurs.
L’utilisation de traitements dérivés des helminthes a permis une
amélioration clinique et immunologique dans des modeéles expérimentaux
et des études cliniques de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin,
de sclérose en plaques, de polyarthrite rhumatoide et de diabéte de type-1.
La phosphorylcholine (PC) est I'un des produits d’helminthes a l'origine de
leurs propriétés tolérogénes. Nous avons étudié le potentiel thérapeutique
du composé tuftsin-PC (TPC) dans un modéle expérimental murin de
lupus.

Méthodes: Les souris prédisposées au lupus NZBxW/F1 ont recu par voie
sous-cutanée le TPC (5ug/1ml) trois fois par semaine a partir de I'dge de
14 semaines. Les auto-anticorps ont été testés par ELISA, les lymphocytes
T-régulateurs par FACS, les cytokines par RT-PCR et par ELISA DuoSet.
La glomérulonéphrite a été évaluée par la présence d’'une protéinurie, par
étude histologique des reins avec coloration PAS, et par la recherche de
dépbts d'immunoglobulines dans le mésangium par immunofluorescence.
Résultats: Le TPC a atténué le développement de la glomérulonéphrite
chez les souris lupiques, comme en témoigne la diminution de la
protéinurie, la réduction des lésions histologiques rénales et des dépbts
d’immunoglobulines dans le mésangium. Par ailleurs, le TPC a permis
d’augmenter la sécrétion de TGF-B et d'IL-10 et d’inhiber la production
d'IFN-y et d'IL-17. Une amélioration significative des taux de lymphocytes
T-régulateurs CD4+CD25+FOXP3+ a été documentée.

Conclusion: Le TPC a montré son efficacité en freinant le développement
du lupus dans un modeéle expérimental murin. Cet effet est lié a une
modulation de la réponse immune conduisant a une baisse des cytokines
pro-inflammatoires et a une hausse des cytokines anti-inflammatoires ainsi
que des lymphocytes T-régulateurs. Nos résultats proposent une nouvelle

forme d’immunothérapie pour les patients lupiques.
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ABSTRACT

Background: In areas where helminthic infections are common,
autoimmune diseases are rare. This observation gave rise to the so called
Hygiene Hypothesis, claiming that some infectious agent including
helminthes exhibit immunoregulatory protective effects. Treatment with
helminthes derivatives improved clinical and immunological findings of
inflammatory bowel disease, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis and
type-1 diabetes both in human and animal models. Phosphorylcholine (PC)
is one of the helminth products responsible for their tolerogenic properties.
We aimed to investigate the therapeutic potential of tuftsin-PC (TPC)
compound in an experimental mouse model of lupus.

Methods: NZBxW/F1 lupus prone mice received subcutaneously TPC
(5ug/1ml) three times a week starting at 14 weeks age. Autoantibodies
were tested by ELISA, T-regulatory-cells by FACS, cytokines by RT-PCR
and by ELISA duoset. Glomerulonephritis was addressed by the presence
of proteinuria, histological analysis of kidneys with PAS staining and search
for immunoglobulin deposition in the mesangium by immunofluorescence.
Results: TPC attenuated the development of glomerulonephritis in lupus
prone mice, as demonstrated by decreased proteinuria, reduced renal
histological lesions and immunoglobulin deposition in the mesangium. TPC
enhanced the secretion of TGF-f and IL-10 and inhibited IFN-y and IL-17
production. Significant enhancement of CD4+CD25+FOXP3+ T-regulatory
cells rates was documented.

Conclusion: TPC hampered lupus development in lupus prone mice. This
effect is related to an immune response modulation with decreased pro-
inflammatory cytokines and higher anti-inflammatory cytokines as well as T-
regulatory cells levels. Our results propose a new form of immunotherapy

for lupus patients.
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| - INTRODUCTION

1. Naissance de I’Hypothése de I’'Hygiéne

1.1 — L’épidémie des maladies inflammatoires chroniques

dans le monde occidental

Depuis plusieurs décennies, les pays occidentaux sont confrontés a une
incidence croissante des maladies auto-immunes (MAI) et allergiques (1—
6). Ainsi aux Etats-Unis, la prévalence de l'asthme chez les enfants a
augmenté de 38% entre 1980 et 2003. De méme, cette hausse a atteint
respectivement 56% et 59% chez les enfants écossais et australiens entre
1964 et 1990 (1). En ce qui concerne les MAI, l'incidence des maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) s’est majorée au cours des
50 derniéres années atteignant 8-14/100 000 personnes pour la rectocolite
hémorragique (RCH) et 6-15/100 000 personnes pour la maladie de Crohn
(MC) (4) . De méme, I'augmentation annuelle de l'incidence du diabete de
type-1 (DT1) variait de 2,9% a 5,4% par an selon les pays au cours de la
période 1989-2003 (3). En outre, le nombre de personnes vivant avec la
sclérose en plaques (SEP) dans le monde a grimpé de 2,1 millions en 2008
a 2,3 millions en 2013 (6). Ces quelques exemples illustrent le probleme
majeur de santé publique posé aujourd’hui par ce qui est désormais
considéré comme une épidémie de maladies inflammatoires chroniques

dans les pays industrialisés.
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| - INTRODUCTION

1. Birth of the Hygiene Hypothesis

1.1 — The epidemic of chronic inflammatory diseases

in the Western world

For several decades, Western countries are facing an increasing incidence
of allergic and autoimmune disorders (1-6). Thus in United States (US), the
prevalence of asthma in children has increased by 38% between 1980 and
2003. Similarly, this rise has reached 56% and 59% between 1964 and
1990 in Scottish and Australian children respectively (1). Regarding
autoimmune diseases, the incidence of inflammatory bowel disease (IBD)
has risen in the past 50 years up to 8-14/100,000 persons for ulcerative
colitis (UC) and 6-15/100,000 persons for Crohn’s disease (CD) (4).
Likewise, the annual increase of type-1 diabetes (T1D) ranged from 2.9%
to 5.4% per year according to the countries during the 1989-2003 period
(3). Also, the number of people living with multiple sclerosis (MS) worldwide
has climbed from 2.1 millions in 2008 to 2.3 millions in 2013 (6). Quoted
here are only few examples illustrating the major public health problem

posed nowadays by this epidemic.
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1.2 — Role des facteurs environnementaux

Les maladies immuno-médiées sont considérées comme étant le résultat
d'une intéraction complexe entre un terrain génétique prédisposant, une
dérégulation du systéme immunitaire et [Il'action de facteurs
environnementaux (7,8). Etant donné que la base génétique n'a pas subi
de changements majeurs en quelques décennies, les facteurs
environnementaux sont fortement soupgonnés d'étre responsables de la
hausse récente observée. En particulier, la carence en vitamine D (9), le
tabac (10), la pollution de I'air (11), les adjuvants (12) et I'obésité (13) ont
été incriminés dans la pathogenése et la hausse récente de prévalence des
MAI. Par ailleurs, les infections ont également largement été démontrées

comme jouant un réle crucial dans la survenue de I'auto-immunité (14).

1.3 — Infections et auto-immunité

La capacité des agents infectieux a moduler le systeme immunitaire est
depuis longtemps une énigme fascinante. Pendant prés d'un demi-siécle,
les infections ont été reconnues comme des facteurs déclenchant des
phénomeénes auto-immuns. Les agents viraux tels que le virus d'Epstein-
Barr (EBV), le cytomégalovirus (CMV) et le parvovirus B19, ainsi que de
nombreuses bactéries et parasites ont été associés a la présence d'une
grande variété d'auto-anticorps circulants et contribuent a la pathogenése
des MAI (14,15). Ainsi, les infections parasitaires peuvent promouvoir
l'auto-immunité par divers mécanismes, tels que le mimétisme moléculaire
d’épitopes parasitaires, la modification des antigénes de I'néte, 'activation
et l'expansion de clones lymphocytaires B auto-réactifs, ainsi que la

manipulation du réseau idiotypique (16).
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1.2 — Role of environmental factors

Immune-mediated conditions are thought to result from a complex interplay
between genetic predisposition, immune dysregulation and environmental
factors (7,8). Since genetic basis has not undergone any major changes in
few decades, environmental factors are highly suspected to be responsible
for this recent outbreak. Especially, vitamin D deficiency (9), tobacco (10),
air pollution (11), adjuvants (12), and obesity (13) have been incriminated in
the pathogenesis and the recent rise in chronic inflammatory disorders.
Together with these factors, infections are widely demonstrated to play a

critical role in autoimmunity (14).

1.3 — Infections and autoimmunity

The ability of infectious agents to modulate the immune system has long
been a fascinating enigma. For almost half a century, infections have been
widely demonstrated to act as triggering factors of autoimmune response.
Viral agents such as Epstein-Barr virus (EBV), cytomegalovirus (CMV) and
parvovirus B19, as well as numerous bacteria and parasites have been
associated with the presence of a wide variety of autoantibodies and found
to contribute to the pathogenesis of autoimmune diseases (14,15). Thus
parasitic infections have been shown to promote autoimmunity by various
mechanisms including molecular mimicry of parasitic epitopes, alteration of
host antigens, polyclonal activation and expansion of autoreactive B-cell

clones, as well as manipulation of the idiotypic network (16).
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Dans le méme temps, il est devenu de plus en plus évident que les micro-
organismes infectieux peuvent exercer un effet immunomodulateur et
immunosuppresseur sur le systéeme immunitaire, protégeant ainsi I'hote
contre la survenue de maladies a médiation immunitaire, en particulier les
allergies et les MAI. Les changements qui ont accompagné la récente
modernisation dans les pays occidentaux, tels que la migration des zones
rurales vers les zones urbaines, I'amélioration des conditions sanitaires,
l'accés a l'eau potable, le contréle de la production alimentaire, ou encore
les campagnes de vaccination, ont réduit les contacts avec certains micro-
organismes ancestraux avec lesquels les mammiféres ont coexisté et co-

évolué depuis des millénaires (17).

1.4 — Naissance d’un concept

De la est né le concept de I'Hypothése de I'Hygiene (HH): il postule que la
moindre exposition a ces agents infectieux immunorégulateurs - appelés
"Vieux Amis" par Rook (18) - dans les pays industrialisés en raison de
I'amélioration des conditions sanitaires aurait augmenté la réactivité
immunitaire et ainsi favorisé la développement de troubles inflammatoires
chroniques, contribuant a leur hausse récente (19).

Cette théorie a été initialement suggérée par Greenwood (20) il y a prés
d'un demi-siécle lorsque celui-ci rapportait une plus faible prévalence des
MAI dans la population Nigériane. En conséquence, il suggéra un effet
immunomodulateur de multiples infections parasitaires depuis I'enfance. ||
confirma plus tard ses observations en démontrant que linfection de
différentes souches de souris prédisposées a développer des MAI avec le
parasite du paludisme du rongeur Plasmodium berghei empéchait
I'apparition de la maladie (21). La corrélation inverse qui existe entre la
diminution spectaculaire des infections dans les pays industrialisés liée a
une meilleure hygiéne, et l'augmentation concomitante des maladies a

médiation immunitaire, a finalement été clarifiée par Strachan en 1989 (22).
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At the same time, it became increasingly evident that infectious
microorganisms could also exert an immunomodulatory and
immunodepressant action on the immune system, resulting in a protective
effect for the host against immune-mediated conditions such as allergies
and autoimmune diseases. The changes that have accompanied the recent
modernization in Western countries, such as migration from rural to urban
areas, improved sanitation, access to clean water, control of food
production, or even vaccination campaigns have reduced contacts with
these ancestral microorganisms with which mammals coexisted and co-

evolved for millennia (17).

1.4 — Emergence of a concept

Hence the Hygiene Hypothesis (HH) concept emerged: it postulates that
the reduced exposure to these immunoregulatory infectious agents - called
“Old Friends” by Rook (18) - in industrialized countries due to improvement
in sanitary conditions would increase immune reactivity and thus promote
the development of chronic inflammatory disorders, contributing to their

recent rise (19).

This theory was first suggested by Greenwood (20) nearly half a century
ago when reporting a lower prevalence of autoimmune diseases in
Nigerians. Therefore, he suggested an immunomodulatory effect of multiple
parasitic infections since childhood. He later confirmed his observations by
demonstrating that infection of different strains of mice prone to develop
autoimmune diseases with the rodent malaria parasite Plasmodium berghei
prevented the occurrence of the disease (21). The inverse correlation
between the dramatic decrease in infections in industrialized countries
related to better hygiene, and the concomitant increase in immune-

mediated diseases, was finally clarified by Strachan in 1989 (22).
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En effet, en suivant pendant 23 ans une cohorte de plus de 17 000 enfants
nés en 1958, il observa une relation inverse entre le nombre de fréres et
sceurs plus agés dans un foyer et la prévalence de la rhinite allergique,
concluant que les infections au cours de I'enfance pourraient prévenir la
survenue ultérieure d’allergies. Selon Strachan, une exposition réduite a
ces infections de I'enfance pourrait donc favoriser les maladies atopiques.
Ces observations ont conduit a la naissance d'un nouveau paradigme sur
le réle des agents infectieux dans les troubles immunitaires. Depuis lors,
'HH a été largement alimentée par des données épidémiologiques,

expérimentales et cliniques.

1.5 — Données épidémiologiques

L’HH telle que formulée par Strachan il y a un quart de siécle (22) était a
l'origine restreinte aux troubles allergiques. Il affirmait que leur hausse
récente dans les pays occidentaux était favorisée par une moindre
exposition aux micro-organismes suite a I'amélioration des conditions
d'hygieéne. Depuis ces premiéres observations, de nombreuses données
épidémiologiques ont permis de renforcer cette théorie, tout d'abord sur les
allergies puis s'étendant aux MAI.

Concernant les allergies, de nombreuses études ont analysé leur
prévalence en fonction des conditions de vie. L'observation initiale de
Strachan (22) démontrant une corrélation inverse entre la taille de la fratrie
et le risque ultérieur d'allergies a depuis été reproduite dans de multiples
études menées dans les pays développés (23—-26). En outre, Strachan et al
(27) ont recemment confirmé dans une large étude internationale incluant
plus de 500 000 enfants dans 52 pays, I'association inverse qui existe entre
le risque de développer une rhinite allergique ou de lI'eczéma et le nombre
total de fréres et sceurs au sein d’'un foyer, cette association étant plus forte

dans les pays les plus riches.
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Indeed, by following for 23 years a cohort of more than 17,000 children
born in 1958, he observed an inverse relationship between the number of
older siblings in the household and the prevalence of hay fever, therefore
concluding that allergies could be prevented by infections in early
childhood. According to Strachan, a lower exposure to these infections
might promote atopic diseases. These observations have led to the birth of
a new paradigm on the role of infectious agents in immune disorders. Since
then, the HH has been widely powered by epidemiological, experimental

and clinical data.

1.5 — Epidemiological data

The HH as formulated by Strachan a quarter century ago (22) originally
focused on allergic diseases. It claimed that their recent rise in Western
countries was promoted by reduced exposure to microorganisms due to
improved hygiene conditions. Since these early observations, many
epidemiological data have been reinforcing this theory, first on allergic
disorders and then extending to autoimmune diseases.

Regarding allergic diseases, a number of studies have investigated their
prevalence according to living conditions. First, the initial observation of
Strachan (22) demonstrating an inverse correlation between the sibship
size and the subsequent risk of allergy has since been widely replicated in
a large number of studies in affluent countries (23—26). Moreover, Strachan
et al (27) recently confirmed in a broad international study involving more
than 500,000 children in 52 countries the inverse association between the
risk of developing hay fever or eczema and the total number of siblings, this

association being stronger in more affluent countries.
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Par ailleurs, la présence d’animaux domestiques dans le foyer a également
été liee a une diminution de la prévalence des allergies. En effet, dans une
récente méta-analyse regroupant 36 publications, Pelucchi et al (28) ont
rapporté un effet favorable de I'exposition aux animaux, en particulier aux
chiens, sur le risque de dermatite atopique chez les nourrissons et les
enfants. De méme, les moins bonnes conditions de vie en Allemagne de
I'Est qu'en Allemagne de I'Ouest ont été associées a une moindre survenue
de maladies atopiques (29). Par la suite, la prévalence de I'atopie a connu
une augmentation chez les enfants nés en Allemagne de I'Est aprés la
réunification de I'Allemagne en 1990 (30). D'autres facteurs tels que la
faible consommation d'antibiotiques (31,32) et le fait de grandir dans des
zones rurales ont également été associés a une prévalence moindre des
maladies allergiques (33,34).

Dans les pays en voie de développement, une relation inverse a été
observée entre la prévalence des infections parasitaires en particulier des
helminthiases, et le risque d’allergies. Par exemple, en Equateur (35), au
Gabon (36) et au Brésil (37), les helminthiases ont montré un effet
protecteur sur les tests allergologiques de réactivité cutanée. Inversement,
le traitement antihelminthique d’enfants chroniquement infectés au Gabon
(36), au Venezuela (38) et au Vietnam (39) entrainait une réactivité accrue

aux tests.

L’HH a par la suite été étendue aux MAI (19), l'effet protecteur des agents
infectieux, en particulier des parasites, ayant été suggéré dans plusieurs
études épidémiologiques. Comme cela avait été observé dans l'allergie, le
nombre de fréres et sceurs a également été inversement corrélé avec le
risque de SEP (40,41).
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Otherwise, pet ownership has also been linked with a decreased
prevalence of allergic diseases. In a recent meta-analysis including 36
publications, Pelucchi et al (28) reported a favorable effect of exposure to
pets, especially to dogs, on the risk of atopic dermatitis in infants or
children. Similarly, worst living standards in Eastern Germany compared
with Western Germany were associated with a reduced occurrence of
atopic diseases (29). Thereafter, the prevalence of atopy experienced an
increase in Eastern Germany children born after the reunification of
Germany in 1990 (30). Equally, other lifestyle factors including low
antibiotics consumption (31,32) and to grow up in rural areas were
associated with a diminished prevalence of allergic diseases (33,34).

In developing countries, an inverse relationship was also observed between
the prevalence of parasitic infections especially helminthiasis, and the risk
of allergic diseases. For example, in Ecuador (35), Gabon (36) and Brazil
(37), helminth infections were shown to have a protective effect on allergic
reactivity. Conversely, anti-helminthic treatment of chronically infected
children in Gabon (36), Venezuela (38) and Vietnam (39) resulted in

increased atopic reactivity.

The HH was later extended to autoimmune diseases (19) when the
protective effect of infectious agents especially parasites against
autoimmune diseases was suggested through various epidemiological
studies. As previously reported for allergies, the number of siblings has

been shown to correlate inversely the risk of MS (40,41).
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En outre, en Sardaigne, les données épidémiologiques et
immunogénétiques (42—45) relient I'éradication du paludisme il y a 50 ans
avec l'augmentation concomitante de la SEP. Il a été suggéré que la forte
pression de sélection génétique de la malaria au cours des siécles aurait
conduit a la sélection de polymorphismes et de génotypes conférant une
résistance au Plasmodium falciparum, l'agent causal du paludisme. Ces
polymorphismes entrainent une réactivité immunitaire accrue nécessaire
pour lutter contre le paludisme. Dés lors que le microorganisme
immunorégulateur a été éradiqué, ces variants génétiques ont conduit a
une inflammation excessive et sont devenus des facteurs de susceptibilité

pour les troubles inflammatoires chroniques, en particulier la SEP.

La région de la Carélie est également d'un grand intérét pour étudier
I'influence du mode de vie et des infections sur le risque de troubles
dysimmunitaires. Cette région est divisée en une zone finlandaise,
caractérisée par des normes élevées d'hygiéne, et une zone russe, ayant
une hygiéne moindre et un taux élevé d'infections. Tandis que la Carélie
finlandaise maintient I'une des plus fortes prévalences de MAI et
allergiques, la prévalence en Carélie russe est beaucoup plus faible, bien
que le patrimoine génétique soit le méme. Par exemple, l'incidence du DT1
est six fois plus élevée dans la zone finlandaise par rapport a la Carélie
russe. La grand écart dans les taux d'infections entre les deux régions est

fortement suspecté de contribuer a cette différence (46,47).

Par ailleurs, face a la prévalence croissante des MICI aux Etats-Unis
contrastant avec la baisse concomitante des helminthiases, Weinstock et al
ont étendu le concept de I'HH aux MICI (48). Cette observation
épidémiologique a depuis lors été confirmée dans d'autres parties du
monde. Ainsi en Afrique sub-saharienne ou l'infestation par des helminthes
est fréquente, l'incidence et la prévalence des MICI sont faibles. Cela ne
peut pas étre expliqué par des facteurs génétiques puisque dans les
populations noires des Etats-Unis et du Royaume-Uni, l'incidence des MICI

se rapproche de celle des populations blanches (49).
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Furthermore, in the Italian island of Sardinia, several epidemiological and
immunogenetic evidences (42—45) link malaria eradication 50 years ago
with the concomitant increase of MS. It is assumed that the strong genetic
selective pressure of malaria along the centuries have led to the selection
of polymorphisms and genotypes conferring resistance to Plasmodium
falciparum, the causative agent of malaria. These polymorphisms are
responsible for increased immune reactivity required to control malaria. As
soon as the immunoregulatory organism has been withdrawn of the
environment by modern lifestyle, these genetic variants led to excessive
inflammation and became susceptibility factors for chronic inflammatory

disorders, especially MS.

The Karelia region is also of great interest to investigate the influence of
lifestyle and infections on the risk of immune-mediated disorders. This
region is divided into a Finnish area, characterized by high standards of
hygiene, and a Russian area, with poorer hygiene and an increased rate of
infections. Finnish Karelian maintains one of the highest prevalence of
autoimmune and allergic diseases, while Russian Karelian prevalence is far
lower although the genetic background is the same. For example, the
incidence of T1D is six-fold higher in Finland compared to the adjacent
Karelian republic of Russia, the wide gap in infection rates between the two

regions being strongly suspected to contribute to this difference (46,47).

Subsequently, Weinstock et al (48) expanded the HH to IBD based on the
increasing prevalence of IBD in the US contrasting with the declining
prevalence of helminthes. This observation has since been confirmed in
other parts of the world. In sub-Saharan Africa where helminthic infestation
is frequent, low incidence and prevalence of IBD is observed. This cannot
be explained by genetic factors due to the fact that in black populations of
US and United Kingdom the incidence of IBD is approaching that of the
white populations (49).
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De plus, les études de migration ont montré que les descendants
d'immigrés provenant d'un pays avec une faible incidence acquierent la
méme incidence que le pays d'accueil, comme illustré dans le DT1 (50,51)
et la SEP (52,53). De méme, la prévalence du lupus érythémateux
disséminé (LED) est plus élevée chez les Afro-Américains par rapport aux
Africains (54).

Enfin de facon intéressante, en Inde, une étude cas-témoins a montré
qu'aucun des patients présentant une polyarthrite rhumatoide (PR) n’était
positif pour I'antigéne circulant filaire par contraste avec 40% des contrOles
sains (55).

Ces données épidémiologiques et bien d’autres ont renforcé le paradigme
selon lequel les agents infectieux peuvent conférer un effet protecteur
contre les maladies inflammatoires chroniques. Il est cependant intéressant
d’essayer d’analyser et d’éclaircir les mécanismes sous-tendant cette

théorie.
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Moreover, migration studies have shown that descendants of immigrants
coming from a country with a low incidence acquire the same incidence as
the host country, as illustrated in T1D (50,51) and MS (52,53). Similarly, the
prevalence of systemic lupus erythematosus (SLE) was found to be much
higher in African Americans compared to West Africans (54).

Interestingly, a case-control study in India showed that none of the patients
with rheumatoid arthritis (RA) were positive for circulating filarial antigen by

contrast with 40% of healthy controls (55).

These epidemiological data and other reinforced the paradigm that
infectious agents may confer a protective effect against chronic
inflammatory diseases. Therefore, it is interesting to unravel and clarify the

mechanisms of this theory.
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2. Physiopathologie de I’Hypothése de I’Hygiéene
2.1 — Qui sont les acteurs de I’Hypothése de I’'Hygiéne?

Le terme Hygiene de I'HH fait référence a tous les changements dans notre
mode de vie correspondant a I'Occidentalisation et aboutissant a une
meilleure hygiéne a différents niveaux. Ces évolutions ont affecté
notamment notre espace de vie, la préparation des aliments, l'accés a I'eau
potable et les soins médicaux et thérapeutiques, et ont ainsi conduit a de
profonds changements dans notre environnement microbien. En
conséquence, au-dela des concepts généraux d’Hygiene et
d'Occidentalisation, il est essentiel de comprendre et de clarifier
exactement quels germes la modernisation a éliminé de notre
«microbiome» (c'est a dire, les microbes avec lesquels nous sommes en
contact). En effet selon I'HH, ce serait la disparition de ces
microorganismes de notre environnement, nous privant de leurs propriétés
immunomodulatrices, qui aurait contribué a la récente épidémie de

maladies inflammatoires dans les pays occidentaux.

L'évolution de notre environnement microbien a travers les millénaires a
été élégamment analysée par Rook (18,56) qui se réfere a ces organismes
comme les "Anciens Amis". Selon lui, les microorganismes pertinents ayant
un réle immunorégulateur probable sont ceux qui faisaient partie de notre
environnement naturel et avec qui nous avons co-évolué et vécu en contact
etroit depuis des périodes aussi éloignées que le Paléolithique, jusqu'a il y
a quelques décennies, lorsque notre société était encore en grande partie
rurale, vivant dans des fermes et en contact avec les animaux (57). Jusqu'a
présent, nous avons accepté et toléré ces organismes dans notre corps,
cohabitant dans une relative harmonie avec eux, ces derniers étant

finalement largement éradiqués de notre environnement moderne urbanise.
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2. Pathophysiology of the Hygiene Hypothesis

2.1 — Who are the actors in the Hygiene Hypothesis?

The term Hygiene of the HH refers to all changes in our lifestyle
corresponding to Westernization and resulting in greater hygiene at
different levels. These developments have affected in particular our living
space, food preparation, access to clean water and medical and
therapeutic care, and thereby have led to profound changes in our
microbial environment. Therefore, beyond these general concepts of
Hygiene and Westernization, it is critical to understand and clarify exactly
which germs the recent modernization has removed from our ‘microbiome’
(i.e., microbes we are in contact with). Consistent with the HH, it would be
the disappearance of these organisms from our environment, depriving us
of their immunomodulatory properties that would have contributed to the
recent outbreak of immune-mediated disorders in Western countries.

The evolution of our microbial environment through the millennia was
elegantly analyzed by Rook (18,56) who refers to these organisms as "Old
Friends". According to him, the relevant microorganisms with a probable
immunoregulatory role are those that were part of our natural environment
and with which we co-evolved and lived in close contact since periods as
far away as the Paleolithic until a few decades ago, when our society was
still largely rural, living on farms and in contact with animals (57). So far, we
accepted and tolerated these organisms in our body, cohabiting in relative
harmony with them, the latter being ultimately largely removed from our

modern urbanized environment.
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Considérant cela, sont donc principalement concernés les helminthes et les
microbes acquis par transmission oro-fécale ou qui peuvent induire un état
de porteur asymptomatique (hépatite A, mycobactéries, Toxoplasma,
Helicobacter pylori), ainsi que ceux qui composent la flore commensale
(cutanée, intestinale, oro-pharyngée, génito-urinaire) et la flore de
I'environnement (présents dans la boue, l'eau, le sol, les plantes, les

animaux).

Les infections communes de I'enfance ont souvent été considérées comme
faisant partie des microbes pertinents dans ’'HH. Cependant, la plupart des
virus de l'enfance comme la rougeole, les oreillons et la varicelle ne sont
pas protecteurs contre les maladies inflammatoires chroniques (24,58,59),
et peuvent méme en étre des facteurs déclenchant (60). Contrairement a
d'autres micro-organismes mentionnés ci-dessus, ceux-ci n'ont pas
pacifiquement co-évolué avec nous, car soit ils ont un effet nocif qui peut
tuer I'néte, soit ils induisent une forte réponse immunitaire. Appelés par
Rook « infections des foules» (56), ces virus ont besoin de grandes
populations et de contacts étroits pour persister, mais n'exercent pas de
réle bénéfique dans notre organisme et donc, contrairement a d'autres

microbes, n'ont pas co-habité avec nous.
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In view of this, are primarily concerned helminthes and microbes acquired
by oro-fecal transmission or that can induce an asymptomatic carrier state
(hepatitis A virus, Mycobacteria, Toxoplasma, Helicobacter pylori) as well
as those composing the commensal flora (cutaneous, intestinal, oro-
pharyngeal, genito-urinary) and the environmental flora (present in mud,

water, soil, plants, animals).

Common infections of childhood were often considered as part of the
relevant microbes in the HH. However, most of childhood viruses such as
measles, mumps and chicken pox are most frequently not protective
against chronic inflammatory disorders (24,58,59), and often trigger them
(60). Unlike other previously mentioned microorganisms, these do not have
peacefully co-evolved with us, as they either have a harmful effect that can
kill the host, or induce a strong immune response. Called by Rook “crowd
infections” (56), these viruses require large populations and close contacts
to persist but do not exert beneficial role in our organism and therefore

unlike other microbes did not co-lived with us.
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2.2 — Evolution de notre environnement microbien

dans le monde occidental

Il est intéressant d'essayer de comprendre quelles évolutions dans notre
mode de vie occidental ont conduit en quelques décennies a changer
radicalement nos contacts avec ces microorganismes ancestraux.
Tout d'abord, I'urbanisation et la migration des populations vers les villes,
ainsi que les mesures de santé publique telles que le contrble de la
production alimentaire et de la qualité de l'eau, les progrés en matiere
d'assainissement et de soins de santé ont considérablement réduit ou
presque éradiqué certaines infections dans les pays occidentaux, en
particulier les helminthiases (61,62), le paludisme, les infections
mycobactériennes (63) et I'hépatite A. Comme nous l'avons indiqué
précédemment (voir §1-1.5), les données épidémiologiques ont inversement
corrélé [I'éradication de certaines de ces infections, en particulier les
helminthiases et le paludisme avec une augmentation de la prévalence des

MAI dans les pays occidentaux.

Par ailleurs, la composition de notre microbiote intestinal dépend fortement
de I'environnement, principalement de nos contacts microbiens, ainsi que
de nombreux autres facteurs pouvant le moduler. Il a été démontré que le
microbiote intestinal jouait un réle essentiel dans la régulation de la
réponse immunitaire (64—66). Ainsi, tout facteur provoquant un déséquilibre
de ce microbiote peut affecter I'équilibre de notre systéme immunitaire et
ainsi favoriser le développement de maladies inflammatoires chroniques
(67—69). Par conséquent, la migration des populations des zones rurales
en contact avec les animaux et la flore de I'environnement vers des zones
urbaines plus aseptisées a affecté la diversité de notre flore (70,71), ce qui

favorise probablement les troubles auto-immuns.
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2.2 — Evolution of our microbial environment in the Western world

It is of interest to attempt to understand what developments in our lifestyle
have led to dramatically change our contacts with these ancestral
organisms in a few decades. First, urbanization and migration of
populations to the cities, as well as public health measures such as control
of food production and water quality, advances in sanitation and health care
have significantly reduced or almost eradicated some infections in Western
countries, particularly helminthic infections (61,62), malaria, mycobacterial
infections (63) and hepatitis A. As we previously reported (see §I-1.5),
epidemiological data have inversely correlated the eradication of some of
these infections especially helminthiasis and malaria, with an increase in

the prevalence of immune-mediated diseases in Western countries.

Otherwise, the composition of our gut microbiota strongly depends on our
environment, mainly on our microbial contacts as well as many other
factors that can modulate it. It has been demonstrated that the gut
microbiota plays a critical role in regulating immune response (64—66).
Thus any factor causing a dysregulation of the microbiota can affect the
balance of our immune system and thereby promote the development of
chronic inflammatory diseases (67-69). Hence, population migration from
rural areas in contact with animals and environmental flora to more
sanitized urban areas has affected the diversity of the microbiota (70,71),

thereby likely favoring immune-mediated disorders.
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Fait intéressant, plusieurs études (72—-74) ont suggéré que l'effet protecteur
de larges fratries ou des animaux domestiques sur les maladies atopiques
rapporté dans les études épidémiologiques (voir §I-1.5) pourrait étre en
partie lié a une augmentation de la diversité et de la richesse du microbiote
intestinal. Cela expliquerait les observations pionniéres rapportées par
Strachan (22) sur l'effet protecteur d'un grand nombre de fréres et sceurs
au sein d’'un foyer sur la survenue de troubles allergiques. De méme, le
régime alimentaire occidental (75-78), [I'utilisation généralisée
d'antibiotiques (79,80) et la naissance par césarienne (81), sont des
facteurs bien établis perturbant le microbiote intestinal. Plusieurs études
ont démontré que l'exposition aux antibiotiques a un age précoce peut
provoquer une dysbiose intestinale et ainsi augmenter le risque de troubles
allergiques ultérieurs (32,82,83). En outre, la naissance par césarienne a
été associée a un risque plus élevé d'asthme (84), de DT1 (85), de SEP
(86) et de maladie cceliaque (87,88).
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Interestingly, several studies (72-74) have suggested that the protective
effect of large family or owning animals on atopic diseases reported in
epidemiological studies (see §I-1.5) could be partially related to an increase
in gut microbiota diversity and richness. This may explain the pioneering
observations reported by Strachan (22) on the protective effect of a large
number of siblings on the occurrence of allergic disorders. Similarly,
Western diet (75-78), widespread use of antibiotics (79,80) and birth by
caesarean section (81) are well-established factors disrupting intestinal
microbiota. Several studies have demonstrated that exposure to antibiotics
at an early age may cause dysbiosis increasing the risk of subsequent
allergic disorders (32,82,83). In addition, caesarean birth has been
associated with a higher risk of asthma (84), T1D (85), MS (86) and celiac
disease (87,88).
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2.3 — Mécanismes d’immunomodulation par des agents infectieux:

a propos des helminthes

Les helminthes sont des vers parasites eucaryotes. En 2008, il a été estimé
qu'environ 37% de la population mondiale était infectée par les helminthes
principalement dans les pays en voie de développement, les helminthiases
étant désormais rares dans les pays industrialisés (62). La classification
des helminthes est basée sur de nombreux facteurs, incluant Ia
morphologie externe et interne de I'ceuf, de la larve et du ver adulte. Ces
parasites sont divisés en deux principales classes: les Plathelminthes (vers
plats), comprenant les trématodes (douves) et les cestodes (ténias), et les
Némathelminthes incluant uniquement les nématodes (vers ronds) (89).
Les helminthes vivent le plus souvent dans le tractus gastro-intestinal de
leur héte, mais peuvent aussi coloniser d'autres organes. Il est a noter que
les helminthes ont co-évolué avec leur héte depuis des millénaires. Leur
but n'est pas de tuer leur héte mais de survivre aussi longtemps que
possible en créant un état de tolérance. Pour ce faire, les helminthes sont
capables par divers mécanismes de moduler finement le systéme
immunitaire de I'héte afin d'éviter une activation pouvant conduire a leur
élimination, tout en ne causant d'immunosuppression trop profonde pour
prévenir le déces hbéte par une infection. Cette immunomodulation, en
évitant une activation excessive du systéeme immunitaire, contribue a

protéger I'hote contre les maladies inflammatoires chroniques.

De nombreuses études sur des modéles murins de MAI ont mis en lumiéere
les mécanismes complexes par lesquels les helminthes entravent la
réponse immunitaire de I'héte. Cela inclut la promotion d’une différentiation
de type T-helper-2 (Th2) et [linhibition des réponses Th1/Th17,
I'amplification des populations de lymphocytes T-régulateurs (Treg), B-
régulateurs (Breg), et des macrophages de type-2, l'orientation des cellules
dendritiques (CD) vers un phénotype « tolérogéne », la régulation négative
des cellules lymphoides innées (CLI) de type-2, et la modulation de la flore
intestinale (18,90-94). Les effets immunorégulateurs des helminthes sont

illustrés sur la Figure A (page 40)
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2.3 - Mechanisms of immunomodulation by infectious agents:

about helminthes

Helminthes are eukaryotic parasitic worms. In 2008, it was estimated that
about 37% of the world population was infected with helminthes mainly in
developing countries, helminthiasis now being scarce in industrialized
countries (62). Helminthes’ classification is based on numerous factors
including external and internal morphology of egg, larval and adult stages.
These parasites are divided into two phyla: Platyhelminthes (flatworms)
including both trematodes (flukes) and cestodes (tapeworms), and
Nemathelminthes including only one class, namely nematodes
(roundworms) (89). Helminthes most frequently live in the gastrointestinal
tract of their host, but may also colonize other organs. It is worth noting that
helminthes have co-evolved with their host for millennia. Their goal is not to
kill their host but to survive as long as possible by creating a state of
tolerance. To achieve this, helminthes are able by various mechanisms to
finely modulate the immune system of the host to prevent an activation that
may lead to their elimination, while not causing too deep
immunosuppression to prevent the host dies from infection. This
immunomodulation, by avoiding an excessive activation of the immune

system contributes to protect the host against inflammatory disorders.

Numerous studies in animal models have highlighted the intricate
mechanisms by which helminthes hamper the host's immune response.
This includes promotion of T-helper-2 (Th2) and inhibition of Th1/Th17
differentiation, amplification of T-regulatory (Treg) cells, B-regulatory (Breg)
cells, and type 2-macrophages, orientation of dendritic cells (DC) towards a
tolerogenic phenotype, downregulation of type-2 innate lymphoid cells (ILC-
2) and modulation of the gut microbiota (18,90-94). Helminthes’

immunoregulatory effects are illustrated in Figure A (page 40).
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2.3.1— Les lymphocytes T

Les lymphocytes T (LT) naifs peuvent se différencier soit en LT-helper (Th)
soit en LT-régulateurs (Treg). En ce qui concerne les LTh, I'ancien modéle
opposait deux réponses principales, les réponses de type Th1 et de type
Th2, s’inhibant réciproquement (95). Ainsi, la réponse Th1, particulierement
impliquée dans la pathogenése des MAI, est associée a l'expansion des
LTh1 et a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, incluant
l'interleukine (IL-6), I'lL-12, l'interféron (IFN)-y et le Tumor Necrosis Factor
(TNF)-a. A linverse, la réponse Th2 joue un rdle central dans les troubles
atopiques et est caractérisée par l'expansion des mastocytes, des
éosinophiles et par des taux augmentés d'IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 et
d’IgE (96).

La vision originale, issue de travaux analysant des modéles murins de MAI
infectés par des helminthes (97), suggérait que les helminthes agissaient
sur la balance Th1/Th2 en favorisant la réponse Th2 et en inhibant la
polarisation Th1, ayant pour résultat un effet protecteur contre les MAI Th1-
meédiées. Cependant, cette conception ne permettait pas d’expliquer
I'épidémiologie de I'HH montrant un effet protecteur des helminthes
également contre les maladies allergiques. En effet, en encourageant une
différenciation Th2, les helminthes devraient augmenter les troubles
atopiques.

Ainsi, il est devenu de plus en plus évident que d'autres acteurs cellulaires
étaient impliqués dans la régulation immunitaire médiée par les helminthes.
C'est le cas des lymphocytes Th17 et Treg. Les LTh17 sont un sous-type
de LTh récemment défini sécrétant principalement I'lL-17, et dont le rble
dans les MAI a été largement documenté (98,99). Les LTreg (100), pour
leur part, sont capables de contréler a la fois les réponses allergiques Th2-
meédiées (101) et les troubles inflammatoires a médiation Th1/Th17, et ce

principalement par la sécrétion d'IL-10 et de TGF-3 (102).
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2.3.1— T-cells

Naive T-cells may differentiate into either T-helper (Th) or T-regulatory
(Treg) cells. Regarding T-helper cells, the old paradigm opposed two main
responses, Th1 and Th2-type responses, down-regulating each other (95).
Thus Th1 response is demonstrated to be particularly involved in the
pathogenesis of autoimmune diseases and is associated with expansion of
Th1-cells as well as secretion of pro-inflammatory cytokines including
interleukin (IL)-6, IL-12, interferon (IFN)-y and tumor necrosis factor (TNF)-
a. Conversely, Th2 response plays a central role in atopic disorders and is
characterized by expansion of mast cells, eosinophil and increased levels
of IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 and IgE (96).

The original vision derived from experiments in mouse models of
autoimmune diseases infected with helminthes (97) suggested that
helminthes were acting on Th1/Th2 balance by promoting Th2 and
inhibiting Th1 polarization, resulting in a protective effect against Th1-
mediated autoimmune diseases. However, this conception did not explain
the epidemiology of the HH showing a protective effect of helminthes also
with regard to allergic diseases. Indeed by promoting a Th2 differentiation,
helminthes should thereby increase atopic disorders.

Therefore, it has become increasingly obvious that other cellular actors
were involved in immunoregulation mediated by helminthes. This is the
case of both Th17 and Treg cells. Th17 cells are a recently-defined subset
of T-helper cells primarily secreting IL-17 and whose role in autoimmune
diseases has been widely documented (98,99). Treg cells (100), for their
part, have been found to control both Th2-mediated allergy (101) and
Th1/Th17-mediated inflammatory disorders, mainly through the secretion of
IL-10 and TGF-f (102).
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Ainsi, de nombreuses données expérimentales ont montré que les
helminthes sont capables de moduler la réponse immunitaire de I'héte en
inhibant la différenciation Th1/Th17 (103-107), en promouvant une
polarisation de type Th2 (103,105,106,108-113) et en augmentant la
prolifération des LTreg et leur sécrétion d'IL-10 et de TGF-B
(103,106,109,112,114), résultant en un contréle global de I'ensemble des
réponses Th1/Th2/Th17 (91). La modulation du phénotype des LT
contribue donc a l'effet protecteur des parasites a la fois contre les
maladies allergiques et auto-immunes.

Par exemple, l'infection de rats Dark Agouti prédisposés a développer une
encéphalite auto-immune expérimentale (EAE), le modele animal de SEP
le plus couramment utilisé, avant l'induction de la maladie avec le
nématode Trichinella spiralis (T. spiralis) (103) réduit les manifestations
cliniques et histologiques de la maladie. Cela s’accompagne d'une
régulation négative des cytokines de type Th1 (IFN-y) et Th17 (IL-17) et
d’'une augmentation des cytokines Th2/Treg (IL-4, IL-10), ainsi que de la
prolifération des LTreg. En outre, le transfert de LT spléniques de rats
infectés par T. spiralis chez des rats EAE non infectés conduit a une
amélioration de I'EAE et, dans certains cas, a la protection contre le
développement de la maladie. De méme, I'un des produits d'excrétion-
sécrétion (ES) du nématode filaire du rongeur Acanthocheilonema vitae (A.
vitae), 'ES-62, est capable chez la souris dinhiber la survenue et
d’atténuer la sévérité et la progression de l'arthrite induite par le collagéne
(AIC), un modele animal de polyarthrite rhumatoide (PR). Cet effet est
associé a une réduction de la sécrétion des cytokines Th1 et Th17 (TNF-q,
IFN-y, IL-6, IL-17) (107,113). L’infection par Schistosoma mansoni (S.
mansoni) réduit également de maniére significative la gravité de I'AIC chez
la souris en diminuant les cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a et IL-
17A) et en augmentant les cytokines de type Th2/Treg (IL-4, IL-10) (106).
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Therefore, many experiments have demonstrated that helminthes are able
to modulate the host’s immune response by inhibiting Th17 differentiation
(103-107), promoting Th2 relative to Th1 polarization (103,105,106,108—
113), and chiefly by enhancing Treg cells proliferation and secretion of IL-
10 and TGF-B (103-106,109-112,114), resulting in an overall control of
Th1/Th2/Th17 responses (91). The modulation of T-cells profile contributes
to the protective effect of parasites both against allergic and autoimmune
diseases.

For example, prior infection of Dark Agouti rats prone to develop
experimental autoimmune encephalitis (EAE), the most commonly used
animal model of MS, with the nematode Trichinella spiralis (T. spiralis)
(103) reduced clinical and histological manifestations of the disease. It was
accompanied by a down-regulation of Th1 (IFN-y) and Th17 cytokines (IL-
17) and an up-regulation of Th2/Treg cytokines (IL-4, IL-10) as well as Treg
cells proliferation. Moreover, transfer of splenic T-cells from T. spiralis-
infected rats into non-infected EAE rats led to an improvement of EAE and
in some cases protected from disease development. Similarly, the
excretory-secretory (ES) product of the rodent filarial nematode
Acanthocheilonema vitae (A. vitae), namely ES-62, was found to suppress
collagen-induced arthritis (CIA) severity and progression in mice by
inhibiting Th1 and Th17-associated cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17)
(107,113). Schistosoma mansoni (S. mansoni) infection also significantly
reduced the severity of mice CIA by lowering pro-inflammatory cytokines
(IFN-y, TNF-a and IL-17A) and rising Th2/Treg cytokines (IL-4, IL-10)
(106).
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2.3.2 — Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (CD) sont reconnues pour étre un lien essentiel
entre le systéme immunitaire inné et adaptatif. Leur fonction principale est
de capter, traiter puis présenter l'antigéne aux LT. Les récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptors,
PRR), incluant les Toll-like recepteurs (TLR) et les récepteurs lectine de
type C (C-type leptin receptors, CLR) sont particulierement importants pour
ce processus (115). L'état d'activation des CD est crucial dans la
polarisation des LT (116). Ainsi, les CD peuvent adopter un phénotype
«tolérogéne» (opposé au phénotype « immunogéene ») capable d'initier des
réponses Th2 et Treg (117). Ces CD tolérogénes se sont révélées
essentielles dans la prévention de l'auto-immunité (115). Les helminthes
sont capables de moduler la signalisation des CD pour diriger leur
différenciation vers un phénotype tolérogéne (115,118). Cette modulation
est en partie médiée par la liaison et la reconnaissance d’épitopes
parasitaires par les TLR et CLR (119). Dans le modéle d’EAE des rats Dark
Agouti décrit ci-dessus (voir §1-2.3.1), les auteurs ont reproduit les résultats
bénéfiques obtenus avec l'infection par T. spiralis (103) en injectant, 7 jours
avant l'induction de I'EAE, des CD de rats non infectés stimulées avec des
produits d’ES de larves enkystées musculaire de T. spiralis (ES-L1) (120).
Les CD stimulées par I'ES-L1 sont ainsi capables d’augmenter la
population de LTreg CD4+CD25+Foxp3+, la sécrétion d'lL-4, d’IL-10 et de
TGF-B, et de réduire les productions d’IFN-y et d'lL-17.
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2.3.2 — Dendritic cells

Dendritic cells (DC) are recognized to be a pivotal link between the innate
and adaptive immune system. Their main function is to capture, process
and present antigen to T-cells. Pattern recognition receptors (PRR),
including Toll-like receptor (TLR) and C-type lectin receptors (CLR)
families, are particularly important to this process (115). The activation
status of DC is crucial in T-cells polarization (116). Thus, DC may adopt a
"tolerogenic" phenotype opposing "immunogenic" phenotype, able to
initiate Th2 and Treg responses (117). These tolerogenic DC have been
shown to be essential in the prevention of autoimmunity (115). Helminthes
products are able to modulate DC signaling to direct their differentiation
toward a tolerogenic phenotype (115,118). This modulation is partly
mediated by the binding and recognition of parasitic products by TLR and
CLR (119). In the Dark Agouti rats model of EAE reported above, the
authors reproduced the beneficial results obtained with T. spiralis infection
(103) by injecting non-infected rats with DC stimulated with ES products
released from encysted muscle larvae of T. spiralis (ES-L1) 7 days before
EAE induction (120). ES-L1-stimulated DC increased CD4+CD25+Foxp3+
Treg cells population as well as IL-4, IL-10 and TGF-B production, and

decreased IFN-y and IL-17 levels.
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Par ailleurs, deux études (121,122) ont utilisé un modéle murin de MICI
Rag (les souris Rag n’ont pas de LT et de LB fonctionnels) ou les animaux
sont réinjectés avec des LT IL-10-/- ; IIL-10 étant une cytokine
immunorégulatrice clé, les souris IL-10-/- déficientes développent une colite
chronique spontanée. Dans ces études, Heligmosomoides polygyrus (H.
polygyrus), un helminthe intestinal, a été capable de prévenir l'inflammation
intestinale, soit par I'infection directe des souris (121), soit par le transfert
de CD de souris infectées aux souris Rag LT IL-10-/- non infectées (122).
Ainsi, H. polygyrus exerce son effet protecteur contre la MICI en modifiant
la fonction des CD vers un phénotype tolérogéne. Les CD tolérogénes
exposées a H. polygyrus rendent les LT hyporéactifs et inhibent les

réponses IFN-y /IL-17.
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Otherwise, two studies (121,122) used a Rag IBD mice model (Rag mice
lack functional T- and B-cells) where animals are reconstituted with I1L-10-/-
T-cells; IL-10 being a key immunoregulatory cytokine, IL-10-/- deficient
mice develop spontaneous chronic colitis. In these studies
Heligmosomoides polygyrus (H. polygyrus), an intestinal helminth, was
demonstrated to prevent and reverse intestinal inflammation, either by
direct infection of IBD mice (121) or by transfer of DC from infected-mice to
IBD mice (122). Thereby, H. polygyrus was shown to mediate IBD
protection by altering DC function in a regulatory phenotype. H. polygyrus-
exposed tolerogenic DC rendered T-cells hyporesponsive and inhibited

IFN-y /IL-17 responses.
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2.3.3 — Les lymphocytes B régulateurs

En outre, les helminthes peuvent favoriser la prolifération des lymphocytes
Breg (123,124). En plus des Ilymphocytes B (LB) conventionnels
responsables de l'activation des LT et de la production d'anticorps, un
sous-type spécifique de LB a été récemment mis en évidence. Les
lymphocytes Breg sont capables de réguler négativement la réponse
immunitaire grace a la production de cytokines régulatrices, en particulier
de I'lL-10, et par des intéractions directes avec les LT pathogénes. La
fonction de régulation de ces cellules Breg a depuis été démontrée dans
diverses pathologies dont les MAI (125,126).

Chez les souris, le produit dES d’A. vitae ES-62, en plus de moduler la
réponse des LT comme décrit ci-dessus (voir §l-2.3.1), est capable de
restaurer les taux de lymphocytes Breg sécréteurs d'IL-10, tout en
diminuant l'infiltration des plasmocytes dans les articulations (127). De
méme, la génération de cellules Breg par les helminthes a été rapportée
dans des modeéles murins de SEP (128) et de MICI (129). Fait intéressant,
Correale et al (130) ont démontré que des patients atteints de SEP infectés
par des helminthes créaient une population de cellules Breg produisant de
grandes quantités d'IL-10 ainsi que des facteurs neurotrophiques impliqués
dans la croissance et le développement des neurones. Ces patients
présentaient une activité clinique et radiologique de la SEP nettement

réduite par rapport aux patients non infectés.
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2.3.3 — B-regulatory cells

Moreover, helminthes may promote the proliferation of Breg cells
(123,124). Besides conventional B-lymphocytes responsible for T-cells
activation and antibody production, a specific subset of B-cells has recently
been highlighted (131). Breg cells have been shown to negatively regulate
immune response by producing regulatory cytokines, mainly IL-10, and
through direct interaction with pathogenic T-cells. The regulatory function of
Breg cells has since been demonstrated in various pathological conditions
including autoimmune diseases (125,126,132). In CIA mice, the ES product
of A. vitae ES-62, in addition to modulate T-cells response as described
above, is able to restore IL-10-producing Breg cells levels while decreasing
plasma cells infiltration in the joints (127). Similarly, the generation of Breg
cells by helminthes was reported in MS (128) and IBD (129) mice models.
Interestingly, Correale et al (130) demonstrated that helminth-infected MS
patients created a Breg cells population producing high amounts of IL-10 as
well as neurotrophic factors involved in the growth and development of
neurons. These patients exhibited significantly lower clinical and

radiological disease activity when compared with non-infected patients.
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2.3.4 — Les cellules immunitaires innées

Outre la modulation des LT, des CD et des lymphocytes Breg, les
helminthes exercent également leurs effets immunomodulateurs en
manipulant les cellules immunitaires innées, en particulier en promouvant
les macrophages alternatifs ou macrophages de type-M2 et les cellules

lymphoides innées de type 2 (CLI2).

En réponse a divers stimuli, les macrophages peuvent subir une activation
classique de type M1 (stimulée par les ligands des TLR ou I'lFN-y) ou de
type M2 (stimulée par l'axe IL-4/IL-13). Les macrophages M2,
contrairement aux macrophages M1, ont une faible expression de I'lL-12,
une forte expression de I'lL-10, du TGF-B et de l'arginase-1, et ont des
fonctions anti-inflammatoires et immunosuppressives (133). Ainsi,
I'utilisation de souris ayant des macrophages IL-4R-/- (134) a montré que la
génération de macrophages M2 étaient essentielle pour la survie des
souris au cours de la schistosomiase en inhibant la réponse Th1. De
méme, linfection a Litomosoides sigmodontis (L. sigmodontis) chez la
souris entraine le recrutement d’'une population de macrophages M2
F4/80+ activés alternativement qui inhibe puissamment la prolifération
antigéne-spécifique des LT CD4+ (135). De plus, la cystatine de type-1
dérivée de la douve du foie Clonorchis sinensis (C. sinensis) réduit de
maniere significative l'inflammation intestinale par le recrutement de
macrophages IL-10-sécrétants dans le modeéle murin de colite dextran-
sodium-sulfate (DSS)-induite (136).
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2.3.4 — Innate immune cells

Besides modulating T-cells, DC and Breg cells, helminthes were also
shown to produce their immunomodulatory effects by manipulating innate
immune cells, especially by promoting alternatively activated or M2-

macrophages and type 2-innate lymphoid cells (ILC2).

In response to diverse stimuli, macrophages may undergo classical M1
activation (stimulated by TLR ligands or IFN-y) or alternative M2
polarization (stimulated by IL-4/IL-13 axis). M2-macrophages unlike M1-
macrophages have low expression of IL-12, high expression of IL-10, TGF-
B and arginase-1, and exhibit anti-inflammatory and immunosuppressive
functions (133). Thus, by using a mice model with IL-4R-/- macrophages
(134) it was shown that generation of M2 macrophages is essential for mice
survival during schistosomiasis through their inhibitary effects on Th1
response. Also, Litomosoides sigmodontis (L.sigmodontis) infection in mice
recruited a F4/80+ population of alternatively activated macrophages that
potently inhibited Ag-specific CD4+ T-cells proliferation (135). Moreover,
the type-1 cystatin derived from the liver fluke Clonorchis sinensis (C.
sinensis) significantly reduced intestinal inflammation by recruiting I1L-10-
secreting macrophages in a dextran-sodium-sulfate (DSS)-induced colitis

mice model (136).
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Les CLI sont une population de lymphocytes récemment décrits qui n'ont
pas de marqueurs de la lignée B ou T. lls ont été divisées en trois sous-
types: les CLI-1 qui sécretent de I'lFN-y, les CLI-2 qui sécrétent de I'IL-5 et
de I'lL-13 et les CLI-3 qui sécréetent de I'lL-17 et de I'lL-22. Les CLI sont
impliqués dans la réponse immunitaire anti-helminthique de I'héte et dans
le déclenchement de la réponse allergique. Les cytokines IL-25, IL-33, et la
lymphopoiétine stromale thymique (thymic stromal lymphopoietin, TSLP)
conduisent a [I'expansion des CLI-2 (137,138). Les effets
immunomodulateurs des helminthes sur ce sous-type cellulaire restent a
éclaircir. Cependant, McSorley et al (139) ont récemment mis en évidence
I'effet immunomodulateur potentiel des helminthes sur les CLI dans un
modele murin d’allergie respiratoire. Les produits I’ES d'H. polygyrus
inhibent la réponse CLI-2 en bloquant la sécrétion d'IL-33, abolissant ainsi
la réponse a l'allergéne. D'autres études seront nécessaires pour clarifier le
réle de ces cellules immunitaires innées dans I'effet protecteur induit par

les helminthes.
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ILC are a recently described population of lymphocytes that lack B- or T-
cell lineage markers and have been divided into three subtypes: ILC-1 that
secrete IFN-y, ILC-2 that secrete IL-5 and IL-13 and ILC-3 that secrete IL-
17 and IL-22. ILC play a role in anti-helminthic host protective immunity and
are able to initiate allergy. IL-25, IL-33 and thymic stromal lymphopoietin
(TSLP) have been shown to drive ILC-2 expansion (137,138). The
immunomodulatory effects of helminthes on this cell subtype remain
unclear. However, McSorley et al (139) recently highlighted the potential
immunomodulatory effect of helminthes on ILC in an airway allergy mice
model. H. polygyrus ES products were found to suppress ILC-2 response
by blocking IL-33 secretion, thereby abolishing allergic response to
allergen. Further studies are needed to clarify the role of these innate

immune cells in the protective effect induced by helminthes.
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2.3.5 — La régulation du microbiote intestinal

Enfin, les helminthes peuvent moduler la composition bactérienne de la
flore intestinale, favorisant la croissance des micro-organismes intestinaux
généralement considérés comme «probiotiques» (140,141). Comme
mentionné ci-dessus (voir §l-2.2), le microbiote intestinal joue un réle
essentiel dans la régulation du systéeme immunitaire (64-66), et une
perturbation de son équilibre peut favoriser le développement de MAI (67—
69). Par conséquent, en maintenant [I'équilibre du microbiote, les
helminthes contribuent a prévenir l'apparition de maladies a médiation

immunitaire.

Les mécanismes par lesquels certains micro-organismes peuvent
manipuler la réponse immunitaire de I'hdte pour assurer leur propre survie
sont complexes et intriqués. Des études complémentaires seront
nécessaires pour les spécifier. Cependant, il est probable que les
stratégies immunomodulatrices mises en jeu dépendent a la fois de l'agent
pathogene impliqué et de facteurs liés a I'hote tels que le terrain génétique
ou le microenvironnement local. En attendant, les propriétés
immunomodulatrices exceptionnelles de ces micro-organismes, en
particulier des helminthes qui sont les mieux caractérisées a ce jour, ont
conduit a leur application avec succés dans les MAI, a la fois sur des
modeéles animaux et dans des essais cliniques. Cela permet de conforter

I’'HH et ouvre la voie a un nouveau potentiel thérapeutique.
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2.3.5 — Regulation of intestinal microbiota

Additionally, helminthes may modulate the bacterial composition of
intestinal flora, promoting the growth of gut microorganisms typically
considered to be “probiotics” (140,141). As mentioned above, the
microbiome plays an essential role in regulating the immune system (64—
66), and disrupting the balance of the gut microbiome may promote the
development of autoimmune diseases (67—69). Therefore, by maintaining
the microbiome balance, helminthes likely contribute to prevent the

occurrence of immune-mediated disorders.

The mechanisms whereby some microorganisms can manipulate the host’s
immune response to ensure their own survival are complex and interlinked,
and will need to be specified in further studies. However, it is likely that
immunomodulatory strategies depend on both the pathogen involved and
host factors such as genetic background and local microenvironment.
Meanwhile, the exceptional immunomodulatory properties of these
microorganisms particularly helminthes which are best characterized to
date, led to their successful application in autoimmune diseases in both
animal models and clinical trials, thereby providing evidence of the HH and

opening the way to a broad therapeutic potential
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Figure A: Effets immunorégulateurs des helminthes sur le systéme
immunitaire. Les helminthes exercent leur action immunorégulatrice en
modulant a la fois les cellules de I'immunité innée et adaptative. En ce qui
concerne les LT, les helminthes favorisent une réponse de type Th2 et
inhibent la différenciation Th1/Th17, entrainant une augmentation des
cytokines de type Th2 (IL4, IL5, IL9, IL10, IL13) et une diminution des
cytokines Th1/Th17 (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-12, IL-17). En outre, les
helminthes augmentent la prolifération des LTreg, ces derniers entravant la
polarisation Th1/Th2/Th17 principalement par la sécrétion d'IL-10 et de
TGF-B. Les helminthes promeuvent également un phénotype régulateur
des LB, des CD et des macrophages. Les CD tolérogénes et les
macrophages régulateurs M2 contribuent a passer d'un profil Th1/Th17 a
un profil Th2/Treg. Enfin, ces parasites peuvent entraver la prolifération des
CLI-2, un sous-type de cellules immunitaires innées responsables de la
réponse allergique. Par ces effets, les helminthes créent un environnement
tolérant afin d’assurer leur propre survie et par ce faire, protégent I'héte
contre les MAI en limitant les phénomeénes inflammatoires et auto-immuns.

Abréviations: Breg: Lymphocytes B-régulateurs — CD: Cellules dendritiques —
CLI2: Cellules lymphoides innées de type 2 - IFN: Interféron - IL: Interleukine —
TGF: Transforming Growth Factor — Th: Lymphocytes T-helper — TNF: Tumor
Necrosis Factor — Treg: Lymphocytes T-régulateurs.
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Figure A: Immunoregulatory effects of helminthes on the immune
system. Helminthes exert their immunoregulatory actions by modulating
cells of both the innate and adaptive immune system. Regarding T-cells,
helminthes may promote a Th2-type response and down-regulate
Th1/Th17 differentiation, leading to increased Th2-type cytokines (IL4, IL5,
IL9, IL10, IL13) and decreased Th1/Th17-type cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-
6, IL-12, IL-17) secretion. Furthermore, worms’ products enhance Treg
cells proliferation, the latter hampering Th1/Th2/Th17 polarization mainly
through the secretion of IL-10 and TGF-B. Helminthes also promote a
regulatory phenotype of B-cells, DC and macrophages. Both tolerogenic
DC and regulatory M2-macrophages contribute to switch from a Th1/Th17
to a Th2/Treg profile. Finally, these parasites may hamper the proliferation
of ILC-2, a subset of innate immune cells responsible for allergic response.
Thereby, helminthes create a tolerant environment ensuring their own
survival but also protecting the host from immune-mediated conditions by

limiting excessive inflammatory and autoimmune phenomena.

Abbreviations: Breg: B-regulatory cells — DC: Dendritic Cells — IFN: Interferon —
IL: Interleukin — ILC2: Type-2 Innate lymphoid cells — TGF: Transforming Growth
Factor — Th: T-helper cells — TNF: Tumor Necrosis Factor — Treg: T-regulatory
cells.
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3. ‘Preuve de concept’ de ’'Hypothése de I’Hygiéne

Les thérapies dérivées des helminthes

La reconnaissance des vastes propriétés immunomodulatrices de
nombreux microorganismes de notre environnement en particulier des
helminthes, initialement suggérées dans I'HH et depuis lors largement
démontrées, a conduit dans les années 1990 a leur application
thérapeutique dans des modeéles expérimentaux et des études cliniques de
plusieurs MAI, en particulier les MICI, la SEP, la PR, le DT1, la maladie
ceeliaque, la maladie de Basedow et le psoriasis. Diverses espéces
d'helminthes et approches ont été expérimentées: la colonisation par les
larves d'helminthes, I'administration orale doeufs d'helminthes, et
I'utilisation d’antigénes dérivés des helminthes. Les thérapies dérivées des
helminthes, nous le détaillerons par la suite, ont permis a la fois dans les
modéles animaux et les essais cliniques, de prévenir ou retarder
I'apparition et réduire la gravité des MAI. Ces expériences sont résumées

dans la Table 1 (Annexe-1, page 118).
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3. ‘Proof of concept’ of the Hygiene Hypothesis

Helminth-derived therapies

The recognition of the extensive immunoregulatory properties of numerous
microorganisms from our environment especially helminthes, initially
suggested in the HH and since then widely demonstrated, led in the 1990s
to their therapeutic application in experimental models and clinical studies
of several immune-mediated conditions, including IBD, MS, RA, T1D, celiac
disease, Grave’s disease and psoriasis. Various species of helminthes and
approaches were experimented: colonization by helminthes larvae, oral
administration of helminthes ova, and use of antigens derived from
helminthes. Helminth-derived therapies, as will be detailed below, were
found both in animal models and clinical trials to prevent or delay the onset,
and reduce the severity of autoimmune diseases. These experiments are

summarized in Table 1 (Annexe-1, page 118).
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3.1 — Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI)

De solides données expérimentales utilisant les helminthes dans différents
modeles murins de colite ont suggéré leur bénéfice dans le traitement des
MICI (121,122,136,142—-149).

Ainsi, I'exposition aux antigénes solubles des ceufs (soluble eggs antigen,
SEA) (143) ou aux cercaires (144,146) de S. mansoni atténue de maniere
significative les colites trinitrobenzene sulfonique acid (TNBS) ou DSS-
induites (141) chez la souris, grace a la majoration des taux d’IL-4 et d’IL-
10, la baisse des niveaux d’IFN-y (143,144), ou par linduction de
macrophages F4/80+ (146).

De méme, linfection de souris avec soit des cercaires (142), soit des
antigenes (148) de T. spiralis avant I'induction d’une colite a dinitrobenzene
sulfonique acid (DNBS) réduit sa sévérité. Cette observation a été corrélée
avec une production accrue d'lL-4, d’'IL-13 et de TGF-[3, et une inhibition de
I'IFN-y, I'lL-1B, de l'activité myéloperoxydase (MPO) et de I'expression de
I'oxyde nitrique synthase inductible (inducible nitric oxide synthase, iNOS).
De méme, H. polygyrus (121,122), Hymenoleptis diminuta (H..diminuta)
(145), Schistosoma japonicum (S. japonicum) (147) et C. sinensis (136) ont
été capables d’atténuer ou de totalement prévenir la survenue de colite
dans des modéles Rag avec transfert de LT IL-10-/-, DNBS-, TNBS- et
DSS-induit respectivement, par des mécanismes incluant la promotion de
cellules Treg, de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5, IL-10), de CD
tolérogénes et de macrophages M2, ainsi que l'inhibition des sécrétions
d'IFN-y et d'IL-17.

Ces résultats encourageants ont conduit a la mise en place d’essais
cliniques (150-153) évaluant l'innocuité et le potentiel thérapeutique des
helminthes dans les MICI, principalement des ceufs de Trichuris suis (T.

suis) (T. suis ova, TSO).
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3.1 — Inflammatory bowel disease (IBD)

Strong experimental data using helminthes in various murine models of
colitis have suggested the benefit of helminth therapy in IBD
(121,122,136,142—-149).

Thus S. mansoni soluble egg antigen (SEA) (143) or cercariae (144,146)
exposure were shown to significantly attenuate trinitrobenzene sulphonic
acid (TNBS)-induced (143,144) or DSS-induced (146) colitis in mice by
enhancing IL-4 and IL-10 expression, decreasing INF-y levels (143,144) or
through induction of F4/80+ macrophages (146).

Infection of mice with either T. spiralis cercariae (142) or antigens (148)
prior to dinitrobenzene sulphonic acid (DNBS)-colitis induction reduced its
severity and was correlated with higher IL-4, IL-13 and TGF- production
and down-regulation of IFN-y, IL-1B3, myeloperoxidase (MPO) activity and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression.

Similarly, H polygyrus (121,122), Hymenoleptis diminuta (H.diminuta) (145),
Schistosoma japonicum (S. japonicum) (147) and C. sinensis (136) were
found to attenuate or prevent Rag IL-10-/- T-cell transfer model of colitis,
DNBS-, TNBS- and DSS-induced colitis respectively, through mechanisms
including promotion of Treg cells, Th2-cytokines (IL-4, IL-5, IL-10),
tolerogenic DC, M2-macrophages as well as inhibition of IFN-y and IL-17

secretion.

These encouraging results have led to conduct several clinical trials (150—
153) evaluating the safety and therapeutic potential of helminth therapy,

mainly Trichuris suis (T. suis) ova (TSO) in IBD patients.
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T. suis est un trichocéphale du porc capable de coloniser un héte humain
pour une courte période de temps. Aprés une étude initiale (150) suggérant
que les TSO administrés par voie orale pourraient étre un traitement sir et
efficace des MICI, Summers et al ont mené deux essais (151,152),
respectivement une étude ouverte chez 29 patients souffrant d'une MC
active, définie par un index d'activité de la maladie (Crohn Disease Activity
Index, CDAI) 2220 (151), et un essai randomisé en double aveugle controlé
versus placebo chez 54 patients atteints de RCH active, définie par un
indice d'activité (Ulcerative Disease Activity Index, UCDAI) 24 (152). Tous
les patients ayant une MC ont ingéré 2,500 TSO toutes les 3 semaines
pendant 24 semaines; les patients ayant une RCH ont regu soit 2,500 TSO
soit un placebo par voie orale toutes les 2 semaines pendant 12 semaines.
A la fin des études, 79,3% des patients avec une MC ont répondu
(diminution du CDAI>100 points ou CDAI<150) et 72,4% ont été mis en
rémission (CDAI<150). Concernant la RCH, bien que les taux de rémission
entre les deux groupes n'étaient pas significativement différents, l'index
UCDAI s'est amélioré chez 43,3% des patients avec un traitement par TSO
contre 16,7% sous placebo. Dans les deux études, aucun effet secondaire
n'a été rapporté. Bien que les mécanismes immunorégulateurs de T. suis
n'aient pas été étudiés dans ces essais, il est probable que cela implique
notamment la modulation des populations Th1, Th2, Th17 et Treg, comme
suggeéré dans les modeles murins.

En octobre 2013, I'étude clinique de phase 2 TRUST-I (154) évaluait un
traitement par TSO (7,500 TSO toutes les 2 semaines pendant 12
semaines) par rapport au placebo chez 250 patients ayant une MC
modérée a sévere. L’objectif principal (diminution du CDAI de 100 points)
et le principal objectif secondaire (CDAI<150) n’ont pas été atteints. Malgré
ces résultats décevants, les auteurs suggérent, d’apres l'analyse en sous-
groupes, que l'efficacité des TSO pourrait étre plus élevée chez les patients
les plus séveres (CDAI>290). Par ailleurs, plusieurs études cliniques
utilisant les TSO dans les MICI sont prévues (études listées dans (94,155)).
De plus, l'ankylostome Necator americanus (N. americanus) est proposé
comme alternative a T. suis, étant plus simple d'utilisation grace a des

effets plus durables (156), et apparaissant bien toléré (157).
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T. suis is a pig whipworm able to colonize a human host only for a short
period of time.Following an initial study (150) suggesting that TSO given
orally could be a safe and effective treatment of IBD, Summers et al
conducted two ftrials (151,152), respectively an open-label study in 29
patients suffering from active CD as defined by a Crohn’s Disease Activity
Index (CDAI) 2220 (151), and a randomized double blind placebo-
controlled ftrial in 54 patients with active UC, defined by an Ulcerative
Disease Activity Index (UCDAI) 24 (152). All CD patients ingested 2,500
TSO every 3 weeks for 24 weeks; UC received either 2,500 TSO or
placebo orally at 2-weeks intervals for 12 weeks. At the conclusion of the
studies, 79.3% CD patients responded (decrease in CDAI>100 points or
CDAI<150) and 72.4% remitted (CDAI<150). Regarding UC patients,
although remission rates between the two groups were not significantly
different, improvement of the UCDAI occurred in 43.3% patients with ova
treatment compared with 16.7% given placebo. In both studies no side
effects were reported. Although T. suis immunoregulatory mechanisms
were not studied in these ftrials, it is assumed that it notably involves a
modulation of Th1, Th2, Treg and Th17 subsets as suggested in murine
models.

In October 2013, the TRUST-I phase 2 clinical trial (154) evaluating TSO
treatment (7,500 ova every 2 weeks for 12 weeks) versus placebo in 250
moderate-to-severe CD patients failed to reach its primary (100-point CDAI
decrease) and key secondary (achieving CDAI<150) endpoints. Despite
these discouraging results, the authors assume, according to subgroups
analysis, that the effectiveness of TSO could be higher in severe patients
(CDAI>290). Several clinical trials using TSO in IBD patients are provided
(listed in (94,155)). Furthermore, the human hookworm Necator
americanus (N. americanus) is suggested as an alternative to T. suis since
it is easier to use due to longer-lasting effects (156) and it appears to be
well tolerated (157).
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3.2 — La sclérose en plaques (SEP)

De nombreuses études (103,105,120,128,158-164) menées chez des
souris atteintes d'EAE, le modeéle animal principal de SEP, ont mis en
évidence l'intérét des thérapies dérivées d'helminthes dans cette maladie.
En effet, le traitement préalable des souris avant l'induction de 'EAE avec
soit des ceufs (161), des cercaires (159) ou des antigénes (163) de S.
mansoni a conduit a une réduction significative de l'incidence et de la
gravitét de la maladie mesurée par des scores cliniques et par
linflammation du systéme nerveux central (SNC). Cet effet protecteur a été
associé a une diminution de I'lL-12, du TNF-a et de I'lFN-y, et a une
production accrue d’'IL-4, d'IL-10 et de TGF-B. Il est intéressant de noter
chez les souris infectées une augmentation de l'infiltration du SNC par des
LT sécréteurs d’IL-4 spécifiques du neuroantigene et une diminution des
infiltrats de macrophages et de LT CD4+. De méme, le prétraitement de
rats Dark Agouti avec des produits d'ES de T. spiralis (ES-L1) (103,164)
avant l'induction de 'EAE améliore la gravité clinique et histologique de
I'EAE d'une maniére dose-dépendante. Les mécanismes impliquent une
inhibition des cytokines Th1 et Th17 (IFN-y, IL-17) et une promotion des
cytokines de type Th2 (IL-4, IL-10) et du TGF- ainsi qu’une expansion des
cellules Treg. De plus, le transfert de cellules T spléniques de rats infectés
par T. spiralis chez des rats EAE reproduit dans certains cas la protection
contre le développement de la maladie. Comme indiqué précédemment
(voir §1-2.3.2), l'injection 7 jours avant l'induction de 'EAE de CD stimulées
avec le produit de T. spiralis ES-L1 (120) a également permis d’améliorer la
maladie en augmentant le nombre de LTreg et les niveaux de sécrétion de
I'IL-4, I'lL-10 et du TGF-B, et en baissant ceux de I'lFN-y et de I'lL-17, tant

au niveau systémique que dans les organes cibles.

Par ailleurs, plusieurs études ont démontré l'intérét des infections a H.
polygyrus (128), Trichinella pseudospiralis (T. pseudospiralis) (105), S.
Jjaponicum (165), Fasciola hepatica (F. hepatica) (162) et Taenia crassiceps
(T. crassiceps) (160) pour prévenir ou retarder I'apparition, et améliorer la
gravité de 'EAE.
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3.2 — Multiple sclerosis (MS)

Many studies (103,105,120,128,158-164) conducted in EAE mice, the
main animal model of MS, have highlighted the interest of helminth-derived
therapies in this disease. Indeed, prior treatment of mice before EAE
induction with either S. mansoni ova (161), cercariae (159) or antigen (163)
significantly reduced the incidence as well as the severity of EAE as
measured by clinical scores and central nervous system (CNS)
inflammation. This protective effect was associated with decreased IL-12,
IFN-y, TNF-a production and higher IL-4, IL-10 and TGF-B levels in
periphery. It is of interest to note that increased IL-4 producing
neuroantigen-specific T-cells and reduced macrophages and CD4+ T-cells
infiltration was observed in the CNS of infected mice as compared to
controls. Similarly, pretreatment of EAE Dark Agouti rats with T. spiralis ES
products (ES-L1) (103,164) ameliorated the clinical and histological severity
of induced EAE in a dose-dependent way. The mechanisms involved an
inhibition of Th1 and Th17-cytokines (IFN-y, IL-17) and a promotion of Th2-
cytokines (IL-4, IL-10) and TGF-B, as well as the induction of Treg cells.
Transfer of splenic T-cells from T. spiralis-infected rats into EAE rats
reproduced in some cases protection from disease development. As
previously reported (see §1-2.3.2), injection of DC stimulated with T. spiralis
ES-L1 products 7 days before EAE induction (120) was also found to
ameliorate EAE by increasing IL-4, IL-10, TGF-B and Treg levels and
decreasing IFN-y and IL-17 production both at a systemic level and in

target organs.

Otherwise, several studies have demonstrated the benefit of H. polygyrus
(128), Trichinella pseudospiralis (T. pseudospiralis) (105), S. japonicum
(165), Fasciola hepatica (F. hepatica) (162) and Taenia crassiceps (T.
crassiceps) (160) infections to prevent or delay the onset and improve EAE

severity.
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Ces effets résultent de linhibition des réponses Th1 et Th17, de la
diminution des sécrétions d'IFN-y, TNF-q, IL-6 et IL-17 avec une réduction
de l'infiltrat inflammatoire du SNC, d’'une production accrue de cytokines de
type Th2 (IL-4, IL-10) et d’'une hausse de la prolifération des Breg, Treg,

macrophages M2 et CD tolérogénes.

A ce jour peu d'études ont évalué le potentiel thérapeutique des helminthes
chez des patients atteints de SEP. Les observations les plus relevantes ont
été rapportées par Correale et al (130,166,167) a travers plusieurs études
prospectives comparant une série de 12 patients atteints de SEP
naturellement infectés par différentes espéces d'helminthes (Hymenoleptis
nanan, Trichuris trichura, Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercolaris et
Enterobius vermicularis) avec 12 patients ayant une SEP, non-infectés,
ainsi qu’avec des sujets infectés sans SEP et des sujets sains. Les auteurs
ont évalué les caractéristiques cliniques, radiologiques et immunologiques
de chaque groupe de patients avec un suivi de 4,6 ans étendu a 7,5 ans
dans un rapport ultérieur. Au cours de la période initiale de 4,6 ans (166),
les patients ayant une SEP infectés ont présenté un nombre
significativement plus faible de rechutes, des scores d'invalidité réduits et
une activité moindre de la maladie a 'IRM par rapport aux sujets non
infectés. Les patients infectés présentaient des niveaux plus faibles d'lL-12
et d’'IFN-y et accrus d'IL-10 et de TGF-B. En outre, le nombre de LTreg et
de lymphocytes Breg sécrétant de I'lL-10 était significativement augmenté
chez les patients parasités par rapport aux autres groupes (130). Fait
intéressant, ces cellules Breg produisaient également de plus grandes
quantités de Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) et Nerve Growth
Factor (NGF), ayant potentiellement un réle neuroprotecteur sur le SNC
(127). Le traitement anti-helminthique administré chez 4 des 12 patients en
raison de symptbmes gastro-intestinaux (167) a conduit a une élévation
significative de l'activité clinique et radiologique de la SEP et des taux
d'IFN-y et d’IL-12 de méme qu’a une baisse des LTreg, du TGF-3 et de I'lL-

10, visibles trois mois apres l'introduction du traitement anti-helminthique.



45

These effects result from inhibition of Th1- and Th17-responses with lower
IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17 secretion, reduction of CNS inflammatory
infiltrate, enhanced Th2-cytokines production (IL-4, IL-10), and proliferation

of Breg, Treg, M2-macrophages and tolerogenic DC populations.

To date few studies have evaluated the therapeutic potential of helminthes
in MS patients. The most noteworthy observations were reported by
Correale et al (130,166,167) through several prospective studies comparing
a series of 12 patients with MS naturally infected with different species of
helminthes (Hymenoleptis nanan, Trichuris trichura, Ascaris lumbricoides,
Strongyloides stercolaris and Enterobius vermicularis) with 12 non-infected
MS patients as well as with infected patients without MS and healthy
subjects. The authors assessed the clinical, radiological and immunological
characteristics of each group of patients with a 4.6-year follow-up extended
to 7.5 years in a later report. During the initial 4.6-year follow-up period
(166), parasite-infected MS patients showed significantly lower number of
relapses, reduced disability scores, and lower Magnetic Resonance
Imaging (MRI) activity compared to uninfected MS subjects. Infected
patients showed higher IL-10 and TGF-B and lower IL-12 and IFN-y
secreting cells levels. Moreover, Treg and IL-10-secreting Breg cells were
significantly increased in parasite-infected patients compared to other
groups (130). Interestingly, these Breg cells were also found to produce
greater amounts of Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) and Nerve
Growth Factor (NGF) raising the possibility that these cells may exert a
neuroprotective effect on the CNS (130). Anti-helminthic treatment of 4 of
the 12 patients administrated due to gastrointestinal symptoms (167) led to
significant rise in clinical and radiological MS activities and in the number of
IFN-y and IL-12 producing cells together with a fall in the levels of Treg
cells and TGF-B and IL-10-secreting cells that became evident 3 months

after anti-helminthic treatment began.
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Une étude de tolérance de phase 1 (phase 1 Helminthes-induced
Immunomodulatory Therapy — HINT-1) (168) inoculant 2,500 TSO par voie
orale toutes les 2 semaines pendant 3 mois chez 5 patients présentant une
SEP rémittente a rapporté de Iégers effets secondaires gastro-intestinaux.
Le nombre moyen de nouvelles Iésions en IRM est passé de 6,6 a
l'inclusion a 2,0 aprés 3 mois d'administration des TSO et est remonté a 5,8
2 mois aprés la fin du traitement. Compte tenu de ces résultats
encourageants, plusieurs essais cliniques sont déja en cours ou prévus, y
compris une extension de HINT-1 ainsi que de nombreuses études
évaluant les TSO ou l'ankylostome N. americanus administré par voie

cutanée en traitement de la SEP (études listées dans (94,155,169)).
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A safety phase-1 study (phase 1 Helminthes-induced Immunomodulatory
Therapy — HINT-1) (168) inoculating 2,500 TSO orally every 2 weeks for 3
months in 5 relapsing-remitting MS (RRMS) patients reported mild
gastrointestinal side effects. The mean number of new MRI lesions fell from
6.6 at baseline to 2.0 after 3 months of TSO administration and rose again
to 5.8 at 2 months after the end of the study. In view of these encouraging
results, several clinical trials are already underway or planned, including an
extension of HINT-1 as well as numerous studies evaluating TSO or
dermally-administrated hookworm N. americanus as therapies in MS
patients (listed in (94,155,169)).
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3.3 — La polyarthrite rhumatoide (PR)

Plusieurs thérapies dérivées d’helminthes ont été expérimentées dans des
modeles murins de PR, la glycoprotéine de filaire ES-62 étant la mieux
caractérisée (170). Cependant a ce jour, aucune molécule d’helminthe n’a
fait I'objet d’essais cliniques dans la PR.

L'ES-62 est une glycoprotéine tétramérique contenant de la
phosphorylcholine (PC) sécrétée par le nématode filaire du rongeur A.
vitae, et décrite pour la premiére fois en 1989 (171). Il y a maintenant dix
ans, cette glycoprotéine a été utilisée avec succes sur un modéle murin de
PR réduisant de facon significative la survenue, la sévérité et la
progression de I'AIC chez la souris DBA/1 (113). Depuis lors, les
mécanismes de protection de I'ES-62 dans ce modeéle murin ont été
spécifies par Harnett et al au travers de plusieurs expériences
(107,127,172-174).

Ainsi, I'ES-62 inhibe les réponses Th1 et Th17, entrainant une diminution
des taux d'IFN-y, TNF-a, IL-6 et IL-17 a la fois dans les ganglions
lymphatiques et les articulations des souris. En ce qui concerne la réponse
Th-17, 'ES-62 inhibe la production d'lL-17 a la fois par les cellules innées
(LT yd) et adaptatives (LTh17), par des mécanismes CD-dépendants et
indépendants (107). Il diminue la production d’anticorps IgG2a spécifiques
du collagéne et réduit I'activation, la prolifération et l'infiltration dans les
articulations des cellules B effectrices, en particulier des plasmocytes
(127). Inversement, I'ES-62 accroit la production d'IL-10 par les
splénocytes et rétablit les taux de cellules Breg productrices d'IL-10 (127).
L’IL-22 présente une double fonction au cours de I'AIC. En effet, tandis
gu’elle exerce un effet pathogéne au cours de la phase d'initiation, I'lL-22
contribue a résoudre l'inflammation et les lésions articulaires lorsque la
maladie est établie. L'exposition a 'ES-62 in vivo supprime le pic précoce
d'IL-22 puis induit une forte expression dans un second temps, les taux
sériques d'lL-22 étant alors corrélés inversement avec les scores
articulaires (173). Enfin, 'ES-62 est capable de moduler les CD pour

promouvoir une réponse de type Th2.



47

3.3 — Rheumatoid arthritis (RA)

Several helminthic products with immunomodulatory properties have been
experienced in mice models of RA, the filarial-derived glycoprotein ES-62
being the best characterized (170). However so far no helminth-derived
molecule have been used in RA clinical trials.

ES-62 is a tetrameric phosphorylcholine (PC)-containing glycoprotein
secreted by the rodent filarial nematode A. vitae first described in 1989
(171). A decade ago, this glycoprotein has been demonstrated to
significantly reduce the initiation, severity and progression of CIA in DBA/1
mice, a murine model of RA (113). Since then, its protective mechanisms in
CIA mice have been specified by Harnett et al through several experiments
(107,127,172-174).

Thus ES-62 inhibits Th1- and Th17-responses resulting in decreased levels
of IFN-y, TNF-a, IL-6 and IL-17 both in draining lymph nodes and joints of
CIA animals. Regarding Th-17 response, ES-62 down-regulates IL-17
production by both innate (y® T cells) and adaptive (Th17 CD4+ cells) cells
via DC-dependent and independent mechanisms (107). It decreases
collagen-specific IgG2a antibodies production and reduces effector B-cells,
particularly plasma cells, activation, proliferation and joints infiltration (127).
Conversely, ES-62 was found to up-regulate IL-10 production by
splenocytes and to restore IL-10-producing Breg cells levels in CIA mice
(127). IL-22 plays a dual role in CIA, being pathogenic during the initiation
phase while acting to resolve inflammation and joint damage during
established disease. Exposure to ES-62 in vivo suppressed the early peak
of IL-22 but induced strong expression at later time points, serum levels of
IL-22 correlating inversely with articular scores (173). Finally, ES-62 is also

able to modulate DC to promote a Th2-response.
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De fagon intéressante, la plupart des actions anti-inflammatoires de 'ES-62
au cours de I'AIC ont été attribuées a son fragment PC (172). En effet, la
molécule ES-62 ainsi qu’un conjugué de PC-ovalbumine ont tous deux
permis de réduire la gravité de 'AIC en inhibant la production de cytokines
Th1, tandis qu’'une forme recombinante d’ES-62 sans PC n'a eu aucun
effet sur la progression de I'AIC. Les actions anti-inflammatoires de ES-62
ont été perdues avec le composé sans PC a la fois dans les modeéles
animaux d’AIC et sur les tissus synoviaux de patients atteints de PR. En
outre, un analogue de la PC contenant de la sulfone (11a) a été congu et a
démontré son efficacité en protégeant les souris DBA/1 contre le
développement de I'AIC (174).

En dehors du produit de sécrétion d’A. vitae, plusieurs helminthes,
notamment S. mansoni (106), H. diminuta (175), F. hepatica (176), S.
Japonicum (177), H.polygyrus et Nippostrongylus brasiliensis (178) ont
empéché efficacement le développement d’arthrite dans des modeéles
murins de PR par linhibition de la sécrétion de cytokines Th1/Th17,
I'induction de CD tolérogénes et la promotion de la prolifération des cellules

Treg.
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Interestingly, most of the anti-inflammatory actions of ES-62 in CIA have
been shown to be related to its PC moiety (172). Indeed, the whole ES-62
molecule and a PC-ovalbumine conjugate successfully reduced the disease
severity by suppressing Th1-cytokines production while a PC-free
recombinant form of ES-62 failed to prevent CIA progression. Both in CIA
animal models and synovial tissues from patients with RA, the anti-
inflammatory actions of ES-62 were lost without the PC compound.
Furthermore, a sulfone-containing PC analogue (11a) was designed and
demonstrated to be effective in protecting DBA/1 mice from developing CIA
(174). Apart from A. vitae secretory product, several helminthes, including
S. mansoni (106), H. diminuta (175), F. hepatica (176), S. japonicum (177),
H.polygyrus and Nippostrongylus brasiliensis (178), have been
demonstrated to effectively prevent RA-like disease in mice models through
inhibition of Th1/Th17 cytokines secretion, induction of tolerogenic DC and

promotion of Treg cells proliferation.
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3.4 — Le diabéte de type-1 (DT1)

Aucun essai clinique utilisant des thérapies dérivées d'helminthes n’a
jusqu'ici été meneé chez des patients ayant un DT1. Cependant, un grand
nombre de données expérimentales issues des souris Non-Obese Diabetic
(NOD) (108-112,114,179-182), le modéle murin de DT1, suggerent
I'efficacité thérapeutique des helminthes en particulier en ce qui concerne
S. mansoni (110-112,179,180).

Cooke et al (179) furent les premiers a mettre en lumiére l'efficacité de
l'infection a S. mansoni comme traitement préventif chez les souris NOD.
En effet, I'infection avec des cercaires ou des SEA de S. mansoni réduisait
significativement l'incidence spontanée du diabéte et empéchait la
commutation de classe IgM a IgG des auto-anticorps anti-insuline
normalement observée dans la plupart des souris NOD a l'approche du
diabéte patent.

Les auteurs reproduisirent par la suite cet effet protecteur dans une série
d'expériences en en spécifiant les mécanismes (110-112,180). Les SEA
de S. mansoni lorsqu’ils sont administrés a des souris agées de
4 semaines préviennent totalement l'apparition du DT1 (110). Il a été
montré une expansion des cellules Treg TGF-B-dépendante, ainsi que des
cellules Th2 s’accompagnant d’'une augmentation de la sécrétion d'IL-4, IL-
5, IL-10 et IL-13. En outre, les LT de souris traitées par SEA présentent
une capacité réduite a transférer le diabéte a des souris NOD-DICS (déficit
immunitaire combiné séveére). Les souris NOD sont connues pour avoir un
déficit en cellules NKT V alpha 14i, l'expansion de cette population
prévenant [l'apparition du diabéte (183). Les SEA de S. mansoni
augmentent le nombre de cellules NKT V alpha 14i. lls induisent également
une modulation des CD, qui sécrétent plus d'lL-10 et moins d’IL-12.
Récemment w-1, 'une des deux glycoprotéines majeures sécrétées par les

ceufs de S. mansoni, a été montrée étre a I'origine de ses effets (112).
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3.4 — Type-1 diabetes (T1D)

No clinical trial using helminth-derived therapies has so far been conducted
in T1D patients. However, a large body of experimental data from Non-
Obese Diabetic (NOD) mice (108-112,114,179-182), the murine model of
T1D, suggest their effectiveness especially regarding S. mansoni (110—
112,179,180).

Cooke et al (179) were the first to suggest the interest of S. mansoni
infection as a preventive treatment in NOD mice. Infection with S. mansoni
cercariae or SEA significantly reduced the spontaneous incidence of
diabetes and prevented the class switch from IgM to IgG anti-insulin
autoantibodies normally seen in most NOD mice as they approach overt
diabetes. They subsequently reproduced this protective effect in a series of
experiments by specifying its mechanisms (110-112,180). S. mansoni SEA
completely prevented the occurrence of T1D when injected to 4-week old
NOD mice (110). It was shown to expand Treg cells in a TGF- dependent
manner and Th2 cells with increased secretion of IL-4, IL-5, IL-10 and
IL-13. Moreover, T-cells from SEA-treated mice exhibited reduced ability to
transfer diabetes to NOD-SCID (severe combined immunodeficiency)
recipients. NOD mice are known to have deficiency in V alpha 14i NKT
cells, the expansion of this population preventing diabetes onset (183).
S. mansoni SEA increased the number of V alpha 14i NKT cells. It also
induced functional changes in DC, found to secrete more IL-10 and less IL-
12. Recently w-1, one of the two major glycoproteins secreted by

S. mansoni ova, was demonstrated to be responsible for its effects (112).
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Plusieurs études ont également mis en évidence l'efficacité d’H. polygyrus
(108,181), T. spiralis (108), L. sigmodontis (109,114), et d’'un antigéne
recombinant (rDiAg) de Dirofilaria immitis (D. immitis) (182) pour prévenir
I'apparition du diabéte chez la souris NOD, notamment en provoquant une
réponse de type Th2 et en promouvant la prolifération des cellules Treg,
empéchant ainsi considérablement le développement de [linsulite

pancréatique.
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Several studies also evidenced the efficacy of H. polygyrus (108,181), T.
spiralis (108), L. sigmodontis (109,114), and Dirofilaria immitis (D. immitis)
recombinant antigen (rDiAg) (182) to completely prevent the occurrence of
diabetes in NOD mice especially by eliciting a Th2-type response and
promoting the proliferation of Treg cells, thereby markedly inhibiting

pancreatic insulitis.
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3.5 — Autres maladies auto-immunes

Les données expérimentales et cliniques évaluant la thérapie par les

helminthes dans d'autres conditions inflammatoires chroniques sont rares.

En ce qui concerne la maladie cceliaque, une étude contrdlée contre
placebo en double aveugle (184) a étudié les effets d’inoculations cutanées
de N. americanus chez 10 patients comparé a 10 patients non-infectés. Les
vaccinations avec 15 larves de troisieme stade ont été réalisées aux
semaines 0 et 12, et un test oral au gluten de cinq jours a été entrepris a la
semaine 20. Aucune diminution significative de la gravité des symptdmes
n‘a été observée chez les sujets infectés par rapport aux patients non
infectés. Toutefois, les données immunologiques de l'essai clinique
analysées dans une étude ultérieure (185) ont montré une inhibition des
réponses Th1 et Th17 dans le duodénum des patients infectés par
I'ankylostome avec une diminution de la production d'IFN-y et d'IL-17A. Les
auteurs ont émis I'hypothése que la dose d’ankylostome utilisée dans

I'essai pourrait étre insuffisante pour réprimer efficacement la maladie.

Dans la maladie de Basedow, l'utilisation prophylactique de produits de
S. mansoni dans un modéle murin avant l'induction de la maladie a
empéché son développement par une polarisation Th2 (186). Cet effet était
associé a une diminution des anticorps anti-TSHR (Thyroid Stimulating
Hormone Receptor) de la sous-classe IgG2a et des taux d'IFN-y, ainsi qu’a

une augmentation de la prolifération des LTreg.

Enfin, une étude (187) réalisée sur le modele murin de psoriasis fsn/fsn a
démontré I'efficacité d’un traitement sous-cutané utilisant un glycane de S.
mansoni (LNFPIIl) pour prévenir l'apparition des lésions psoriasiques
cutanées. Les cellules cutanées provenant de souris traitées par LNFPIII
sécrétaient des quantités moindres d'IFN-y et des taux plus élevés d'IL-13
par rapport aux souris témoins, objectivant un déplacement vers une
réponse de type Th2. Par ailleurs, il faut noter que plusieurs essais

cliniques utilisant les TSO sont prévus dans le psoriasis (94,155).
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3.5 — Other immune-mediated diseases

Experimental and clinical data evaluating helminth therapy in other chronic
inflammatory conditions are scarce. Regarding celiac disease, a double-
blinded placebo-controlled study (184) explored the effects of N.
americanus cutaneous inoculations in 10 patients compared with 10 non-
infected patients. Inoculations of 15 third-stage larvae were performed at
week-0 and -12, and a five-day oral gluten challenge was undertaken at
week-20. No significant reduction in symptoms severity was seen in
infected subjects compared to non-infected patients. However,
immunological data from the clinical trial analyzed in a subsequent study
(185) found that basal Th1- and Th17-responses were inhibited in the
duodenum of hookworm-infected patients with decreased IFN-y and IL-17A
production. The authors hypothesized that the infective dose of hookworms
used in the trial may be insufficient to effectively suppress the

immunopathology of celiac disease.

In Grave’s disease, prophylactic use of S. mansoni products homogenate in
a mouse model prior to disease induction prevented its development by a
Th2 polarization (186). It was associated with decreased IgG2a subclass
anti-TSHR (Thyroid Stimulating Hormone Receptor) antibodies production,

lower IFN-y levels and enhanced Treg proliferation.

Finally, one experiment (187) conducted on the fsn/fsn mouse model of
psoriasis demonstrated the efficacy of subcutaneous S. mansoni LNFPIII
glycan treatment to prevent the appearance of psoriatic skin lesions as
compared with control mice. Skin cells from LNFPIll-treated mice secreted
lower amounts of IFN-y and increased levels of IL-13, evidencing a shift
toward a Th2-type response. Meanwhile, it is to note that several clinical

trials using TSO are planned in psoriasis (94,155).
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4. Le lupus érythémateux disséminé

4.1 - Un challenge thérapeutique

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une MAI chronique
caractérisée par une atteinte multi-viscérale, allant de manifestations
relativement bénignes a des complications graves voire mortelles telles que
la néphropathie lupique (classification , les atteintes neuropsychiatriques et
cardiaques, associée a un vaste profil d'auto-anticorps (188). Le LED est
présent dans le monde entier, bien que lincidence et la prévalence
divergent selon les zones géographiques, respectivement de 1 a 20/100
000 et de 20 a 200/100 000 habitants, les femmes étant neuf fois plus
affectées que les hommes (189). Malgré que la survie 5 ans aprés le
diagnostic du LED ait augmenté de <50% dans les années 1950 a environ
95% dans les études les plus récentes (190-192), tous les pays n'ont pas
profité de maniére égale de cette amélioration du pronostic, la probabilité
de survie étant significativement plus faible dans de nombreux pays en voie
de développement. Les ratios standardisés de mortalité (standardized
mortality ratios, SMR) pour les patients atteints de LED restent 2 a 4 fois
plus élevés par rapport a la population générale et le taux de mortalité est 2
a 3 fois plus élevé dans certains groupes ethniques (189). Une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la
pathogénie des MAI a conduit a la mise au point de nouveaux traitements
biologiques ciblés, venant s’ajouter a I'arsenal des anciennes drogues
immunosuppressives (193). Néanmoins les thérapies existantes, en dépit
d'étre efficaces pour contréler I'activité de la maladie, offrent rarement une
rémission a long terme. De plus la toxicité médicamenteuse contribue

largement a la morbidité et a la mortalité constatées dans cette maladie.

Par conséquent, il apparait nécessaire de développer de nouvelles
approches thérapeutiques dans le LED. Dans cette quéte de nouvelles
stratégies, les thérapies dérivées des helminthes offrent un potentiel

prometteur.
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4. Systemic lupus erythematosus

4.1 — A therapeutic challenge

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disorder
characterized by a multisystem organ involvement ranging from relatively
mild manifestations to severe or life-threatening complications, such as
lupus nephritis, neuropsychiatric disorders and cardiac involvement,
associated with a wide profile of autoantibodies (188). SLE affects people
worldwide, though the incidence and prevalence may diverge according to
the countries from 1 to 20/100,000 and from 20 to 200/100,000
respectively, with women being affected nine times as much as men (189).
Despite the probability of surviving 5 years after diagnosis of SLE has
increased from < 50% in the 1950s to about 95% in the most recent studies
(190-192), all countries have not shared equally in this improved
prognosis, with significantly lower survival probabilities in many developing
countries. The standardized mortality ratios (SMR) for SLE patients remain
2—4-fold higher compared to the general population, with death rate 2-3-
fold higher in some ethnic groups (189). Improved understanding of the
molecular mechanisms underlying the pathogenesis of autoimmune
diseases has led to the development of new-targeted biological treatments
adding to the arsenal of old immunosuppressive drugs (193). Nevertheless,
existing therapies for SLE, despite being effective in suppressing disease
activity, rarely offer long-term remission. Moreover medication-related

toxicity contributes to morbidity and mortality of this disease.

Therefore, there is a need for novel approaches in SLE. In the quest for
new therapeutic strategies, helminth-derived therapies offer promising

potentials.
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4.2 — Lupus et infections parasitaires

A ce jour, aucune étude clinique n’a évalué les thérapies dérivées des
helminthes dans le traitement du LED. Toutefois, certaines données de la
littérature suggérent un effet bénéfique des infections parasitaires dans le
LED.

Greenwood fut le premier il y a prés d’'un demi siecle a corréler une
moindre incidence de plusieurs MAI au Nigéria, dont le LED, avec la
fréquence accrue des infections parasitaires dans ce pays, suggérant un
effet protecteur des parasites sur les désordres inflammatoires chroniques
(20). 1l confirma par la suite ses observations en démontrant que l'infection
du modele de souris lupique (New Zealand Black x New Zealand White/F1)
(NZBxW/F1) avec le parasite du paludisme du rongeur Plasmodium
berghei prévenait I'apparition de la maladie (21).

L’effet protecteur de la malaria sur le développement du LED a depuis été
étayé a la fois par des données épidémiologiques, montrant une faible
prévalence du LED dans les zones d’endémie du paludisme (194—-196), et
sur différents modéles murins de LED (197,198).

En 2004, Chen et al (199) montrent chez la souris lupique NZBxW/F1 un
effet protecteur de l'infection a Toxoplasma gondii. En effet, les souris
infectées présentent une réduction significative de la sévérité de la néphrite
lupique ainsi qu’'une espérance de vie prolongée. Cet effet s'Taccompagne
d’'une diminution des taux d’auto-anticorps anti-ADN et des cytokines de
type Th1 et Th2 (IFN-y et IL-10).

Récemment, une étude (200) a pour la premiére fois analysé les effets de
infection de souris lupiques MRL/Ipr par un helminthe, le trematode
S. mansoni. Les résultats ont montré une modification compléte du
phénotype de la glomérulonéphrite lupique, évoluant d’une forme diffuse
proliférative sévere Th1-médiée vers une forme membraneuse Th2-médiée
de meilleur pronostic chez les souris infectées. Cet effet s’Taccompagnait
d’une modulation du profil cytokinique favorisant une réponse de type Th2,

avec des niveaux augmentés notamment d’IL-4, IL-5, IL-10, et TGF-.
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4.2 — Lupus and parasitic infections

To date no clinical study has evaluated helminth-derived therapy in the
treatment of SLE. However, some literature data suggest a beneficial effect

of parasitic infections in SLE.

Greenwood was the first to correlate almost half a century ago a lower
incidence of several autoimmune diseases including SLE in Nigeria with the
increased frequency of parasitic infections in this country, suggesting a
protective effect of parasites on chronic inflammatory disorders (20). He
later confirmed his observations by demonstrating that infection of the
NZBxW/F1 (New Zealand Black x New Zealand White/F1) lupus mice
model with the rodent malaria parasite Plasmodium berghei prevented the
occurrence of the disease (21).

The protective effect of malaria on the development of SLE has since been
supported by both epidemiological data showing a low prevalence of SLE in
malaria endemic areas (194-196) and experimental data from various

lupus murine models (197,198).

In 2004, Chen et al (199) demonstrate in NZBxW/F1 lupus prone mice a
protective effect of Toxoplasma gondii infection. Indeed, infected mice
show a major decrease in lupus nephritis severity as well as extended life
expectancy. This effect is accompanied by a reduction in anti-DNA
autoantibodies rates and in Th1 and Th2 cytokines production (IFN-y and
IL-10).

A recent study (200) analyzed for the first time the effects of MRL/Ipr lupus
mice infection with an helminth, that is the trematode S. mansoni. The
infection completely changed the phenotype of glomerulonephritis in
MRL/Ipr mice, switching from a severe diffuse proliferative Th1-mediated
pattern towards a membranous Th2-mediated nephritis associated with
better prognosis in infected mice. This effect was associated with a
modulation of cytokine profile shifting Th balance from Th1 to Th2
response, with increased levels of IL-4, IL-5, IL-10, and TGF-(3.
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Ces données encourageantes, ainsi que le large faisceau d’études
cliniques et expérimentales démontrant I'intérét des thérapies dérivées des
helminthes dans les MAI nous ont amenés a évaluer les effets du TPC
(Tuftsin-Phosphorylcholine), un composé - que nous détaillerons plus loin -
a base de tuftsin (T) et d’'un dérivé d’helminthe, la phosphorylcholine (PC)

dans le modele murin de lupus NZBxW/F1.

Le modéle de souris NZBxW/F1 est le plus ancien modéle de LED. Les
souris développent un phénotype sévere comparable a celui des patients
atteints de LED, avec des adénopathies, une splénomégalie, des auto-
anticorps antinucléaires élevés incluant des anticorps anti-ADNdb (ADN
double brin) de type IgG, et une glomérulonéphrite avec dépbts de
complexes immuns se manifestant a 5-6 mois d'age et conduisant a une

insuffisance rénale et au décés a I'age de 10-12 mois (201).
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These encouraging data and the broad cluster of clinical and experimental
studies demonstrating the benefits of helminth-derived therapies in
autoimmune diseases led us to evaluate the effects of TPC (tuftsin-
Phosphorylcholine), a compound - detailed later - containing tuftsin (T)
together with phosphorylcholine (PC), a helminth-derivative, in the

NZBxW/F1 mouse model of lupus.

The NZBxW/F1 mice we used is the oldest classical model of SLE. It
develops severe lupus-like phenotype comparable to that of SLE patients,
with lymphadenopathies, splenomegaly, elevated serum antinuclear
autoantibodies including anti-dsDNA (double stranded DNA) IgG, and
immune complex-mediated glomerulonephritis that becomes apparent at 5-
6 months of age, leading to kidney failure and death at 10—12 months of
age (201).
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5. Le composé Tuftsin-Phosphoryicholine (TPC)

Notre étude vise a évaluer une nouvelle approche thérapeutique qui repose
sur un dérivé d’helminthe, la phosphorylcholine (PC), combiné a un

adjuvant naturel, la tuftsin (T).

5.1 — La phosphorylcholine (PC)

Depuis plusieurs années, les avancées scientifiques ont permis
identification de certains des composants des helminthes actifs sur le
systéme immunitaire, notamment les produits d’excrétion-sécrétion (ES)
produits par les helminthes (202).

Il'y a vingt ans, Harnett et al décrivaient 'ES-62 (171), une glycoprotéine
secrétée par un nématode du rongeur, Acanthocheilonema vitae, ainsi que
ses nombreuses propriétés immunomodulatrices anti-inflammatoires
(203,204). La premiére utilisation de 'ES-62 en 2003 (113) sur un modéle
murin de PR, I'AIC de la souris DBA/1, a permis une réduction majeure de
incidence de la maladie, mais également de sa sévérité et de sa
progression lors de stades plus avancés. Des études ultérieures
(107,127,173) ont confirmé ces résultats en précisant les mécanismes
impliqués (voir §1-3.3). Cela inclut une diminution des réponses Th1/Th17,
réduisant les sécrétions d'IFN-y, TNF-a, IL-6 et IL-17 (107), et la
modulation de la production d’'IL-22 au cours de la maladie (173). Par
ailleurs, on observe une inhibition de I'activation, la prolifération, la
production d’lgG2a et linfiltration articulaire des cellules B effectrices, en
particulier des plasmocytes (127). Inversement, I'ES-62 favorise la
production d’'IL-10, et la différentiation des cellules Breg productrices
d’IL-10 (127) et des CD tolérogénes (205,206).
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5. Tuftsin-Phosphorylcholine compound (TPC)

Our current study aims to investigate a novel therapeutic approach based
on a helminth derivative, namely phosphorylcholine (PC), combined with a

natural adjuvant, that is tuftsin (T).

5.1 — Phosphorylcholine (PC)

For several years, scientific progresses have led to the identification of
some of the helminthes’ components active on the immune system,

including excretory-secretory (ES) helminth products (202).

Twenty years ago, Harnett et al described ES-62 (171), a glycoprotein
secreted by the rodent nematode Acanthocheilonema vitae, and its
numerous anti-inflammatory immunomodulating properties (203,204). The
first application of ES-62 in 2003 (113) in the DBA/1 RA mouse model
resulted in a dramatic reduction in incidence as well as severity and
progression of the CIA. Subsequent studies (107,127,173) confirmed these
results by specifying the mechanisms involved (see §1-3.3). It includes a
reduction in Th1/Th17 responses resulting in reduced secretion of IFN-y,
TNF-q, IL-6 and IL-17 (105) and modulation of IL-22 production during the
disease. Furthermore, an inhibition of effector B-cells activation,
proliferation, 1gG2a production and articular infiltration is reported,
especially regarding plasma cells. Conversely, ES-62 promotes the
production of IL-10, and differentiation of IL-10-producing Breg cells and

tolerogenic DC.
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Il a été récemment établi (172,206) que les effets immunosuppresseurs de
'ES-62 sont liés a la PC qui I'entoure et qui est fixée de fagon covalente
par des N-glycanes. En effet, la PC conjuguée a I'albumine ou méme seule
peut reproduire les résultats obtenus avec I'ES-62. Appuyant cette
observation, Harnett et al (174) ont retrouvé en 2013 les effets bénéfiques
précédemment constatés avec 'ES-62 sur les souris DBA/1 grace a un

analogue synthétique de la PC sulfoné (11a).

A noter que I'ES-62 n’est pas produit uniquement par A. vitae, mais a des
homologues proches sécrétés par d'autres nématodes filaires tels que
Brugia malaya, Brugia pahangi, Onchocerca volvulus et Loa-Loa;

cependant il n’est pas trouvé chez les nématodes libres (207).

La PC a été détectée pour la premiere en 1967 dans la bactérie a Gram
positif Streptococcus pneumoniae (208). Depuis lors, la PC est largement
reconnue comme étant un composant associé aux hydrates de carbone de
nombreux agents pathogénes procaryotes et eucaryotes (209,210), ainsi
qu’un constituant ubiquitaire des phospholipides des membranes
cellulaires. Dans ce dernier cas, la PC est exposée lorsque les
phospholipides sont oxydés sur les cellules apoptotiques, ou sur les
phospholipides générés par I'oxydation des LDL (low density lipoproteins).
Chez les nématodes, la PC peut étre liee a des glycolipides ou a des
glycoprotéines (211). Lorsqu’elle est liée aux antigénes de parasites, la PC
posséde de vastes propriétés immunomodulatrices permettant au
nématode de manipuler le systeme immunitaire et donc de faciliter sa
survie dans I'h6te parasité (211,212). Ainsi, la PC associée a I'ES-62, en
plus de ses effets rapportés dans I'AIC, est capable de moduler les voies
de signalisation des lymphocytes B et T, désensibilisant les voies du BCR
et du TCR, d’orienter le développement des CD et des macrophages vers
un phénotype régulateur, et d’'inhiber la dégranulation des mastocytes
(206,207,213-219).
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Moreover, it has recently been demonstrated (172,206) that ES-62
immunosuppressive effects are related to its surrounding PC moeities that
are covalently attached via N-type glycans to the molecule. Indeed, PC
conjugated to albumin or even PC alone may mimic the results obtained
with ES-62. Supporting this observation is the recent study of Harnett et al
in 2013 (174) replicating the benefic effects previously found with ES-62 on

DBA/1 mice with a synthetic sulfone-containing PC-analogue (11a).

It is noteworthy that ES-62 is not only produced by A. vitae but has close
homologues secreted by other filarial nematodes such as Brugia malaya,
Brugia pahangi, Onchocerca volvulus and Loa-Loa; however, it is not found

in free-living nematodes (207).

PC was first detected in 1967 in the Gram-positive bacterium
Streptococcus pneumoniae (208). Since then, PC is widely recognized as a
carbohydrate-associated component of a wide variety of prokaryotic and
eukaryotic pathogens (209,210), as well as an ubiquitous component of
phospholipids constituting cell membranes. In the latter case, PC is
exposed when phospholipids are oxidized on apoptotic cells, or on
phospholipids generated by the oxidation of LDL (low density lipoprotein).

In nematodes, PC has been found attached to both glycolipids and
glycoproteins (211). Attached to parasite's antigens, PC exhibits broad
immunomodulatory properties, rendering the filarial nematodes capable of
manipulating the host's immune system and hence to aid their survival in
the parasitized host (211,212). Thus, PC associated with ES-62, in addition
to its effects reported in CIA was found to interfere with signaling pathways
of B and T lymphocytes therefore desensitizing BCR/TCR signaling, to
direct the development of DC and macrophages toward a regulatory
phenotype, to promote proliferation of Treg cells and to inhibit mast cells
degranulation (206,207,213-219).
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L'ensemble de ces données nous a conduits a examiner le potentiel
protecteur d’'un composé a base de PC sur le développement du LED dans
un modéle expérimental. Comme la PC est un composé naturel et une
petite molécule naturelle non immunogéne, nous l'avons conjuguée a la
tuftsin, un adjuvant naturel du soi, et ainsi créé la molécule TPC (Tuftsin-

PhosphoryICholine).

5.2 — La tuftsin (T)

La tuftsin (T) est un tétrapeptide immunostimulant physiologique naturel
(Thr-Lys-Pro-Arg) initialement décrit par Najjar et Nishioka a I'Université de
Tufts en 1970 (220). Elle est produite par clivage enzymatique du domaine

Fc de la chaine lourde d'lgG dans la rate (221).

La T est un composé possédant un large spectre d’activités biologiques.
Elle promeut principalement ['activit¢ phagocytaire des monocytes,
macrophages et polynucléaires neutrophiles (PNN), mais exerce aussi des
actions tumoricides et anti-microbiennes. Ainsi un déficit en T, héréditaire
ou post-splénectomie, augmente la susceptibilité aux infections notamment
a Haemophilus influenza, Pneumococci, Meningococci et Salmonella (222).
Par ailleurs, la T et les peptides T-like possédent d’autres effets
immunostimulants, notamment en favorisant la migration, le chimiotactisme
et la présentation antigénique des monocytes, macrophages et PNN. La T
module également la réponse des LT en favorisant un profil de type Th2 et
I'expansion des cellules Treg.

De facon intéressante, ces effets ont été observés in vitro sur des
monocytes issus de patients ayant un LED (223), et in vivo dans des
modeles murins de PR (224) et de SEP (225,226). Ainsi, la T et ses
analogues ont augmenté significativement le chimiotactisme, la migration et
'activité phagocytaire de monocytes issus de patients lupiques, ces
fonctions étant altérées au cours du LED (223). Au cours de 'EAE, la T
améliore I'évolution clinique de la maladie en favorisant le passage d’une
réponse de type Th1 (TNF-a) vers une réponse Th2 (IL-10), ainsi que

I'expansion des cellules Treg (225).
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Taken together, these data impelled us to examine the protective potential
of PC-based compound on SLE development in an experimental model.
Since PC is a small non-immunogenic natural molecule, we conjugated it to
tuftsin, a self-natural adjuvant, and coined the molecule TPC (Tuftsin-

PhosphorylCholine).

5.2 —Tuftsin (T)

Tuftsin (T) is a natural physiological immunostimulating tetrapeptide (Thr-
Lys-Pro-Arg) initially described by Najjar and Nishioka at Tufts University in
1970 (220). It is produced by enzymatic cleavage of the Fc-domain of the
heavy chain of IgG in the spleen (221).

T is a compound with a wide spectrum of biological activities. It mainly
promotes phagocytic activity of monocytes, macrophages and neutrophils,
and also exerts tumoricidal and anti-microbial actions. Thus its deficiency,
either hereditary or following splenectomy, leads to increased susceptibility
to infections caused by Haemophilus influenza, Pneumococci,
Meningococci and Salmonella (222).

Moreover, T and T-like peptides exhibit other immunostimulatory effects,
including increased migration, chemotaxis and antigen presentation of
monocytes, macrophages and neutrophils. It also modulates T-cell
response promoting a Th2 profile as well as expansion of Treg cells.
Interestingly, these effects have been observed in vifro on monocytes
derived from SLE patients (223), and in vivo in experimental model of RA
(224) and MS (225,226). Thus, T and its analogues significantly increased
defective chemotaxis, migration and phagocytosis of monocytes from SLE
patients (223). During EAE, T improves clinical course of the disease by
promoting a switch from a Th1 (TNF-a) to a Th2 response (IL-10), as well

as cell expansion of Treg cells (225).
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Par ailleurs, la T a été utilisée comme adjuvant dans des vaccins de
nouvelle génération potentialisant I'immunogénicité de la molécule

associée et ainsi les réponses cellulaires (227-230).

Dans notre étude les propriétés de stimulation de la phagocytose de la T
ont un intérét supplémentaire car il est démontré que I'un des principaux
meécanismes physiopathologiques du LED implique une dérégulation de la

clairance des déchets apoptotiques liee un défaut de phagocytose (231).

OBJECTIF DE L’ETUDE

En nous basant sur les vastes effets immunomodulateurs de la PC,
nous avons élaboré une nouvelle molécule chimérique, constituée par
la PC associée a la T comme adjuvant naturel. Puis nous avons
évalué son intérét thérapeutique en utilisant un modéle expérimental
de LED, la souris NZBxW/F1.
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Moreover, T has been used as an adjuvant in new generation vaccines
potentiating immunogenicity of the associated molecule and thus cellular
responses (227-230).

In our study T phagocytosis stimulatory properties is of additional interest
since it has been demonstrated that one of the main pathophysiological
mechanisms in SLE involves dysregulation of apoptotic debris clearance

due to defective phagocytosis (231).

OBJECTIVE OF THE STUDY

Based on the immunomodulatory importance of PC, we constructed a
novel chimeric molecule comprised with PC together with natural
adjuvant T. Then we aimed to assess its therapeutic value by using a

lupus experimental model, namely the NZBxW/F1 mice model.
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Il - MATERIELS et METHODES

1. Souris et design de I'’expérience

Les souris lupiques NZBxW/F1 agées de 14-15 semaines ont été achetées
auprés de Harlan-Netherlands. Les souris ont été maintenues dans un
établissement d'hébergement des animaux conventionnel dans des cages
a ventilation individuelle dans le Sheba Medical Center (Israél). Toutes les
expériences ont été approuvées et exécutées selon les protocoles de la
commission d'éthique du ministére israélien de la Santé No.696/11.

Les groupes de souris suivants ont été traités avec 5 ug/souris par voie

sous-cutanée trois fois par semaine (N=15 pour chaque groupe) :

- Tuftsin-Phosphorylcholine (TPC) (synthétisé par le Professeur Fridkin,
Département de chimie organique de l'Institut Weizmann des Sciences,
Rehovot, Israél),

- Phosphoryicholine (PC) (Sigma-Aldrich L-4391 St Louis, MO, USA),

- Tuftsin (T) (synthése peptidique GLS, Shanghai, Chine),

- Phosphate Buffered Saline (PBS) comme contréle.

Le traitement a commencé a la semaine 14 avant que les manifestations

cliniques ne soient observées.
2. Mesure de la protéinurie

Les urines ont été testées chaque semaine pour la protéinurie par un test
semi-quantitatif en utilisant les bandelettes Bayer Multistix (Bayer,
Fernwald, Allemagne). Les résultats ont été interprétés selon les
instructions du fabricant. En bref, des échantillons d'urine ont été classés 0-
4+, correspondant aux concentrations approximatives suivantes de
protéines: 0 = négatif ou trace, 1+ = 30 mg/dl, 2 + = 100 mg/dl, 3 + = 300
mg/dl et 4 + = 2000 mg/dl. La présence d’'une néphropathie a été définie
semi-quantitativement comme la présence d’'une protéinurie de 100 a 300

mg/dl.
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Il - MATERIALS and METHODS

1. Mice and experimental design

Female lupus prone NZBxW/F1 mice at ages 14-15 weeks were purchased
from Harlan-Netherland. The mice were maintained in a conventional
animal housing facility at Sheba Medical Center Israel and kept in
individually ventilated cages. All experiments were approved and executed
according to the protocols of the Ethical Committee of the Israeli Ministry of
Health n0.696/11.

The following groups of mice were treated with 5 ug/mouse subcutaneously

three times a week (N=15 for each group):

- Tuftsin-Phosphorylcholine (TPC) (Synthesized by Professor Fridkin,
Department of Organic Chemistry, Weizmann Institute for Sciences,
Rehovot, Israel),

- Phosphorylcholine (PC) (Sigma-Aldrich L-4391 St Louis, MO, USA),

- Tuftsin (T) (GLS peptide synthesis,Shanghai, China),

- Phosphate Buffered Saline (PBS) as a vehicle.

The treatment started at week 14 before clinical findings were observed.

2. Measurement of proteinuria

Urine was tested every week for proteinuria by a standard semi-quantitative
test using Bayer Multistix dipsticks (Bayer, Fernwald, Germany). Results
were graded according to the manufacturer’s instructions. Briefly, urine
samples were graded 0-4+, corresponding to the following approximate
protein concentrations: 0 = negative or trace, 1+ = 30 mg/dl, 2+ = 100
mg/dl, 3+ = 300 mg/dl and 4+ = 22000 mg/dl. Nephritis was defined semi-

quantitatively as the presence of 100-300 mg/dl of proteinuria.
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3. Analyse histologique des reins

Les reins ont été obtenus a partir de souris sacrifiées a 30 semaines (N=5)
et ont été inclus en paraffine. La présence d'une glomérulonéphrite a été
attestée par une coloration histologique (Periodic Acid Schiff, PAS).

Pour la détection de dépbts d'immunoglobulines, des sections de paraffine
ont été incubées avec des anticorps anti-lgG de souris conjugués au FITC

(Jackson).

Toutes les évaluations histo-pathologiques ont été réalisées par un
pathologiste et classifiée selon la Classification 2003 de ['International
Society of Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS) des
glomérulonéphrites lupiques (232) (Annexe-2, page 120).

4. Mesure des taux sériques d’anticorps anti-ADNdb

Les taux sériques d’anticorps anti-ADN double brin (db) ont été mesurés

par ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

En bref, les plaques ELISA ont été coatées successivement avec de la
poly-L-lysine (50 pg/ml dans de I'eau), I'ADNdb a 2,5 ug/ml dans du Tris-
Buffered Saline (TBS) et le poly-L-glutamate (50 pg/ml).

Aprés avoir bloqué les plaques avec du Bovine Serum Albumine (BSA) a
3%, le sérum de souris dilué au 1:200 dans du BSA 1% a été appliqué sur

les plaques coatées, et incubé pendant 2 heures a température ambiante.

Les anticorps fixés ont été détectés en utilisant un anticorps de chévre
dirigé contre la fraction Fc des IgG de souris, conjugué a la phosphatase
alcaline (H+L) (Jackson), dilué au 1:5000 en BSA 1%, suivi par le substrat
approprié, le P-nitro-phényl-phosphate (Sigma, St Louis, MO, USA).

Les données ont été lues par un lecteur ELISA Titertrek a 405 nm avec un

filtre de référence a 620 nm.
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3. Kidneys histological analysis

Kidneys were obtained from mice sacrificed at 30 weeks (N=5) and were
paraffin-embedded. The pathology of gomerulonephritis was exemplified by
histological staining (Periodic Acid Schiff, PAS).

For detection of immunoglobulin deposits, paraffin-embedded sections

were incubated with FITC-conjugated anti-mouse-IgG (Jackson).

A pathologist performed all histopathological evaluations, and classification
was made according to the International Society of Nephrology/Renal
Pathology Society (ISN/RPS) 2003 classification of lupus nephritis (232)
(Annexe-2, page 120).

4. Measurement of serum anti-dsDNA antibodies

The titers of anti-dsDNA autoantibodies were measured by ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Briefly, ELISA plates were coated sequentially with poly-L-lysine (50 pg/ml
in water), dsDNA 2.5 ug/ml in Tris-Buffered Saline (TBS) and poly-L-
glutamate (50 pg/ml).

After blocking the plates with 3% Bovine Serum Albumin (BSA), mice sera
diluted 1:200 in 1% BSA was applied to the coated plates and incubated for

2 hours at room temperature.

Bound antibodies were detected by using alkaline phosphatase conjugated
goat anti-mouse Fc IgG (H+L) (Jackson) diluted 1:5,000 in BSA 1%,
followed by appropriate substrate P-nitro-phenyl-phosphate (Sigma, St
Louis, MO, USA).

Data were read by a Titertrek ELISA reader at 405 nm filter/620 nm

reference filter.
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5. PCR quantitative en temps réel

Les niveaux d'ARNm de I'lFN-y et du TGF-$ ont été analysés par RT-PCR
(Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) en temps réel en

utilisant le LightCycler (Roche, Mannheim, Allemagne).

L'ARN total a été isolé a partir des splénocytes, et une transcription inverse
a permis d’obtenir I'ADN complémentaire (ADNc), en utilisant la
transcriptase inverse dérivée du virus de la leucémie murine de Moloney

(Promega Inc.Wisconsin, Etats-Unis).

L'ADNc résultant a été soumis a une RT-PCR en temps réel en présence
d'amorces spécifiques, selon les instructions du fabricant. En bref, un
volume réactionnel de 20ul contenait 3mM de MgCI2, le mix LightCycler
HotStart DNA SYBR Green | (Roche), des paires d'amorces spécifiques, et
5ul d'ADNc. L'expression relative de I'lFN-y et du TGF-B a été normalisée

avec la B-actine.

6. Production de cytokines par les splénocytes

Les splénocytes (5 x 10° cellules par puit) provenant des souris traitées par
TPC, T, PC et PBS ont été cultivées pendant 48h ou 72h en présence de
5ug/ml de TPC, PC ou T et testées par DuoSet ELISA (systemes de R&D
Minneapolis, MN, USA).

Les niveaux de cytokines ont été déterminés par ELISA sandwich, réalisé
selon les instructions du fabricant. Pour la détection du TGF-B, les plaques
ont été coatées avec un TGF- chimére recombinant humain sRIl/Fc (R&D
Systems). Les surnageants ont été ajoutés aprés l'activation du TGF-
latent en TGF-B1 immunoréactif. Puis un anticorps anti-TGF-1 humain
biotinylé a été ajouté et le test a été développé selon les instructions du
fabricant (R&D Systems).
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5. Quantitative real-time PCR

The mRNA levels of IFN-y and TGF-$ were analyzed by real-time RT-PCR
(Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) by using LightCycler

(Roche, Mannheim, Germany).

Total RNA was isolated from splenocytes, and was reverse-transcribed to
prepare complementary DNA (cDNA) by using Moloney murine leukemia

virus reverse transcriptase (Promega Inc.Wisconsin, USA).

The resulting cDNA was subjected to real-time RT-PCR in the presence of
specific primers, according to the manufacturer's instructions. Briefly, a 20ul
reaction volume contained 3mM MgCI2, LightCycler HotStart DNA SYBR
Green | mix (Roche), specific primer pairs, and 5ul of cDNA. The relative

expression of IFN-y and TGF- were normalized to B-actin levels.

6. Cytokine production by splenocytes

Splenocytes (5x10° cells per well) originated from TPC, T, PC and PBS
treated mice were cultured for 48 hours or 72 hours in the presence of
5ug/ml TPC, PC or T and tested by duoset (R&D systems Minneapolis,
MN, USA).

The cytokine levels were determined by sandwich ELISA, performed
according to the manufacturers’ instructions. For the detection of TGF-f3,
the plates were coated with a recombinant human TGF- sRIl/Fc chimera
(R&D Systems). Supernatants were added after activation of latent TGF-$
to immunoreactive TGF-B1, a biotinylated anti-human TGF-1 antibody
was added thereafter, and the assay was developed according to the

manufacturer's instructions (R&D Systems).
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7. Analyse des lymphocytes T-régulateurs

par cytométrie en flux

Les splénocytes isolés ont été incubés avec des anticorps anti-CD4+FITC
anti-CD25+APC et anti-FOXP3+PE (eBioscience, San-Diego, Etats-Unis)
et analysés par cytométrie en flux (Fluorescence Activated Cell Sorter,
FACS) avec des fenétres ajustées pour inclure toutes les cellules et exclure
les débris (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New York, USA).

Pour la coloration intracellulaire de FOXP3, les cellules ont été pré-
incubées avec une solution de fixation, lavées et remises en suspension
dans une solution de perméabilisation (Serotec, Oxford, Royaume-Uni)

puis colorées pour FOXP3. La fenétre était sur les LT CD4+.

8. Analyse statistique

Les données sont exprimées avec la moyenne + DS (Déviation standard).
L'analyse statistique a été réalisée avec une analyse de variance (ANOVA)
suivie d'un test t de Student pour la comparaison entre groupes. Les

valeurs de p<0,05 ont été considérées comme significatives.
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7. T-regulatory lymphocytes analysis
by flow cytometry

Isolated splenocytes were incubated with the relevant antibodies anti-
CD4'FITC anti-CD25*APC and anti-FOXP3'PE (eBioscience, San-Diego,
USA) and analyzed by flow cytometry (Fluorescence Activated Cell Sorter,
FACS), with forward and side scatter gates adjusted to include all cells and
to exclude debris (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA).

For intracellular staining of FOXP3, the cells were pre-incubated with a
fixation solution, washed, and resuspended in permeabilization solution
(Serotec, Oxford, UK) and stained for FOXP3. The gating was on the CD4"

T cells.

8. Statistical Analysis

The data are expressed as the mean + SD (Standard Deviation). Statistical
analysis was performed with one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Student’s t-test for comparison between groups. P-values<0.05

were considered to be significant.
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Ill - RESULTATS

1. Atténuation significative de la néphrite lupique
chez la souris NZBxW/F1 traitée par TPC

Pour examiner l'effet protecteur potentiel du TPC, les souris lupiques
femelles NZBxW/F1 ont été traitées par voie sous-cutanée a partir de la
14°™ semaine soit par TPC, PC, T, ou PBS en contrdle, dans un protocole
prophylactique avant I'apparition des signes cliniques du lupus (n=15 par

groupe).

Comme le montre la Figure 1a (page 64), a I'age de 30 semaines, 72% des
souris injectées avec du PBS ont développé une protéinurie supérieure a
100 mg/dI contre 21% des souris du groupe de TPC. Les souris traitées par
TPC ont une protéinurie significativement diminuée par rapport aux souris

ayantregu la T, la PC et le PBS (respectivement p<0,03 p<0,02, p<0,001).
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lll - RESULTS

1. Significant attenuation of lupus nephritis
in TPC-treated NZBxW/F1mice

To examine the potential protective effect of TPC, female NZBxW/F1 lupus
prone mice received subcutaneously TPC, PC, T, or PBS as control in a
prophylactic protocol starting at week 14, before the clinical onset of lupus
(n=15 per group).

As illustrated in Figure 1a (page 64), at the age of 30 weeks, 72% of the
PBS-injected mice developed proteinuria above 100 mg/dl compared to
only 21% of the TPC-injected group. TPC-treated mice showed a
significantly reduced proteinuria as compared with control mice that
received PC, T and PBS (p<0.03, p<0.02, p<0.001 respectively).
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Figure 1a: Effets du TPC sur le développement de la

glomérulonéphrite chez la souris lupique NZBxW/F1. Protéinurie.
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Figure 1a: TPC effects on glomerulonephritis development in

NZBxW/F1 lupus prone mice. Proteinuria.
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A I'age de 30 semaines, I'analyse histologique des reins a été effectuée par
la coloration PAS, et la recherche de dépdts de complexes immuns (CI)
dans le mésangium a été évaluée par immunofluorescence (Figure 1b,
page 66).

Les sections de rein des groupes de souris traitées par PBS et PC (Figure
1b, A et D) ont montré une néphrite lupique diffuse de classe-IV de la
classification ISN/RPS 2003, avec formation de croissants. La PC a eu un
effet modéré mais non significatif sur le dépét de ClI.

Les traitements par TPC et T (Figure 1b, B et C) ont permis une atténuation
de Tlatteinte rénale avec une glomérulonéphrite lupique mésangiale
proliférative de classe-Il, correspondant a la présence d’une prolifération
cellulaire et de dépbts de Cl mésangiaux. Il faut noter que l'infiltration et les
dépbts de ClI étaient plus importants dans le groupe de souris traitées par T
par rapport au groupe traité par TPC.

En résumé, le traitement des souris lupiques par TPC a entrainé une
réduction significative de I'atteinte rénale, objectivée par la protéinurie et
'analyse histologique. La T exerce également un effet protecteur avec
toutefois une efficacité moindre par rapport au TPC. Inversement, le
traitement par PC seule a eu un effet modéré sur la protéinurie et aucun

effet sur I'atteinte histologique.
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At the age of 30 weeks, histological analysis of the kidneys was performed
by PAS staining, and immune complex (IC) deposition in the mesangium
was evaluated by immunofluorescence (Figure 1b, page 66).

Kidney sections from the PBS and PC-treated mice (Figure 1b, A and D)
showed diffuse lupus nephritis with crescents formation, class-IV of the
ISN/RPS 2003 classification. PC had a moderate but not significant effect
on IC deposition.

Both TPC and T-treated mice (Figure 1b, B and C) exhibited attenuated
renal involvement limited to mesangial cellular proliferation and IC deposits,
defined as class-Il mesangial proliferative lupus nephritis. It is to note that
infiltration and IC deposits were more impressive in the T treated group of

mice compared to the TPC-treated group.

In summary, the treatment of lupus mice by TPC resulted in a significant
reduction of renal disease, objectified by proteinuria and histological
analysis. T also exerts a protective effect but with lower efficiency
compared with TPC. Conversely, treatment with PC alone had moderate

effect on proteinuria and no effect on histological lesions.



66

Figure 1b: Effets du TPC sur le développement de la

glomérulonéphrite chez la souris lupique NZBxWI/F1. Histologie.
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Figure 1b: TPC effects on glomerulonephritis development in

NZBxW/F1 lupus prone mice. Histology.
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2. Le TPC atténue la glomérulonéphrite lupique

en modulant le profil cytokinique

Les cytokines sont impliquées dans la pathogenése du LED. Par
consequent, nous avons cherché a savoir si le traitement par TPC affectait
le profil cytokinique chez les souris lupiques. A 30 semaines, 5 souris de
chaque groupe (TPC, T, PC et PBS) ont été sacrifiées et I'expression par
les splénocytes de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, IL-17) et anti-

inflammatoires (TGF-f, IL-10) a été étudiée in vitro.

Les analyses par RT-PCR (Figure 2a, page 68) ont révélé une inhibition de
I'expression de I'ARNm de la cytokine pro-inflammatoire IFN-y chez les
souris traitées par TPC par rapport au groupe contréle PBS (p<0,03). En
parallele, le TPC accroit I'expression de I'ARNm de la cytokine anti-

inflammatoire TGF-f3 (p<0,0017 par rapport aux souris traitées par PBS).
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2. TPC attenuates lupus glomerulonephritis by

modulating cytokine profile

Cytokines are demonstrated to be involved in the pathogenesis of SLE.
Therefore we assessed whether treatment with TPC affected cytokine
profile in lupus mice. At 30 weeks, 5 mice from each group (TPC, T, PC
and PBS) were sacrified and splenocytes expression of proinflammatory
(IFN-y, IL-17) and anti-inflammatory cytokines (TGF-p, IL-10) was

investigated in vitro.

Analysis by RT-PCR (Figure 2a, page 68) revealed an inhibition of mRNA
expression of IFN-y proinflammatory cytokine in TPC-treated mice relative
to PBS control group (p<0.03). In parallel, TPC increased expression of
TGF-B anti-inflammatory cytokine mRNA (p<0.007 compared to PBS-

treated mice).
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Figure 2a: Mesure par RT-PCR de I’expression des cytokines.
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Figure 2a: Analysis by RT-PCR of cytokines expression.
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Splenocytes IFN-y and TGF-f mRNA levels were analyzed by RT-PCR
and normalized to B-actin levels in mice treated by TPC or PBS. Data are
presented as relative mRNA expression (mean + SD of 3 separate
experiments).

PBS: control, TPC: Tuftsin-Phosphorylcholine. * : p<0.05
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Nous avons ensuite étudié in vitro la sécrétion de cytokines pro- (IFN-y, IL-
17) et anti-inflammatoires (TGF-p, IL-10) lors des différents traitements

dans les surnageants des splénocytes mis en culture (Figure 2b, page 70).

Concernant les cytokines pro-inflammatoires : le TPC diminue de 5,2 fois la

sécrétion d’'IFN-y par les splénocytes comparativement aux souris traitées
par PBS (p<0,008).

La T et la PC diminuent la sécrétion d'IFN-y de 2,5 et 1,5 fois
respectivement (p<0,03, p<0,04).

Une diminution majeure des niveaux de sécrétion de I'lL-17 dans les
surnageants de splénocytes a été observée chez les souris traitées par
TPC (p<0,01 en comparaison avec les souris du groupe PBS).

Une inhibition moins significative de la sécrétion d'IL-17 a été induite par la

T (p<0,03) et dans une moindre mesure par la PC (p<0,048).

L'analyse des niveaux de cytokines anti-inflammatoires dans le liquide de

culture des splénocytes a montré une hausse de la sécrétion de TGF-3
dans le groupe traité par TPC (p<0,007 en comparaison avec les souris
traitées par PBS).

La T augmente modérément la sécrétion de TGF-$ (p<0,03) tandis que la

PC a un effet minime sur cette cytokine (p<0,05).

Par ailleurs, le TPC a augmenté de fagon majeure la concentration d'lL-10
(p<0,001 par rapport au groupe PBS).

Une concentration significativement plus élevée d'IL-10 a également été
détectée dans le groupe T (p<0,017) alors que la PC seule n'a pas eu d'effet

sur l'expression de I'lL-10.
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We then studied in vitro the secretion of pro-inflammatory (IFN-y, IL-17) and
anti-inflammatory cytokines (TGF-, IL-10) in the various treatment

conditions in the supernatants of cultured splencytes (Figure 2b, page 70).

Regarding pro-inflammatory cytokines, TPC was shown to decrease

splenocyte secretion of IFN-y by 5.2 times, compared to PBS-treated mice
(p<0.008).
IFN-y secretion upon T or PC treatment was reduced by 2.5 and 1.5 times

respectively (p<0.03, p<0.04).

A striking decline in the levels of IL-17 secretion was observed in the
supernatants of splenocytes of TPC-treated mice (p<0.07) when compared
with PBS-treated mice.

T induced a less significant inhibition of IL-17 secretion (p<0.03) as well as
PC (p<0.048).

Analysis of anti-inflammatory cytokines levels in splenocytes culture fluid

revealed an upregulation of TGF-p secretion (p<0.007) in the TPC-treated
group when compared to PBS-treated mice.
T moderately enhanced the secretion of TGF- (p<0.03) while PC had a

minimal effect on this cytokine (p<0.05).

TPC remarkably increased IL-10 concentration in splenocytes culture fluid
in comparison with PBS-treated mice (p<0.007).
A significantly higher concentration of IL-10 was also detected in the T-

treated mice (p<0.01) whereas PC alone had no effect on IL-10 expression.
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Figure 2b: Mesure par ELISA des niveaux de sécrétion des cytokines.
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Analyse in vitro des niveaux de sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
(IFN=y, IL-17) et anti-inflammatoires (IL-10, TGF-) mesurés dans le
surnageant de culture des splénocytes de souris traitées par TPC, T, PC et
PBS. Les données sont présentées en moyenne + DS de trois expériences
séparées.

PBS: contréle, TPC: Tuftsin-Phosphorylcholine, T: Tuftsin, PC: Phosphorylcholine,
*: p<0,05. NS : Non significatif.
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Figure 2b: Analysis by ELISA of cytokines secretory levels.

1200

1000 -

800

600 -

pg/ml

400 -

200

Treatment: PBS-TPC-T-PC  PBS-TPC-T-PC PBS-TPC-T-PC PBS-TPC-T-PC

Cytokine: IFNy IL-17 TGFB IL-10

In-vitro analyze of the secretory levels of pro-inflammatory (IFN-y, IL-17)
and anti-inflammatory (IL-10, TGF-p) cytokines in the culture fluids of
splenocytes from TPC, T, PC and PBS-treated mice. The data are
presented in mean = DS of 3 separate experiments

PBS: control, TPC: Tuftsin-Phosphoryicholine, T: Tuftsin, PC: Phosphorylcholine,
*: p<0.05. NS : Not significant.
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3. Effets du TPC sur les lymphocytes T-régulateurs

Le nombre de LTreg CD4+CD25+FOXP3+ a été déterminé par cytométrie
en flux a partir des splénocytes des souris traitées par TPC, T, PC et PBS,
(Figure 3a, page 72).

Une augmentation significative du pourcentage de cellules Treg a été
observée dans le groupe de souris traitées par TPC en comparaison avec
les pourcentages de Treg retrouvés dans les groupes T (p<0,01), PC
(p<0,02) et PBS (p<0,01) (respectivement 18%, 8%, 3% et 4%) (Figure 3b,
page 72).

Le TPC a significativement favorisé le développement du phénotype Treg
(p<0,009) par rapport aux autres groupes de souris.

Lorsque le pourcentage de LTreg a été comparé entre les autres groupes
contréle, la T n'a pas conduit a I'expansion des Treg (p> 0,05) et la PC a eu

un effet léger sur la génération de Treg (p <0,04).
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3. Effects of TPC on T-regulatory cells

The number of CD4+CD25+FOXP3+ Treg cells was determined by flow
cytometry from splenocytes of TPC, T, PC and PBS-treated mice (Figure
3a, page 72).

A significant enhancement in the percentage of Treg cells was observed in
the TPC-treated group of mice when compared with T (p<0.01), PC
(p<0.02) and PBS-groups (p<0.01) Tregs levels (18%, 8%, 3% and 4%
respectively) (Figure 3b, page 72).

TPC significantly promoted Treg phenotype expansion (p<0.009) when
compared to other groups of mice.

When the percentage of Treg was compared between the other control
groups, T did not lead to Treg expansion (p>0.05) and PC had mild effect
on Treg generation (p<0.04).
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Figure 3a: Etude des lymphocytes T-régulateurs par

cytométrie en flux.
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Analyse FACS représentative des cellules Treg CD4+CD25+FOXP3+
issues des splénocytes de souris traitées par TPC, T, PC et PBS. Le
marquage a été effectué par CD4+ CD25+ et FOXP3+.

Figure 3b: Pourcentage de lymphocytes T-régulateurs dans chaque

groupe de souris.
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Pourcentage de cellules Treg dans la rate des souris traitées par TPC, T,

PC et PBS. Les données sont présentées en moyenne = DS de trois

expériences séparées (n=5 pour chaque groupe). * : p<0,05.



72

Figure 3a: Analysis of T-regulatory cells by flow cytometry.
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Representative FACS analysis of Treg CD4+CD25+FOXP3+ cells from
splenocytes of mice treated with TPC, T, PC and PBS. The gating was
performed by CD4+ CD25+ and FOXP3+.

Figure 3b: Percentage of T-regulatory cells in each group of mice.
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Percentage of Tregs cells in the spleen of TPC, T, PC and PBS-treated

mice. The data are presented in mean £+ DS of 3 separate experiments

(n=5 for each group). * : p<0.05.
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4. Taux circulants d’anticorps anti-ADNdb

Les taux d'anticorps anti-ADNdb circulants sériques ont été mesurés toutes
les 3 semaines au cours du développement de la maladie. Aucun
changement statistiquement significatif n’a été observé entre les groupes
de souris traitées par TPC, T, PC et PBS (p>0,05) (Figure 4, ci-dessous).

La Figure 4 présente les titres sériques d’anticorps anti-ADNdb a I'age de
30 semaines a une dilution de 1:800. Le suivi des taux d’anticorps anti-
ADNdb au cours du temps (16-40 semaines) n'a pas montré de
changement significatif entre les différents groupes de souris (p>0,05)

(données non présentées).

Figure 4: Taux circulants d’anticorps anti-ADNdb.
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Les niveaux circulants d'anticorps anti-ADNdb ont été testés dans le sérum
des souris traitées par TPC, T, PC et PBS par ELISA a une dilution de
1:800 (n=10 par groupe). Les données sont présentées a la densité optique
(DO) de 405 nm. PBS: contréle, TPC: Tuftsin-Phosphorylcholine, T: Tuftsin,
PC: Phosphorylcholine, DO: Densité Optique, NS: Non Significatif.
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4. Titers of circulating anti-dsDNA antibodies

The titers of circulating anti-dsDNA antibodies were measured in serum
during disease development every 3 weeks. No statistically significant
change was noticed between the groups of mice treated with TPC, T, PC
and PBS (p>0.05) (Figure 4, below).

Figure 4 presents anti-dsDNA antibodies titers in the sera at 30 weeks of
age with a 1:800 dilution. A follow-up of anti-dsDNA antibodies over time
(16-40 weeks) did not show any significant change between the different

groups of mice (p>0.05) (data not shown).

Figure 4: Circulating levels of anti-dsDNA antibodies.
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The levels of circulating anti-dsDNA antibodies were tested in the sera of
mice treated with TPC, T, PC and PBS by ELISA at dilution of 1:800
(n=10 per group). The data are presented at optical density (OD) of 405nm.
PBS: control, TPC: Tuftsin-Phosphorylcholine, T: Tuftsin, PC: Phosphorylcholine,
OD: Optical Density, NS: Not Significant.
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5. Le TPC prolonge la durée de vie des souris lupiques

L’'une des complications principales de la néphrite lupique est le risque
d’évolution vers une insuffisance rénale sévere qui peut mettre en jeu le
pronostic vital. Par conséquent, nous avons suivi le temps de survie des
souris traitées par TPC, T, PC ou PBS jusqu’a 40 semaines. Comme le
montre la Figure 5 (ci-dessous), nous avons observé une différence
significative de survie entre le groupe de souris traitées par TPC et les

souris des autres groupes contréles, visible dés 24 semaines.

Figure 5: Survie des souris lupiques au cours du temps.
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Le nombre de décés de souris a été suivi au cours du temps. Les données
présentent le pourcentage de survie. Le temps de survie était
significativement plus long chez les souris traitées par TPC par rapport aux

groupes contrdle (p<0,07).
PBS: contréle, TPC: Tuftsin-Phosphorylcholine, T: Tuftsin, PC: Phosphorylcholine.
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5. TPC prolongs survival time in lupus mice

One of the main complications of lupus nepbhritis is the risk of progression
to severe renal insufficiency that may be life-threatening. Therefore we
followed survival time of the mice treated either with TPC, T, PC or PBS
until the age of 40 weeks. As depicted in Figure 5 (below), we observed a
significant difference in survival time between TPC-treated mice and control

groups from week 24.

Figure 5: Survival of lupus prone mice over time.
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The number of dead mice was followed over time. The data present the
percentage of mice that survived. Survival time was significantly longer in

TPC-treated mice versus control groups (p<0.017).
PBS: control ,TPC: Tuftsin-Phosphorylcholine, T: Tuftsin, PC: Phosphoryicholine.
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IV — DISCUSSION

Notre étude a permis de démontrer l'efficacité du conjugué TPC dans le
modeéle de souris lupiques NZBxW/F1 au cours d’un protocole préventif.

Nos résultats montrent que le TPC permet d’atténuer le développement et
la sévérité de la glomérulonéphrite lupique chez les souris NZBxW/F1, ces
effets étant objectivés par une diminution significative de la protéinurie et
une ameélioration majeure des lésions histopathologiques rénales dans le
groupe traité par TPC par rapport aux souris traitées par PBS, conduisant a
une survie prolongée dans le groupe TPC. L'efficacité clinique du TPC peut
étre attribuée a ses propriétés immunomodulatrices. En effet, nous avons
observé une modulation du profil cytokinique avec une réduction
importante de I'expression des cytokines pro-inflammatoires IFN-y et IL-17
et une majoration des cytokines anti-inflammatoires TGF-3 et IL-10, ainsi

que de la prolifération des LTreg.

Dans la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques, les thérapies
dérivées d'helminthes offrent un potentiel prometteur. Nées de
'«Hypothése de I'Hygiéne», qui postule que la moindre exposition aux
micro-organismes infectieux dans les pays occidentaux serait responsable
de l'augmentation de la prévalence des MAI au cours des derniéres
décennies (18), les thérapies issues des helminthes ont connu un essor
majeur au cours des dix derniéres années. Cela a conduit a I'application
avec succes des helminthes et de leurs dérivés dans des modéles
expérimentaux et des études cliniques de différents désordres a médiation

immunitaire, principalement les MICI, la SEP, la PR et le DT1 (voir §I-3).

Dans notre étude, nous avons employé pour la premiere fois un dérivé
d’helminthe dans un modéle murin de lupus, a savoir la souris NZBxW/F1.
En effet, a I'exception d'une étude récente (200) qui a montré I'action
bénéfique de l'infection a S. mansoni chez la souris lupique MRL/lpr, a ce
jour aucune étude n'a évalué les produits d'helminthes dans des modéles

expérimentaux ou cliniques de LED.
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IV — DISCUSSION

Our findings provide evidence of the efficacy of TPC conjugate in
NZBxWI/F1 lupus prone mice in a preventive protocol.

Our findings demonstrate that TPC may attenuate development and
severity of glomerulonephritis in NZBxW/F1 mice, as exemplified by lower
proteinuria and milder renal histopathological lesions in TPC-treated group
compared with PBS-treated mice, these effects resulting in a prolonged
survival time in TPC-treated mice. TPC clinical efficacy may be attributed to
its immunomodulatory potential. Indeed we observed a modulation of
cytokine profile with significant reduction in IFN-y and IL-17 pro-
inflammatory cytokines and a striking increase in TGF-f and IL-10 anti-

inflammatory cytokines, as well as Treg cells proliferation.

In the quest for new therapeutic strategies, helminth-derived therapies offer
promising potentials. From “Hygiene Hypothesis” which postulates that the
slightest exposure to micro-organisms in Western countries would be
responsible for the increased prevalence of autoimmune diseases in recent
decades (18), helminth therapies have been booming over last ten years.
This led to the successful application of helminthes and helminth
derivatives in experimental models and clinical studies of several immune-
mediated conditions, mainly IBD, MS, RA and T1D (see §I-3).

In our study we first applied a helminth derivative in a mouse model of SLE,
namely NZBxW/F1 mice. Indeed, apart from a recent study (200) that
successfully investigated the impact of S. mansoni infection in MRL/lpr
lupus mice, to date no study has evaluated helminth products in SLE

experimental models or clinical trials.
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Pourtant, il existe une réelle nécessité d'élargir 'arsenal thérapeutique dans
le LED. En effet, les traitements actuels sont grevés de nombreux effets
indésirables et ne permettent pas toujours le contrble des atteintes les plus
sévéres, en particulier de la néphropathie lupique (193,233,234). Le
traitement systémique du LED repose encore en grande partie sur des
immunosuppresseurs non-spécifiques. Les thérapies ciblées disponibles
dans le LED sont rares en comparaison avec dautres maladies
rhumatismales telles que la PR, les résultats des essais cliniques ayant
souvent été décevants.

Ainsi, deux larges études randomisées, EXPLORER et LUNAR (235,236),
évaluant le rituximab (un anticorps monoclonal anti-CD20) respectivement
dans le LED modéré a séveére et dans la néphrite lupique stade llI/IV de la
classification ISN/RPS 2003 n’ont pas permis d’atteindre leurs objectifs
primaires.

De la méme fagon, deux études cliniques (237,238) investiguant I'intérét de
I'abatacept (une protéine de fusion soluble CTLA4-lg interférant avec la co-
stimulation des cellules T) dans le LED, y compris dans la néphrite lupique
(238) ont toutes deux rapporté des résultats négatifs.

Le belimumab (inhibiteur de BLyS, B Lymphocyte Stimulator) a quant a lui
été récemment approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) aprés
avoir démontré son efficacité dans deux essais cliniques, BLISS-52 et
BLISS-76 (239,240). Toutefois, ces études n’ont porté que sur des patients
présentant un lupus cutanéo-articulaire, et par conséquent le belimumab
n’a pour I'instant pas prouvé son intérét dans le lupus séveére (233).
D’autres thérapies ciblées ont été évaluées avec a I'heure actuelle des
données mitigées ou insuffisantes (193). Malgré les efforts déployés visant
a  développer des molécules  adaptées aux  mécanismes
physiopathologiques du LED (241), les récents échecs illustrent la
complexité et la multiplicité des acteurs du systéme immunitaire mis en jeu.
Cela peut expliquer l'inefficacité partielle ou totale de thérapies ne ciblant

qu’un seul de ces mécanismes.
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Yet, there is a need to expand the therapeutic arsenal in SLE. Indeed,
current treatments are still burdened by numerous adverse events and do
not always control the most severe damages especially lupus nephritis
(193,233,234). Systemic treatment of SLE is still largely based on non-
specific immunosuppressants. Targeted therapies available in SLE are rare
when compared with other rheumatic diseases such as RA, since clinical
trials have often been disappointing.

Thus, two large randomized trials, namely EXPLORER and LUNAR
(235,236) evaluating rituximab (an anti-CD20 monoclonal antibody) in
moderate to severe SLE and in stage llI/IV lupus nephritis of ISN/RPS 2003
classification respectively failed to achieve their primary objectives.
Similarly, two clinical studies (237,238) investigating the interest of
abatacept (a CTLA4-lg soluble fusion protein interfering with T-cells co-
stimulation) in SLE, including lupus nephritis (238) both have reported
negative results.

Belimumab (BlyS (B Lymphocyte Stimulator) inhibitor), meanwhile, was
recently approved by the FDA (Food and Drug Administration) after having
demonstrated its efficacy in two clinical trials, BLISS-52 and BLISS-76
(239,240). However, these studies only included SLE patients with
cutaneous and articular involvement. Therefore belimumab has not yet
proven its worth in severe SLE (233).

Other targeted therapies still show mixed or insufficient data (193). Despite
efforts to develop molecules suitable for SLE pathophysiology (241), recent
failures illustrate both complexity and multiplicity of the cellular immune
system actors involved in SLE. This may explain the partial or total

inefficiency of targeted therapies that act only on one of these mechanisms.
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L’intérét des thérapies dérivées des helminthes dans les MAI, et en
particulier dans le LED, semble donc résider dans I'immunomodulation
globale qu’elles induisent, agissant de fagon conjointe sur le systéme
immunitaire inné et acquis de I'héte pour contréler les réponses
inflammatoires et rétablir un environnement tolérant.

En effet, les helminthes modulent principalement la réponse immunitaire
acquise en favorisant une polarisation Th2 ainsi que I'expansion des LTreg,
et en inhibant la différentiation Th1/Th17. Par ailleurs, elles augmentent la
prolifération des cellules Breg. Toutefois, elles agissent également sur le
systéme immunitaire inné en promouvant un phénotype régulateur des
macrophages de type M2, et en inhibant les CLI de type 2. A l'interface
entre la réponse innée et acquise, les helminthes orientent également les
CD vers un profil toléerogéne, ces dernieres favorisant a leur tour les

réponses Th2/Treg (voir Figure A, page 40).

Les récents progrés scientifiques ont permis de déterminer certains des
composants responsables des effets immunomodulateurs des helminthes.
Parmi ceux-ci, la phosphorylcholine (PC) est la mieux caractérisée. Elle a
été identifiece en 2008 (172) comme étant la partie active de I'ES-62, un
produit d’ES du nématode A.vitae. Depuis lors, ses propriétés
immunorégulatrices ont été largement démontrées, en particulier dans des
modeles murins de PR (voir §I-3.3 et §1-5.2).

Toutefois, la PC est un composant naturel, et par conséquent est une
molécule faiblement immunogéne lorsqu’elle est seule. Pour cette raison,
nous l'avons combinée avec la tuftsin (T), un adjuvant naturel, donnant

naissance au composé TPC.

Les propriétés immunorégulatrices respectives de la PC et de la T, a la
lumiere des mécanismes physiopathologiques connus dans le LED
(231,242-248), nous ont amenés a investiguer leur intérét dans cette

maladie.
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The benefits of helminth-derived therapy in autoimmune disease, especially
in SLE, therefore seems to lie in the overall immunomodulation induced,
since helminthes act both on the innate and acquired immune system of the
host in order to control inflammatory responses and restore a tolerant
environment.

Indeed, helminthes mainly modulate acquired immune response by
promoting Th2 polarization and expansion of Treg cells, and inhibiting
Th1/Th17 differentiation. Furthermore, they increase Breg cells
proliferation. However, helminthes also affect innate immune system by
promoting a M2 regulatory phenotype of macrophages, and by inhibiting
ILC-2. At the interface between innate and adaptive immune responses,
helminthes also drive DC toward a tolerogenic profile, the latter in turn

promoting Th2/Treg differentiation (see Figure A, page 40).

Recent advances have led to identify components responsible for
helminthes’ immunomodulatory effects. Among these, phosphorylcholine
(PC) is the best characterized. It has been found in 2008 (172) to be the
active part of ES-62, an ES product of the nematode A.vitae. Since then
PC’s immunoregulatory properties have been widely demonstrated
especially in RA mice models (see §I-3.3 and §I-5.2).

However, PC is a natural component and therefore when alone is a weakly
immunogenic molecule. For this reason, we combined it with tuftsin (T), a

natural adjuvant and gave rise to TPC compound.

Immunoregulatory properties of both PC and T, in light of
pathophysiological mechanisms identified in SLE (231,242-248), led us to

investigate their interest in this disease.
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En effet, la PC est capable de freiner les réponses Th1/Th17 réduisant
ainsi les secrétions d’IFN-y, TNF-a, IL-6 et IL17, d’inhiber l'activation, la
prolifération et la production d’lgG2a par les LB effecteurs en particulier les
plasmocytes, d’interférer avec les voies de signalisation du BCR et du TCR
en conduisant a état d’hyporéponse, de moduler la production d’'IL-22, et
de favoriser la différentiation des cellules Breg, des macrophages de type
M2 et des CD tolérogénes.

La T stimule principalement [lactivit¢ phagocytaire des monocytes,
macrophages et PNN. Par ailleurs, la T favorise le passage d’'une réponse

Th1 vers une réponse Th2 ainsi que la prolifération des cellules Treg.

L’association de ces deux molécules est donc susceptible d’avoir un effet
bénéfique en agissant simultanément sur différents acteurs du systéme
immunitaire, ciblant ainsi plusieurs des désordres pathogéniques identifiés
au cours du LED.

Les mécanismes pathogéniques impliqués dans le LED sont encore
largement meéconnus. Toutefois, certains phénoménes immuno-

pathologiques sont désormais bien décrits (231,249).

L’'une des anomalies immunologiques majeures suspectée d’étre un point
de départ dans le déclenchement de I'auto-immunité au cours du LED est
la clairance défectueuse des déchets cellulaires apoptotiques
(231,247,250,251). Il a été montré que I'apoptose au cours du LED est
dérégulée, les cellules immunitaires et en particulier les lymphocytes
subissant de fagon accrue les processus d’apoptose (252,253). De plus,
les corps apoptotiques sont normalement rapidement éliminés du milieu
extracellulaire par phagocytose. Dans le LED, ils vont persister de fagon
anormale en raison d’'une clairance défectueuse des débris cellulaires,
notamment due a l'altération de I'activité phagocytaire des macrophages
(254). Par la suite, ces débris cellulaires persistants vont subir de multiples
altérations post-apoptotiques créant des néo-épitopes ou exposant des
épitopes cachés, et vont finalement évoluer vers une nécrose secondaire,
relarguant alors de larges quantités d’antigénes nucléaires et de signaux

de danger pro-inflammatoires.
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PC is able to hamper Th1/Th17 polarization thereby lowering IFN-y, TNF-a,
IL-6 and IL-17 secretion, to inhibit effector B-cells, especially plasma cells,
activation, proliferation and production of IgG2a, to interfere with BCR and
TCR signaling pathways resulting in an hyporesponsive state, to modulate
IL-22 production, and to promote the differentiation of Breg cells, M2-
macrophages and tolerogenic DC.

T primarily stimulates monocytes, macrophages and neutrophils phagocytic
activity. Furthermore, T induces a Th1 to Th2 switch and increases Treg

cells proliferation.

The combination of these two molecules is therefore likely to have a
beneficial effect by acting simultaneously on different players of the
immune system and by targeting multiple pathogenic disorders identified in
SLE.

The pathogenic mechanisms involved in SLE are still largely unknown.
However, some immuno-pathological phenomena are now well
documented (231,249).

One major immunological abnormality suspected to be a starting point in
triggering autoimmunity in SLE is defective clearance of apoptotic cellular
waste (231,247,250,251). Apoptosis has been found to be deregulated in
SLE. Immune cells, especially lymphocytes, are more prone to apoptosis
(252,253). Moreover, apoptotic bodies are normally rapidly cleared from the
extracellular medium by phagocytosis. In SLE, the latter abnormally persist
due to defective clearance of cellular debris, especially due to defective
macrophages phagocytic activity (254). These persistent cellular debris
undergo multiple post-apoptotic changes, creating neoepitopes or exposing
hidden epitopes. Eventually, they evolve into secondary necrosis thereby
releasing large amounts of nuclear antigens and pro-inflammatory danger

signals.
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Ces événements favorisent la reconnaissance d’antigénes du soi et
notamment d’antigénes nucléaires (nucléosomes, histones) par des
lymphocytes auto-réactifs, conduisant a la production d’auto-anticorps.

Il est démontré (247) que la glomérulonéphrite lupique est initiée par le
dépoét ou la formation in situ de Cl a partir de ces auto-anticorps, en
particulier des anticorps anti-nucléosomes et anti-ADNdb. Il a longtemps
été pensé que ces Cl se déposaient de fagon passive dans les reins. En
réalité, il apparait désormais qu’ils se forment essentiellement par
lintéraction des auto-anticorps avec des nucléosomes exposés sur la
membrane basale glomérulaire et dans le mésangium (247,255). Ces ClI
entraineront finalement [l'activation du complément et Tlinfiltration de
diverses cellules inflammatoires, conduisant a la formation des Iésions de
glomérulonéphrite.

Ces phénomeénes conduisent ainsi aux lésions primitives observées en
histologie (que 'on retrouve dans la classification des glomérulonéphrites
lupiques ISN/RPS 2003 (232)), a savoir le dépbt de Cl, et l'infiltration et la

prolifération cellulaires.

En considérant le défaut de phagocytose et de clairance des débris
apoptotiques comme 'un des mécanismes clés a l'origine de la rupture de
tolérance dans le LED, I'utilisation de la T associée a la PC présente donc
un intérét tout particulier. En effet comme nous I'avons vu précédemment,
la T est principalement reconnue pour ses capacités stimulatrices de la
phagocytose sur les monocytes, les macrophages, et les PNN
(220,221,256). De fagon intéressante, ces effets bénéfiques avaient
d’ailleurs été démontrés il y a 30 ans par Lukacs et al (223) in vitro sur des
monocytes issus de patients lupiques, augmentant leurs capacités

chimiotactiques, migratoires et phagocytaires.
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These events enhance recognition of self-antigens including nuclear
antigen (nucleosomes, histones) by autoreactive lymphocytes, leading to
the production of autoantibodies.

It is demonstrated (247) that lupus glomerulonephritis is initiated by in situ
deposition or formation of immune complexes (IC) from these
autoantibodies, particularly anti-nucleosome and anti-dsDNA antibodies. It
was long thought that IC were mostly passively deposited in the kidneys. It
now appears that IC primarily result from the interaction between
autoantibodies and nucleosome exposed on glomerular basement
membrane and in the mesangium (247,255). IC finally activate complement
and promote inflammatory cells infiltration, resulting in glomerulonephritis
lesions.

These phenomena thus lead to the primary lesions observed in histology
(reported in the ISN/RPS 2003 classification of lupus nephritis(232)),

namely Cl deposits, and cellular infiltration and proliferation.

Since it is considered that defective phagocytosis and clearance of
apoptotic debris is one of the key mechanisms underlying breakdown of
tolerance in SLE, it is of particular interest to combine T with PC. Indeed as
previously mentioned, T has been found to stimulate monocytes,
macrophages, and neutrophils phagocytic activity (220,221,256).
Interestingly, 30 years ago Lukacs et al demonstrated these beneficial
effects in vitro (223) on monocytes from SLE patients. T was shown to

increase their chemotactic, migratory and phagocytic activities.
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Dans notre étude, la T seule permet une amélioration significative de la
glomérulonéphrite lupique, illustrée par une réduction de la protéinurie, et
surtout une amélioration majeure des Iésions histologiques de néphrite et
des dépbts de Cl en immunofluorescence dans le groupe traité par T par
rapport au groupe PBS, passant d'un stade IV a un stade Il de la
classification ISN/RPS 2003 (voir §llI-1 et Figures 1a/1b).

Cela suggere que la T a pu, en stimulant I'activité phagocytaire, enrayer au
moins en partie le phénomeéne initiateur de l'atteinte rénale, a savoir la
persistance de déchets apoptotiques, réduisant ainsi la production d’auto-
anticorps et leur dép6t sous forme de Cl.

De fagon paradoxale, I'analyse des taux d’anticorps anti-ADNdb par ELISA
ne montre pas de baisse significative dans les groupes traités par rapport
au groupe PBS contréle, notamment dans le groupe T (voir §llI-4, Figure
4), ce qui contraste avec la diminution des dépdts de CIl. Toutefois, il faut
savoir que la recherche d’anticorps anti-ADNdb par ELISA est une
technique sensible mais non spécifique (257,258). En effet, elle détecte a
la fois les anticorps de faible et de forte affinité, et réagit de fagon globale
avec les anticorps anti-nucléosome, anti-ribosome, et anti-ADNdb. Cette
technique peut donc méconnaitre une modulation sensible des taux d’un
sous-type particulier d’anticorps, par exemple des anticorps anti-
nucléosomes, qui sont suspectés d’étre I'un des auto-anticorps les plus
précoces au cours du LED (231). De plus, certains isotypes d’anticorps
anti-ADNdb en particulier la présence d’IgM par opposition aux IgG ont été
corrélés négativement avec le développement de la glomérulonéphrite
lupique, suggérant un effet protecteur de ce sous-type d’anticorps
(259,260). Dans notre analyse, nous n’avons pas déterminé les différents
isotypes d’anticorps anti-ADNdb. Enfin, d’autres auto-anticorps non
nucléaires, notamment les anticorps anti-C1q et les anticorps anti-alpha-
actinine, largement été impliqués dans la pathogénése de la néphrite
lupique (247,248,261-263), n'ont pas été recherchés ici. Il est possible que
les traitements en particulier par T et TPC aient entrainé une diminution de

ces anticorps.
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In our study, T alone led to significant improvement of lupus
glomerulonephritis, illustrated by reduced proteinuria, and especially by
improved nephritis histological lesions and IC deposition in the T-treated
group when compared with the PBS-treated group, from stage 1V to stage Il
nephritis of the ISN/RPS 2003 classification (see §llI-1 and Figures 1a/1b).

This observation suggests that T by its phagocytosis stimulating properties
may hamper an early event in nephritis occurrence, namely persistence of
apoptotic waste, thereby reducing autoantibody production and deposition
and IC formation.

Paradoxically, no significant decrease was observed in anti-dsDNA
antibodies levels when measured by ELISA, especially in T-treated group
compared with PBS control group (see §llI-4, Figure 4), contrasting with the
decrease in IC deposits. However, it should be pointed that ELISA is a
sensitive but not specific technique for anti-dsDNA measurement
(257,258). It detects both high and low affinity antibodies and reacts
together with anti-nucleosome, anti-ribosome and anti-dsDNA antibodies.
Therefore, it may disregard significant rate modulation of one antibody
subtype such as anti-nucleosome antibody, the latter being highly
suspected to be one of the earliest autoantibodies in SLE (231).
Furthermore, certain anti-dsDNA antibodies isotype in particular the
presence of IgM versus IgG negatively correlated with the development of
lupus glomerulonephritis, therefore suggesting a protective effect these
antibodies (259,260). Herein, we have not distinguished the different
isotypes of anti-dsDNA antibodies. Finally, we did not investigate non-
nuclear autoantibodies that have been widely implicated in the
pathogenesis of lupus nephritis, including anti-C1q antibody, and anti-
alpha-actinin antibody (247,248,261-263). It is possible treatment in

particular T and TPC, have resulted in a decrease of these antibodies.
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La T seule a également conduit a une diminution des niveaux de cytokines
pro-inflammatoires (IFN-y, IL-17) (voir §llI-2 et Figure 2b), pouvant refléter
une moindre activation et une diminution de [linfiltration des cellules

inflammatoires suite a la réduction des dépbts de Cl dans les glomérules.

La molécule TPC, comme la T, a permis une amélioration des lésions
histologiques rénales, passant d’'un stade IV a un stade Il ISN/RPS 2003.
Toutefois, il faut noter que 'amélioration des dépdbts de Cl et de l'infiltration
cellulaire était plus marquée dans le groupe TPC que dans le groupe T
seule (voir §llI-1 et Figure 1b). De plus, comme nous le discuterons plus
loin, la molécule TPC a également conduit a une immunomodulation plus
importante que la T seule. Cela souligne, malgré le bénéfice histologique
important observé déja avec la T seule, I'intérét potentialisateur de son

association a la PC.

Inversement, la PC seule a eu un effet modéré mais non significatif sur la
protéinurie et le dépot de ClI, et aucun effet sur les lésions histologiques
rénales. Cela peut s’expliquer par plusieurs raisons.

Tout d’abord, la raison majeure comme nous I'avons mentionnée est que la
PC est une petite molécule naturelle et peu immunogéne, et qui par
conséquent lorsqu’elle est seule a des effets minimes sur le systeme
immunitaire. Cette caractéristique est confirmée dans I'ensemble de nos
expérimentations. C’est pourquoi nous l'avons associée a la T comme
adjuvant, afin d’accroitre son action.

Par ailleurs, les mécanismes d’action de la PC se situent plus en aval de la
rupture initiale de tolérance. Comme nous le verrons plus loin, elle agit
principalement sur [lactivation ultérieure des cellules immunitaires
principalement des LT et sur leur sécrétion de médiateurs inflammatoires,
ces phénomenes participant aux dommages rénaux. La PC, contrairement
a la T, ne semble pas agir sur les phénoménes précoces initiateurs de
lauto-immunité, a savoir la persistance de déchets apoptotiques
conduisant a la création de néo-épitopes et a la production des auto-

anticorps.
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T-treated mice also exhibited decreased levels of pro-inflammatory
cytokines (IFN-y, IL-17) (see §llI-2 and Figure 2b). It may be the result of
reduced activation and infiltration of inflammatory cells due to lower

glomerular IC deposition.

Like T, TPC molecule led to improved histological lesions from stage IV to
stage Il of ISN/RPS 2003. However, it should be noted that the
improvement of IC deposits and cellular infiltration was more pronounced in
the TPC-treated group than in the T-treated group (see §lll-1 and Figure
1b). Moreover, as will be discussed below, TPC molecule also resulted in a
more important immunomodulation than T alone. This highlights, despite
the significant histological benefit observed with T alone, the potentiating

interest of its association with PC.

Conversely, PC alone had moderate but not significant effect on proteinuria
and IC deposition and no effect on renal histological lesions. There may be
various reasons for this phenomenon.

First, PC is a small natural and poorly immunogenic molecule and do
therefore have minimal effects when used alone. This characteristic is
confirmed in all our experiments. For this reason, we associated PC with T
as an adjuvant.

Furthermore, PC mechanisms of action are mainly downstream of the initial
breaking of tolerance, since it acts primarily on immune cell activation,
especially T-cells activation, and inflammatory mediators production
responsible for renal damage. Unlike T, PC do not seems to act on early
phenomena of autoimmunity, namely persistent apoptotic waste creating

neo-epitopes and leading to autoantibodies production.
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Cependant, il faut rappeler que Rodgers et al (127) ont récemment montré
sur un modele murin de PR un effet inhibiteur de 'ES-62 (dont la molécule
active est la PC) sur I'activation, la prolifération, linfiltration articulaire et la
production d’lgG2a par les cellules B effectrices, en particulier les
plasmocytes. Or, nous avons noté une diminution non significative mais
notable du dépét de CI dans le groupe traité par PC seule (voir §lll-1 et
Figure 1b). Il est donc possible que dans notre modele, la PC seule ait
freiné en partie I'activation des LB réduisant modérément la production et le
dépbts d’auto-anticorps. Cet effet sur les cellules effectrices B peut étre lié
a une action directe sur les LB ou indirecte par I'intermédiaire de I'inhibition

de l'activation des LT.

En dehors des cellules B effectrices, un sous-ensemble spécifique de LB
récemment décrit (131), les cellules Breg, sont capables de moduler la
réponse immunitaire et notamment la réponse cellulaire T, via la sécrétion
de la cytokine anti-inflammatoire IL-10, des contacts cellulaires directs ou
encore par le recrutement de LTreg. Leurs fonctions régulatrices
apparaissent essentielles au cours des MAI (125,126,132). Au cours du
LED, il a été démontré que les fonctions immunosuppressives de ces
cellules Breg sont altérées (264). Ainsi, le transfert de lymphocytes Breg
dans différents modéles murins de LED permet de prévenir le

développement de la maladie (265).

Rodgers et al (127) ont précédemment montré que l'effet protecteur de la
PC au cours de I'AIC de la souris était notamment lié & une restauration de
taux normaux de cellules Breg sécrétrices d’'IL-10, usuellement abaissées
au cours de I'AIC. Méme si dans notre modéle nous n’avons pas analysé
ce sous-type cellulaire, nous pouvons envisager que la hausse des taux
d’IL-10 observée dans le groupe traité par TPC (voir §llI-2 et Figure 2b) est
en partie liée a une augmentation des taux de cellules Breg sécrétrices

d’IL-10 grace a I'action de la PC potentialisée parla T.
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However, it is noteworthy that Rodgers et al (127) recently demonstrated in
a RA mouse model that PC-containing ES-62 molecule exerted inhibitory
effects on B effector cells, particularly plasma cells, activation, proliferation,
articular infiltration and IgG2a production. In our experiment, we observed a
marked but not significant decrease in IC deposition in the PC-treated
group (see §llI-1 and Figure 1b). Therefore we can hypothetise that PC
moderately slowed B-cells activation and thereby autoantibodies production
and deposition. Presumably, this effect on the effector cells B may be
linked to a direct action on B cells or an indirect action through T-cells

inhibition.

Besides effector B-cells, Breg cells is a recently described B-cells specific
subset (131). Breg cells may modulate immune response especially T-cells
response, through its secretion of IL-10 anti-inflammatory cytokine as well
as direct cell contact or Treg cells expansion. Breg cells regulatory
functions have been found to be critical in autoimmune diseases
(125,126,132). In SLE, these immunosuppressive functions have been
demonstrated to be altered (264). Thus, Breg cells transfer in various lupus

murine models prevented disease development (265).

Rodgers et al (127) previously found that protection against CIA in mice
afforded by ES-62 was associated with restoration of the levels of IL-10-
secreting Breg levels, the latter being decreased in the spleen of CIA mice.
Although we have not analyzed this cell population, we may assume that
the rise in IL-10 levels observed in TPC-treated group (see §lll-2 and
Figure 2b) may be partly related to an increase in IL-10 secreting Breg cells

rate as a result of PC effect when T potentiates it.
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Un autre intérét de la PC dans le LED repose sur ses propriétés
modulatrices des voies du TCR et du BCR. En effet, la PC est capable de
désensibiliser ces deux récepteurs en modulant leurs signaux
intracellulaires, induisant un état d’hyporéponse des LT et des LB
respectivement (214-217). Or, 'un des déréglement immunitaire rapportés
au cours du LED est une hyperréactivité et une hyper réponse des cellules
T et B liées a des anomalies de signalisation de leurs récepteurs (266,267).
Il serait intéressant ultérieurement d’étudier les effets de notre molécule sur

I'état d’activation de ces voies de signalisation.

Si les cellules lymphocytaires B, par leur sécrétion d’auto-anticorps, ont
longtemps été considérées comme les acteurs principaux dans la
pathogénése du LED, de nombreuses données ont depuis démontré que
les différents sous-types de LT et leurs cytokines associées jouent
également un role crucial dans le LED (242). Les dérivés d’helminthes sont
alors d'un intérét majeur puisque la modulation de la réponse
lymphocytaire T est I'un de leur principaux mode d’action pour promouvoir

un environnement tolérant.

Ainsi, 'un des déréglements immunologiques mis en évidence dans le LED

est une dérégulation de la balance entre les LTreg et les LTh1/Th17.

Les LTh17, comme nous I'avons précédemment mentionné (voir §1-2.3.1),
sont un sous-type de lymphocytes T-helper produisant essentiellement
I'IL-17 et fortement impliqués dans la pathogénése des MAI (98,99),
notamment du LED (268-270). Ainsi, il a été rapporté par plusieurs
groupes une expansion des LTh17 et des taux accrus d’'IL-17 dans le
sérum des patients lupiques, de méme qu’une infiltration des organes
cibles, en particulier des reins, par ces mémes cellules (271,272), parfois

corrélés avec l'activité de la maladie (269).



83

PC modulatory properties on TCR and BCR signaling pathways are also of
critical interest in SLE. PC is able to desensitize both receptors by
modulating intracellular signaling, thereby inducing T- and B-cells
hyporesponsiveness (214-217). Hence, T-cell and B-cell hyperactivity and
hyperresponsiveness is a key immune disorder reported in SLE likely due
to receptors signaling defects (266,267). Later it would be interesting to
study the effects of our molecule on the state of activation of these

signaling pathways.

B-cells have long been considered to be the main players in SLE
pathogenesis through their production of autoantibodies. Since then, many
evidence have demonstrated that T-cells subsets and associated cytokines
have a key role in SLE (242). Therefore helminth derivatives are of major
interest in SLE since T-cells modulation is one of the main mechanisms by

which helminthes promote a tolerant environment.

One of the other key immunological abnormalities identified in SLE is a

deregulation of the balance between Treg and Th1/Th17.

As previously mentioned (see §I-2.3.1), Th17 lymphocytes are a subtype of
T-helper lymphocytes mainly producing IL-17 and heavily involved in the
pathogenesis of autoimmune diseases (98,99), including SLE (268-270).
Thus, several groups have reported increased levels of IL-17 in the sera of
SLE patients, as well as Th17-cells expansion and infiltration in target
organs, especially kidneys, (271,272), both being correlated in some cases

with disease activity (269).
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Les produits d’helminthes, et en particulier la PC dérivée de 'ES-62, ont
largement démontré leur action inhibitrice sur la différentiation Th17,
induisant chez 'héte une diminution majeure des taux d’IL-17 (voir §I-2.3.1
et I-5.1). Dans nos travaux, nous retrouvons I'effet inhibiteur de la PC sur la
sécrétion d’'IL-17, a la fois chez les souris lupiques traitées par PC seule et
par TPC (voir §lll-2 et Figure 2b). L’effet est toutefois beaucoup plus
marqué dans le groupe TPC que dans le groupe PC seule, probablement a
la fois grace a l'action potentialisatrice de la T sur la PC, et par l'effet
inhibiteur propre de la T. En effet, il est intéressant de noter que la T seule
permet également une diminution significative des taux d’IL-17. Cet effet de
la T navait jamais été rapporté, y compris dans les quelques études

investiguant les effets de la T dans des modéles murins de MAI (223-226).

D’autre part, les LTh1 et leurs cytokines de type Th1, en particulier I'lFN-y,
participent a I'entretien des phénomeénes d’inflammation et aux dommages
rénaux au cours du LED (273,274). Ainsi la présence de LTh1 sécréteurs
d'IFN-y a été objectivée dans les infiltrats inflammatoires de néphrite
lupique (275). Par ailleurs, il semble qu’un profil de type Th1 favorise le
développement d’une glomérulonéphrite diffuse proliférative, de pronostic
plus sévere que la néphrite lupique mésangiale observée avec un profil
Th2 (273,276). Récemment, l'infection de souris lupiques MRL/Ipr par le
trématode S. mansoni (200) a permis une modulation du profil Th1 vers un
profil Th2 modifiant le phénotype de la néphrite d’'une forme diffuse vers
une forme mésangiale.

Dans notre étude, nous avons confirmé cette observation, puisque la
modification du phénotype de la glomérulonéphrite d’'une forme diffuse de
classe-IV vers une forme mésangiale de classe-ll dans les groupes de
souris traitées par T et TPC s’accompagnait d’'une modulation de la

sécrétion cytokinique, d’'un profil Th1 (IFN-y) vers un profil Th2 (IL-10).
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Helminth products, particularly ES-62-derived PC, have been widely
demonstrated to inhibit Th17-cells differentiation in their host, resulting in
major decrease in IL-17 levels (see § 1-2.3.1 and I-5.1).

In our study, we confirmed PC inhibitory effect on IL-17 secretion both in
PC-treated and TPC-treated lupus mice (see §lllI-2 and Figure 2b).
However, this effect is more pronounced in TPC-treated mice when
compared with PC-treated mice, likely due to both T potentiating action on
PC as well as T own inhibitory activity. Interestingly, T alone also leads to
significant reduction in IL-17 levels. This effect of T had never been
reported, including in the few studies investigating the impact of T treatment

in various autoimmune diseases animal models (223-226).

On the other hand, LTh1 and Th1 cytokines, especially IFN-y, are involved
in maintenance of inflammation and kidney damage in SLE (273,274). Thus
the presence of LTh1 IFN-y-secreting cells has been objectified in lupus
nephritis inflammatory infiltrates (275). Moreover, it appears that a Th1
profile promotes the development of diffuse proliferative glomerulonephritis
affected by worst prognosis than mesangial lupus nephritis observed with a
Th2 profile (273,276). Recently, infection of MRL/Ipr lupus mice with the
trematode S. mansoni (200) was shown to modulate immune response
from a Th1 to a Th2 profile moving nephritis pattern from a diffuse towards
a mesangial form.

In our study, we confirmed this observation, since the modification of the
glomerulonephritis from a class-IV-diffuse to a class-ll-mesangial pattern in
both T- and TPC-treated mice was accompanied by a modulation of

cytokine secretion from a Th1 (IFN-y) to a Th2 (IL-10) profile.
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De plus le rble directement pathogéne de I'IFN-y dans le LED a été
démontré dans des modéles murins ainsi que chez des patients lupiques
ou ses taux ont été corrélés a I'activité de la maladie (274).

La PC et la T sont toutes deux connues pour leurs capacités a inhiber la
réponse Th1 en promouvant une réponse Th2/Treg, réduisant ainsi la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires de type Th1, dont 'lFN-y (voir §I-
5). Notre étude a permis de vérifier ces propriétés. La PC et la T ont
conduit indépendamment, et de fagon conjuguée avec le TPC, a une
réduction significative de la sécrétion d’IFN-y chez les souris lupiques
NZBxWI/F1 (voir §l11-2 et Figures 2a/2b).

Il faut noter que parmi les cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la
physiopathologie du LED, I'lL-22 a récemment été mise en lumiere (277—
283). Cette cytokine de la famille de I'lL-10 peut étre sécrétée par les
cellules immunitaires innées et acquises, en particulier les LTh17 et les
LTh22. Ses taux ont été trouvés plus élevés chez les patients lupiques et
corrélés avec l'activité de la maladie, en particulier I'atteinte rénale (277—-
283).

Au cours de I'AIC, 'ES-62, le produit dES d’A. vitae composé de PC, a
démontré des propriétés étonnantes en modulant les niveaux sériques
d’'IL-22 en fonction du stade de la maladie. En effet, a la phase initiale de
'AIC 'ES-62 décroit I'lL-22 dont le réle est néfaste, puis dans les phases
plus tardives de la maladie, 'ES-62 favorise une hausse de la production
cette cytokine qui exerce alors un effet protecteur (173). Dans notre
modele, nous n’avons pas étudié les taux d’IL-22, mais il serait intéressant
par la suite de déterminer si la PC exerce les mémes effets bénéfiques au
cours du LED.
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It is to note that IFN-y pathogenic role has been demonstrated in lupus
mouse models as well as in SLE patients where rates were correlated with
disease activity (274).

PC and T are both recognized for their ability to inhibit Th1 response by
promoting a Th2/Treg response, thereby decreasing the secretion of pro-
inflammatory Th1 cytokines including IFN-y (see §I-5). Our experiments
confirmed these properties. PC and T separately and combined in the TPC
compound led to a significant reduction of IFN-y rates in lupus NZBxW/F1

mice (see §llI-2 and Figures 2a/2b).

It should be noted that IL-22 has recently been highlighted as one of the
pro-inflammatory cytokines involved in the pathogenesis of SLE (277-283).
It belongs to the IL-10 family and may be secreted both by innate and
acquired immune cells, particularly Th17 and Th22 cells. IL-22 rates were
found to be higher in SLE patients and correlated with disease activity,
especially renal involvement (277-283).

In CIA mice model, the PC-containing A.vitae product ES-62 showed
surprising properties in modulating IL-22 serum levels according to the
stage of the disease. Indeed, in the initial stage of CIA ES-62 decreases
IL-22 that exhibit harmful effects. Then in later stages, ES-62 promotes IL-
22 rise, since it exerts protective role (173). In our model, we have not
measured IL-22 levels, but it would be of interest to determine if PC has the

same beneficial effects in SLE.
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Contrairement aux LTh1/Th17/Th22 pro-inflammatoires, les LTreg, connus
pour leurs propriétés régulatrices anti-inflammatoires grace notamment a la
production d’IL-10 et de TGF-B (100), présentent au cours du LED un
déficit fonctionnel et quantitatif (284,285). Les LTreg
CD4+/CD25+/FOXP3+ sont I'une des sous-populations majeures de ce
groupe hétérogéne de Ilymphocytes. On distingue les LTreg
CD4+/CD25+/FOXP3+ naturels générés dans le thymus, et les LTreg
inductibles formés en périphérie grace notamment a la stimulation par le
TGF-B (286).

De facon importante, Tselios et al (287) ont récemment montré chez des
patients lupiques que les taux de LTreg CD4+/CD25+/FOXP3+ étaient
inversement corrélés a l'activité de la maladie. Par ailleurs, le transfert
adoptif de ce méme phénotype de LTreg dans le modéle de souris lupique
NZBxW/F1 a permis de controler le développement du LED, en particulier

I'atteinte rénale (288).

A ce jour, 'ES-62 et son composant principal la PC n’ont pas été
démontrés comme promouvant I'expansion des cellules Treg (207).
Concernant la T, cet effet a été rapporté dans une seule étude, sur un
modeéle murin d’EAE (225).

A l'inverse dans nos travaux, la PC seule a permis une expansion modérée
de la population de LTreg, tandis que la T seule n’a eu aucun effet sur ces
lymphocytes. Le TPC, en potentialisant I'effet modeste de la PC, a conduit
a une hausse significative du taux de LTreg (voir §llI-3 et Figures 3a/3b).
Parallelement a cet effet, le TPC et dans une moindre mesure la PC seule
ont entrainé une augmentation des taux d’'IL-10 et de TGF-3, ou du TGF-
seul respectivement, deux cytokines immunosuppressives sécrétées entre
autres par les LTreg (voir §llI-2 et Figures 2a/2b).

Nous avons également observé dans le groupe traité par T seule une
élévation de ces deux médiateurs — a savoir I'lL-10 et le TGF-f — et ce

malgré 'absence de modification des taux de LTreg.
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Treg cells are a T-cells subpopulation recognized for its anti-inflammatory
properties through production of IL-10 and TGF-f (100). Unlike
Th1/Th17/Th22 pro-inflammatory lymphocytes, SLE is associated with
functional and quantitative deficit in Treg cells (284,285).
CD4+/CD25+/FOXP3+ Treg is one of the major subset of this
heterogeneous group of cells. The latter may be divided into natural
CD4+/CD25+/FOXP3+ Treg cells generated in the thymus and induced
CD4+/CD25+/FOXP3+ Treg developped from mature CD4+ T-cells
especially under TGF-3 stimulation (286).

Importantly, Tselios et al (287) have recently found that
CD4+/CD25+/FOXP3+ Treg cells rates were inversely correlated with
disease activity in SLE patients. Furthermore, adoptive transfer of Treg
cells in NZBxW/F1 lupus mice attenuated disease severity, in particular

renal disease (288).

To date, ES-62 and its main component PC has not been demonstrated to
promote Treg cells expansion (207). Regarding T, this effect has been

reported in one study conducted in a mouse model of EAE (225).

Conversely in our work, PC alone led to moderate expansion of Treg
population while T had no effect on these cells. TPC by potentiating PC
modest effect led to significant increase in Treg cells rate (see §llI-3 and
Figures 3a/3b).

Moreover, TPC and to a lesser extent PC increased both IL-10 and TGF-
or only TGF-B levels respectively, two immunosuppressive cytokines
secreted by Treg cells (see §llI-2 and Figures 2a/2b).

T-treated mice also showed an elevation in IL-10 and TGF-( levels despite

the absence of rise in Treg cells number.
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Toutefois, comme nous I'avons mentionné, I'IL-10 et le TGF-B sont
sécrétés notamment mais non exclusivement par les LTreg. La présence
de niveaux accrus de ces deux cytokines dans le groupe traité par T seule
peut donc avoir pour origine d’autres types cellulaires aux propriétés
régulatrices, notamment les cellules Breg que nous avons précédemment

évoquées, ou encore les macrophages de type M2.

Il est intéressant de noter qu’au cours du LED, certaines cytokines peuvent
exercer une action protectrice ou néfaste selon divers facteurs. Par
exemple, la présence de TGF- seul favorise la différenciation des LTreg,
tandis que le TGF-B associé a I'lL-6 conduit a une différenciation de
lymphocytes de type Th17 (289). Le TPC, en augmentant les niveaux de
TGF-B tout en inhibant les cytokines pro-inflammatoires dont I'lL-6, va donc

soutenir la polarisation des Treg par rapport aux Th17.

De méme, I'lL-10 exerce un double rdle au cours du LED (290). En effet,
dans des modeéles murins de lupus, I'lL-10 a alternativement été trouvée
capable de promouvoir ou de protéger de la progression de la maladie. Par
ailleurs, de nombreuses études ont rapporté des niveaux paradoxalement
accrus de cette cytokine anti-inflammatoire chez les patients lupiques,

parfois corrélés a l'activité du LED ainsi qu’aux taux d’anticorps anti-ADN.

Il apparait que l'action de I'lL-10, tout comme celle du TGF-3, dépend en
grande partie de facteurs micro environnementaux et de la balance
cytokinique. Par exemple, la présence d’IL-18 associée a I'lL-10 favorise
I'action stimulatrice de cette derniére sur les cellules NK (291). De méme,
Yuan et al (292) ont réecemment démontré que I'action anti-inflammatoire
de I'lL-10 sur les monocytes de patients lupiques était altérée en présence
de CI. L’IL-10 peut donc, dans un microenvironnement favorable, réguler
les CD et les fonctions lymphocytaires T vers un profil tolérant, ou
inversement promouvoir une réponse inflammatoire. Le TPC, par la
régulation globale des différents acteurs immunitaires, favorise un

environnement tolérant et ainsi 'action anti-inflammatoire de I'lL-10.
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However, it must be noticed that IL-10 and TGF-B are not exclusively
secreted by Treg cells. Thus, high levels of these cytokines in the T-treated
group may be caused by other cell types with regulatory properties,
including Breg cells that we have previously mentioned, or M2

macrophages.

Interestingly, in SLE some cytokines may exert both protective and harmful
actions. For example, since the presence of TGF- alone towards a Treg
differentiation, TGF-B associated with IL-6 towards a Th17 differentiation
(289). TPC, by promoting anti-inflammatory cytokines such as TGF-§ while
inhibiting pro-inflammatory cytokines including IL-6 supports Treg rather
than Th17 differenciation.

Similarly, IL-10 exerts a dual role in SLE (290). In lupus murine models, IL-
10 has alternately been found able to promote or protect from disease
progression. Furthermore, many studies have reported paradoxically higher
IL-10 rates in SLE patients, the latter being sometimes correlated with

disease activity as well as anti-DNA antibodies levels.

IL-10 such as TGF-B effects appears to depend on microenvironmental
factors and cytokine imbalance. For example, the presence of IL-18
associated to IL-10 promotes a stimulating effect of IL-10 on the NK cells
(291). Similarly, Yuan et al (292) have recently shown that anti-
inflammatory action of IL-10 on monocytes of SLE patients was impaired in
the presence of IC. Therefore IL-10 may in a favorable microenvironment
regulate DC and T lymphocytes toward a tolerant profile, or conversely
stimulate an inflammatory response. TPC through its overall control of
immune response can promote a tolerant environment and thus IL-10 anti-

inflammatory action.
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Toutefois, il faut souligner que [I'IL-10 est connue pour ses effets
stimulateurs sur la prolifération et la sécrétion d’anticorps par les LB
(243,290,293). Nous ne pouvons pas exclure dans notre cas que cette
action stimulatrice de [I'lL-10 ait contribué a l'absence de réduction
significative des taux d’anticorps anti-ADNdb dans les différents groupes de

souris traitées.

Pour finir, nous avons vu précédemment (voir §1-2.3.2 et 1-2.3.4) que
action immunosuppressive des helminthes passe également par la
génération d’'un phénotype tolérant des CD et macrophages, a savoir les
CD dites tolérogenes et les macrophages régulateurs de type M2. Ces
deux sous-types cellulaires sont caractérisés par leurs propriétés
immunorégulatrices dues notamment a la production d’IL-10 et de TGF-
(117,133). Si le role des macrophages de type M2 dans le LED reste
encore a définir, I'implication des CD tolérogénes est désormais reconnue
(294). Il est important de préciser quau cours du LED, les CD
plasmocytaires immunogenes sont la source principale d’IFN-a (231,247),
'un des facteurs pathogéniques clés au cours du LED que nous ne
détaillerons pas ici, usuellement décrit comme la « signature interféron »
(295,296).

Bien que nous n’ayons pas analysé ces deux sous-populations dans nos
travaux, nous pouvons présumer que 'augmentation des taux d’IL-10 et de
TGF-B sont en partie liés a une expansion de ces acteurs cellulaires. Il sera
intéressant dans de futures études de déterminer I'effet de notre molécule
TPC sur la génération de ces cellules régulatrices. En particulier, I'induction
de CD tolérogénes aurait un intérét majeur a la lumiere du role sécréteur

d'IFN-a des CD immunogénes au cours du LED.
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However, we must stress that IL-10 is also known to exert stimulatory
effects on B-cells proliferation and antibody secretion (243,290,293). In the
present work, we can not exclude that IL-10 stimulatory action on effector
B-cells may have contributed to the lack of significant reduction in anti-

dsDNA levels in the different groups of treated mice.

Finally, as previously detailed (see §l-2.3.2 and [-2.3.4) helminth
immunosuppressive effects also include generation of a tolerant phenotype
of macrophages and DC, ie so called tolerogenic DC and regulatory M2
macrophages. These two subtypes are characterized by their cellular
immunoregulatory properties mainly due to the production of IL-10 and
TGF-B (117,133). While the role of M2 macrophages in SLE remains to be
defined, the involvement of tolerogenic DC is now recognized (294). It is
worth noting that in SLE plasmacytoid immunogenic DC are the main
source of IFN-a (231,247), which is a key factor in SLE pathogenesis,

usually reported as “interferon signature" (295,296).

Although we have not analyzed these two subpopulations in our work, we
can assume that increase in IL-10 and TGF-( levels is partly related to an
expansion of these two cellular populations. It will be interesting in future
studies to determine the effect of our TPC molecule on the generation of
these regulatory cells. Indeed, induction of tolerogenic DC would have a
major interest in particular in the light of immunogenic DC IFN-a-secreting
role in SLE.
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V - CONCLUSION

En conclusion, nos travaux démontrent I'efficacité du conjugué TPC dans le
modeéle NZBxW/F1 de souris lupique. L’association de la PC dérivée des
produits d’ES des helminthes, avec la T comme adjuvant naturel a permis
d’atténuer de maniere significative I'évolution de la glomérulonéphrite
lupique, conduisant a une amélioration de la survie.

Nous avons montré que les effets du TPC sont liés a une modulation de la
réponse immunitaire de I'h6te permettant de rétablir un environnement
tolérant, en augmentant de maniére significative la production de cytokines
anti-inflammatoires et I'expansion des LTreg, tout en freinant la sécrétion
de médiateurs pro-inflammatoires. Nous avons également confirmé l'intérét
de I'association de la T a la PC. Tout d’abord, la T a montré une action
protectrice propre dans ce modele murin de LED grace notamment grace a
ses propriétés stimulatrices de la phagocytose. De plus, elle permet de
potentialiser I'action de la PC qui, lorsqu’elle est seule, apparait faiblement

immunogéne et produit des effets minimes.

Le vaste potentiel des thérapies dérivées des helminthes dans les MAI
suscite un intérét croissant. Il apparait clairement désormais que ces
parasites agissent simultanément a plusieurs niveaux et sur les différents
acteurs cellulaires clés du systéme immunitaire, formant un véritable
réseau visant a promouvoir un environnement tolérant. Les données
encourageantes issues de modeles murins et des premiers essais cliniques
menés en utilisant les thérapies dérivées des helminthes dans plusieurs
MAI ont conduit & une augmentation spectaculaire du nombre de projets
d’études cliniques de phase 1 et 2 dans les MICI, la SEP, la PR, le
psoriasis et la maladie cceliaque (155). Le champ des maladies
inflammatoires a meédiation Th1/Th17 qui pourraient bénéficier d'un tel
traitement est encore vaste. Nos travaux montrent que le LED est un

candidat idéal pour ces nouvelles immunothérapies
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V — CONCLUSION

To conclude, our work demonstrates the effectiveness of TPC compound in
NZBxW/F1 lupus mice model. The association of PC derived from helminth
ES products, with T as a natural adjuvant significantly attenuated lupus
glomerulonephritis, leading to improved survival.

We show that TPC effects are related to its modulatory properties on the
host immune response. TPC is able to restore a tolerant environment by
significantly increasing anti-inflammatory cytokines production and Treg
cells expansion, while inhibiting the secretion of proinflammatory mediators.
We also confirmed the benefit of combining T to PC. First, T exhibit its own
protective action in this lupus mouse model mainly through its stimulatory
effects on phagocytosis. Moreover, it also potentiates the action of PC, that

alone seems to be poorly immunogenic and produced minimal effects.

The great potential of helminth-derived therapy in autoimmune diseases
raises growing interest. It is becoming apparent that these parasites are
acting simultaneously at several levels and on the different key cellular
players of immune system establishing a real network aiming to promote a
tolerant environment. The encouraging data from mouse models and early
clinical trials conducted in several autoimmune diseases using helminth-
derived therapy, have led to a dramatic increase in the number of phase-1
and phase-2 clinical trials projects in IBD, MS, RA, psoriasis and celiac
disease (155). The field of inflammatory Th1/Th17-mediated diseases that
may benefit from such treatment remains wide. Our eperiment suggest SLE

as an ideal candidate for these new immunotherapies.
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Néanmoins, nous n'’en sommes qu'aux prémices des thérapies dérivées
d’helminthes, et tout reste encore a faire. Cela inclut d'analyser et d’extraire
d’autres molécules responsables des effets régulateurs des helminthes, de
clarifier leurs modes d’action sur le systéme immunitaire, ces derniers
dépendant probablement du micro-organisme impliqué, de confirmer les
résultats précédemment rapportés dans de plus larges études prospectives
et d'identifier d'autres maladies éligibles pour ce nouveau type

d’immunomodulation.

Cependant, de nombreuses inconnues demeurent sur ces
immunothérapies et imposent la plus grande prudence. En particulier, les
effets a long terme de I'immunomodulation par les helminthes ne sont pas
encore définis puisque les rares études cliniques a ce jour n'ont pas
excédé 24 semaines de suivi. La manipulation de la réponse immunitaire
peut conduire a compromettre les mécanismes de défense contre d’autres
agents pathogénes ou contre les cancers. Il faut également rester prudent
quant a l'utilisation de parasites induisant une infection chronique, qui peut
étre difficilement contrélable. Sur ce plan, |'utilisation de molécules dérivées
d'helminthes semble étre une solution plus intéressante et sire (94,155).
Nos travaux suggérent que notre composé dérivé d’helminthe permet de
retrouver et d'utiliser a des fins thérapeutiques toutes les propriétés
immunomodulatrices des helminthes. En plus de son efficacité sur un
modele murin de lupus, nous avons utilisé avec succés notre composé
dans un modeéle animal de MICI (297) et de PR (données non publiées).
Des études complémentaires seront nécessaires pour en préciser les
mécanismes d’action et I'évaluer dans d’autres MAI.

Ainsi, si elles sont abordées avec prudence, les helminthes pourraient

apporter de notre passé nos futures immunothérapies.
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Nevertheless, it is only the beginnings of helminth-derived therapies and
everything remains to be done. This includes to analyze and extract other
molecules responsible for worms’ regulating effects, clarify their action on
immune system, the latter likely depending on the microorganism, confirm
previous findings in larger prospective trials and identify other diseases

eligible for this new type of immunomodulation.

However, many unknowns remain about these immunotherapies and
require the greatest caution. Especially the long-term effects of helminth
immunomodulation are still unclear since the rare clinical studies to date
have not exceeded 24 weeks of follow-up. Manipulating immune response
could lead to compromise defense mechanisms against other pathogens or
cancers. It also needs to be careful about using parasites inducing chronic
infection, which may be less controllable. Therefore, using helminth-derived
molecules appears to be more attractive and safe (94,155).

Our experiments suggest that helminth-derived TPC compound exhibits all
the helminth immunomodulatory properties that may be used for
therapeutic use. In addition to its efficacy in a lupus mouse model, we have
successfully used our compound in IBD (297) and RA (unpublished data)
animal model. Further studies are needed to clarify its mechanisms of
action and evaluate this molecule in other autoimmune diseases.

Thus, if handled cautiously, helminthes might provide from past our future

therapies.
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ANNEXE-2

Classification 2003 de I'International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS)
des glomérulonéphrites lupiques

Classe | -Glomérulonéphrite lupique avec atteinte mésangiale minime.
Glomérule normal en microscopie optique, avec dépdts mésangiaux en

immunofluorescence.

Classe Il - Glomérulonéphrite lupique mésangiale proliférative.
Hypercellularité mésangiale pure en microscopie optique avec dépbts
mésangiaux en immunofluorescence.

Quelques dépbts sous-épithéliaux ou sous-endothéliaux isolés peuvent
étre visibles par immunofluorescence ou microscopie électronique, mais

pas par microscopie optique.

Classe lll - Glomérulonéphrite lupique focale.

Glomérulonéprhite active ou inactive, focale, segmentaire ou globale, endo-
ou extra-capillaire touchant <50% de tous les glomérules, généralement
avec des dépobts immuns sous-endothéliaux focaux, avec ou sans

altérations mésangiales.

Classe lll (A) : Lésions actives: néphrite lupique focale proliférative.
Classe IlI(A/C) : Lésions actives et chroniques: néphrite lupique focale
proliférative et sclérosante.

Classe Il (C) : Lésions inactives chroniques avec cicatrices glomérulaires:

néphrite lupique focale sclérosante.
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ANNEXE-2

International Society of Nephrology/Renal Pathology Society
(ISN/RPS) 2003 classification of lupus nephritis

Class | - Minimal mesangial lupus nephritis.
Normal glomeruli by light microscopy, but mesangial immune deposits by

immunofluorescence

Class Il - Mesangial proliferative lupus nephritis.

Purely mesangial hypercellularity of any degree or mesangial matrix
expansion by light microscopy, with mesangial immune deposits.

A few isolated subepithelial or subendothelial deposits may be visible by

immunofluorescence or electron microscopy, but not by light microscopy.

Class lll - Focal lupus nephritis.
Active or inactive focal, segmental or global endo- or extracapillary
glomerulonephritis involving <50% of all glomeruli, typically with focal

subendothelial immune deposits, with or without mesangial alterations.

Class Il (A) : Active lesions: focal proliferative lupus nephritis.

Class Il (A/C): Active and chronic lesions: focal proliferative and
sclerosing lupus nephritis.

Class Ill (C): Chronic inactive lesions with glomerular scars: focal

sclerosing lupus nephritis.
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Classe IV : Glomérulonéphrite lupique diffuse.

Glomérulonéprhite active ou inactive, focale, segmentaire ou globale, endo-
ou extra-capillaire touchant 250% de tous les glomérules, généralement
avec des dépbts immuns sous-endothéliaux diffus, avec ou sans altérations
meésangiales.

Cette classe est divisée en néphrite lupique segmentaire diffuse (IV-S)
quand =50% des glomérules concernés ont des lésions segmentaires, et
néphrite lupique diffuse globale (IV-G) quand =50% des glomérules
concernés ont des lésions globales. Segmentaire est définie comme une

Iésion glomérulaire qui implique moins de la moitié du glomérule rénal.

Classe IV-S (A): Lésions actives: néphrite lupique diffuse segmentaire
proliférative.

Classe IV-G (A): Lésions actives: néphrite lupique diffuse globale
proliférative.

Classe IV-S (A/C) : Lésions actives et chroniques: néphrite lupique diffuse
segmentaire proliférative et sclérosante.

Classe IV-G (A/C) : Lésions actives et chroniques: néphrite lupique diffuse
globale proliférative et sclérosante.

Classe IV-S (C) : Lésions inactives chroniques avec cicatrices: néphrite
lupique diffuse segmentaire sclérosante.

Classe IV-G (C) : Lésions inactives chroniques avec cicatrices: néphrite

lupique diffuse globale sclérosante.

Classe V : Glomérulonéphrite lupique extra-membraneuse.

Dépbts sous-épithéliaux, globaux ou segmentaires, en microscopie
optique, en immunofluorescence ou en microscopie électronique. Les
dépdts sous-épithéliaux doivent toucher plus de 50% de la surface

glomérulaire dans plus de 50% des glomérules.

Classe VI : Glomérulonéphrite lupique scléreuse avancée.
Plus de 90 % des glomérules sont globalement sclérosés sans activité

résiduelle.



121

Class IV - Diffuse lupus nephritis.
Active or inactive diffuse, segmental or global endo- or extracapillary
glomerulonephritis involving 250% of all glomeruli, typically with diffuse

subendothelial immune deposits, with or without mesangial alterations.

This class is divided into diffuse segmental (IV-S) lupus nephritis when
250% of the involved glomeruli have segmental lesions, and diffuse global

(IV-G) lupus nephritis when =250% of the involved glomeruli have global
lesions. Segmental is defined as a glomerular lesion that involves less than

half of the glomerular tuft.

Class IV-S (A): Active lesions: diffuse segmental proliferative lupus
nephritis.

Class IV-G (A) : Active lesions: diffuse global proliferative lupus nephritis.
Class IV-S (A/C): Active and chronic lesions: diffuse segmental
proliferative and sclerosing lupus nephritis.

Class IV-G (A/C) : Active and chronic lesions: diffuse global proliferative
and sclerosing lupus nephritis.

Class IV-S (C) : Chronic inactive lesions with scars: diffuse segmental
sclerosing lupus nephritis.

Class IV-G (C): Chronic inactive lesions with scars: diffuse global

sclerosing lupus nephritis.

Class V - Membranous lupus nephritis.
Global or segmental subepithelial immune deposits or their morphologic
sequelae by light microscopy and by immunofluorescence or electron

microscopy, with or without mesangial alterations.

Class VI - Advanced sclerosis lupus nephritis.

90% of glomeruli globally sclerosed without residual activity
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Abstract

Background: In areas where helminthes infections are common,
autoimmune diseases are rare. Treatment with helminthes and ova from
helminthes, improved clinical findings of inflammatory bowel disease,
multiple sclerosis, rheumatoid arthritis and type-l-diabetes mellitus, in
human and in animal models. The tolerogenic properties of the helminthes
and their ova were attributed to the phosphorylcholine (PC) molecule. We
aimed to decipher the tolerogenic potential of tuftsin-PC (TPC) compound

in an experimental model of lupus.

Methods: Lupus prone NZBXW/F1 mice received subcutaneously TPC
(5mg/1ml), three times a week starting at 14 weeks age. Autoantibodies
were tested by ELISA, T-regulatory-cells by FACS, cytokines by RT-PCR
and protein by ELISA duoset. Glomerulonephritis was addressed by the
presence of proteinuria, PAS staining and immunoglobulin deposition in the

mesangium by immunofluorescence of the kidneys.

Results : TPC attenuated the development of glomerulonephritis in lupus
prone mice, in particular, it ameliorated proteinuria (p<0.02), and reduced
immunoglobulin deposition in the kidney mesangium. TPC also enhanced
the expression of TGF-$ and IL-10 (p<0.001), and inhibited IFN-y and IL-17
expression (p<0.03). Significant enhancement of CD4+CD25+FOXP3+ T-

regulatory cells (Tregs) phenotype was documented.

Conclusion: TPC hampered lupus development in lupus prone mice which
was exemplified by moderate glomerulonephritis, attenuation of pro-
inflammatory cytokines and enhancement of anti-inflammatory cytokines
expression, as well as Tregs expansion. Our results propose a new

approach for natural therapy for lupus patients.
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multi-systemic disease
characterized by the presence of more than 100 circulating autoantibodies
directed to diverse array of cellular components (1). The disease is
manifested among other findings, by glomerulonephritis (GN), brain and
skin involvements. GN requires aggressive immunosuppressive therapy,
usually with cyclophosphamide and corticosteroids or biological therapy
such as anti-BAFF (Belimumab) (2,3). Still, these therapies show various
side effects including morbidity and mortality in lupus patients. Therefore,
there is a need for novel approaches to treat GN in lupus. Our current
studies are aimed at investigating and evaluating a novel therapeutic
approach, which is based on a worm derivative.

In Western countries, a strong correlation exists between improved
sanitation and hygiene, and a significant increase in the prevalence of
autoimmune diseases and autoinflammatory syndromes. Moreover, a
strong link was reported between high prevalence of parasitic worms
(helminthes) in certain geographic areas and protection against atopic,
autoimmune, and autoinflammatory diseases (4-7). A hallmark of parasitic
worms is their ability to survive within their hosts for long periods through
"suppression" of the host immune-network. During the last decades many
studies reported that infection with parasitic helminthes, or systemic
treatment with helminthes extracts and secretory molecules, can reduce
inflammation associated with autoimmune diseases (6-12). The successful
therapy improves the condition of several diseases such as: multiple
sclerosis (MS), rheumatoid arthritis (RA), type | diabetes mellitus (T1DM),
and inflammatory bowel diseases (IBD) (6-12).

The helminthes therapy was not associated with significant side effects or
serious complications attributable to the therapeutic agent.

Employing experimental autoimmune animal models, amelioration of
disease activity was achieved by helminthes or helminthes derivatives
administration in type-l diabetes mellitus (T1DM), experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), collagen induced arthritis (CIA), and
colitis (6,9-16).
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Filarial nematodes are parasites of vertebrates and humans, which secrete
immunomodulatory molecules comprising of phosphorylcholine (PC)-
moieties glycoproteins into the host environment (17-23). The most widely
studied secretory glycoprotein is the ES-62. Its immunosuppressive activity
is attributed to the PC moieties, covalently attached to N-type glycans (18-
20). In addition, PC in nature is presented by apoptotic cells, Gram-positive
bacterium including Streptococcus pneumonia, Clostridium, Lactococcus,
Lactobacillus and the Gram-negative bacterium Haemophilus influenzae in
which the PC is attached directly to sugar residues such as N-

acetylgalactosamine (23-26).

Taken together, these data impelled us to examine the protective potential
of PC-based compound on GN development in lupus mice. Currently, in the
field of autoimmunity there is a need for a treatment with small molecule
which have minimal side effects. PC is a non-immunogenic small molecule,
natural compound, therefore we conjugated it to tuftsin, a self-natural
adjuvant, and coined the molecule TPC (27-30). Tuftsin is a physiological
natural immunostimulating tetrapeptide (Thr-Lys-Pro-Arg) fraction of the
IgG-heavy-chain molecule produced by enzymatic cleavage in the spleen
(29).

Our data provide experimental proof-of-concept of TPC therapeutic efficacy
in a prophylactic protocol in experimental lupus. TPC beneficial effect was
associated with a reduction in glomerular immune-complex deposition, less
severe inflammatory response and kidney damage followed by delayed

onset of proteinuria, and improved survival.
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Methods

Mice and experimental design: Female lupus prone (NZBxW)F1 mice at
ages 14-15 weeks were purchased from Harlan-Netherland. The mice were
maintained in a conventional animal housing facility at Sheba Medical
Center Israel and kept in individually ventilated cages. All experiments were
approved and executed according to the protocols of the Ethical Committee
of the Israeli Ministry of Health no.696/11. The following groups of mice
were treated with 5 mg/mouse subcutaneously (s.c) three times a week
(n=15 for each group), TPC (Synthesized by Prof. Fridkin, Department of
Organic Chemistry, Weizmann Institute for Sciences, Rehovot, Israel), PC
(Sigma-Aldrich L-4391 St Louis, MO, USA), tuftsin (GLS peptide synthesis,
Shanghai, China), or PBS as a vehicle. The treatment started at week 14
before clinical findings were observed.

Measurement of proteinuria: Urine was tested every week for proteinuria
by a standard semiquantitative test using Bayer Multistix dipsticks (Bayer,
Fernwald, Germany). Results were graded according to the manufacturer’s
instructions. Nephritis was defined semiquantitatively as the presence of
100-300 mg/dl of proteinuria.

Histologic analysis of the GN: Kidneys were obtained from the sacrificed
mice and were paraffin-embedded. The pathology of gomerulonephritis
was exemplified by histological staining (PAS) as previously described by
us (33,34). For detection of immunoglobulin deposits, paraffin-embedded
sections were incubated with FITC-conjugated anti-mouse-lgG. All
histopathological evaluations were performed by a pathologist.

Analysis of serum anti-dsDNA antibodies: The titers of anti-dsDNA
autoantibodies were measured by ELISA as previously described by us
(32,33).
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Quantitative real-time PCR

The mRNA levels of IFN-y and TGF-B were analyzed by real-time RT-PCR
by using LightCycler (Roche, Mannheim, Germany). Total RNA was
isolated from splenocytes, and was reverse-transcribed to prepare cDNA
by using Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega
Inc.Wisconsin, USA). The resulting cDNA was subjected to real-time PCR
in the presence of specific primers, according to the manufacturer's
instructions. Briefly, a 20-ulreaction volume contained 3 mM MgCI2,
LightCycler HotStart DNA SYBR Green | mix (Roche), specific primer pairs,
and 5 pl of cDNA. The relative expression of IFN-y and TGF-B were
normalized to B-actin levels.

Cytokine production by splenocytes: Splenocytes (5x10° cells per well)
originated from TPC, tuftsin, PC and PBS treated mice, were cultured in the
presence of 5 mg/ml TPC, tuftsin or PC for 48 hrs and 72 hrs and tested by
duoset (R&D systems Minneapolis, MN, USA). The cytokine levels were
determined by sandwich ELISA, performed according to the manufacturers’
instructions. For the detection of TGF-B, the plates were coated with a
recombinant human TGF-8 sRIl/Fc chimera (R&D Systems). Supernatants
were added after activation of latent TGF-B to immunoreactive TGF-31, a
biotinylated anti-human TGF-81 Ab was added thereafter, and the assay
was developed according to the manufacturer's instructions (R&D
Systems).

T regulatory analysis by flow cytometry: Isolated splenocytes were
incubated with the relevant antibodies anti-CD4 FITC anti-CD25"APC anti-
FOXP3'PE (eBioscience, San Diego, USA) and analyzed by FACS, with
forward and side scatter gates adjusted to include all cells and to exclude
debris (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA). For intracellular
staining of FOXP3, the cells were preincubated with a fixation solution,
washed, and resuspended in permeabilization solution (Serotec, Oxford,
UK) and stained for FOXP3. The gating was on the CD4" T cells.
Statistical Analysis: The data are expressed as the mean + SD. Statistical
analysis was performed with one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Student’s t-test for comparison between groups. P-values <

0.05 were considered to be significant
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Results

Significant attenuated onset of glomerulonephritis in TPC treated
mice.

To examine the potential protective effect of TPC, female NZBxW/F1 lupus
prone mice received s.c TPC, PC, tuftsin (T) or PBS given separately as
controls in a prophylactic protocol starting at week 14, before the clinical
onset of lupus (n=15 per group). As illustrated in Fig.1, at the age of 30
weeks, 72% of the mice injected with PBS developed proteinuria whereas
only 21% of the TPC injected group had proteinuria above 100 mg/dI.

The TPC treated mice showed a significant hampered onset of proteinuria
as compared with control mice that received PBS, tuftsin or PC controls
(p<0.001, p<0.02, p<0.03 respectively).

At the age of 30 weeks, histological analyses of the kidneys were
performed by PAS staining and immune complex (IC) deposition in the
mesangium, which was evaluated by immunofluorescence, Fig.1b. Kidney
sections from the PBS group and PC treated mice showed diffuses lupus
nephritis class-IV with crescents formation. Both TPC and tuftsin delayed
the onset of IC deposits defined as mesangial proliferative lupus nephritis
class-ll, although the infiltration and the IC deposits were more impressive
in the tuftsin treated group of mice. In sum, based on PAS staining and IC
depositions, treatment of lupus mice with TPC prevented the appearance of
IC depositions in the mesangium to class-Il nephritis. Whereas, treatment
with the PC or PBS did not diminish the development of strong mesangial
damage defined as class-IV. PC had moderate but not significant effect on

IC deposition.

TPC prolong survival time of lupus mice.

A main complication in lupus nephritis is the short survival time due to
severe kidney failure. Therefore we followed survival time of the mice
treated either with TPC or with its control PC, tuftsin or PBS. As depicted in
Fig.2, we observed a significant difference between the TPC injected mice

and the control groups from week 24 up to week 40.
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Additionally, a significant difference in the percentage of death number was
documented between PBS injected mice in comparison to PC, tuftsin and

TPC treated mice already at week 24.

TPC and titers of circulating anti-dsDNA antibodies.

The titers of circulating anti-dsDNA antibodies in the sera were followed
during the disease development, and their levels were measured every 3
weeks. No statistically significant change was noticed between the group of
mice treated with TPC, tuftsin, PC or PBS (p>0.05, Fig.3). The data
presented in Fig.3 describe the anti-dsDNA antibodies titers in the sera at
the age of 30 weeks at a dilution of 1:800. A follow-up of anti-dsDNA
antibodies over time (16-40 weeks) did not show any significant change

between the different groups of mice (p>0.05) (data not shown).

TPC attenuated glomerulonephritis by immunomodulating the
cytokine profile.

Cytokines were shown to play a major role in the pathogenesis of lupus.
Therefore we assessed whether treatment with TPC affected cytokine
profile in the studied mice. NZBXW/F1 female mice treated with TPC and
the appropriate controls were sacrificed at week 30, and their splenocytes
were studied in-vitro for pro-inflammatory (IFN-y, IL-17) and anti-
inflammatory (TGF-B, IL-10) cytokine expression. RT-PCR analyses found
that TPC inhibited the mRNA expression of the pro-inflammatory cytokine
IFN-y in comparison to mRNA expressed by the PBS treated mice
(p<0.03),( Fig.4a). In parallel, TPC accelerated the mRNA expression of
the anti-inflammatory cytokine TGF-B (p<0.001) compared to the mRNA
expressed by splenocytes derived from PBS-treated mice.

We then deciphered the alteration in secretion of pro-inflammatory (IFN-y,
IL-17) and anti-inflammatory cytokines (TGF-B, IL-10) upon treatment with
TPC (Fig.4b), in-vitro.

TPC was shown to decrease the splenocyte secretion of IFN-y from lupus
TPC treated mice by 5.2 times, compared to IFN-y secretion by

splenocytes from PBS treated mice (p<0.008), (Fig.4b).
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IFN-y secretion upon tuftsin or PC treatments was reduced by 2.5 and 1.5
times respectively (p<0.03, p<0.04). A striking decline in the levels of IL-17
secretion was observed in the supernatants of splenocytes of TPC treated
mice, (p<0.01) when compared with the PBS treated mice. Less significant
inhibition of IL-17 secretion was induced by tuftsin (p<0.03) and to a lower
extent by PC, (p<0.048). Analysis of anti-inflammatory cytokines levels in
the culture fluid of splenocytes revealed an upregulation of TGF-3 secretion
(p<0.007), in the TPC treated group, when compared to splenocyte
secretion from PBS treated mice. Tuftsin moderately enhanced the
secretion of TGF-B, while PC had a minimal effect on this cytokine
expression, (p<0.05). TPC remarkably increased IL-10 concentration in the
culture fluid of splenocytes of TPC treated mice in comparison with the PBS
treated mice, (p<0.001). A significantly higher concentration of IL-10 was
detected in the culture fluid of splenocytes from tuftsin treated mice,

(p<0.01), whereas, PC alone did not have any effect on IL-10 expression.

The effect of TPC on the development of CD4" Treg cells.

The frequency of CD4"CD25'FOXP3" Tregs subset was determined in-vivo
in the splenocytes’ culture fluid, following treatment with TPC, tuftsin, PC
and PBS, as elucidated in Fig 5a,b. A striking enhancement in the
percentage of Tregs phenotype was observed in the TPC treated group of
mice when compared with tuftsin, PC or PBS Tregs levels (18%, 8%, 3%

and 4% respectively).

Representative data of the Treg levels in splenocytes derived from TPC,
tuftsin, PC and PBS treated mice (one experiment) gating on CD4+ T cells,
are presented in Fig.5a. As illustrated in Fig.5b, TPC significantly promoted
the Tregs phenotype expansion (p<0.009) when compared to other groups
of mice. When the percentage of Tregs was compared intra-groups, tuftsin
did not lead to Tregs expansion (p>0.05), PC had a mild effect on Tregs
generation (p<0.04).
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Discussion

The main findings of this study are that TPC delayed the development of
glomerulonephritis to class IV and prolonged survival time of the lupus
prone mice. The clinical efficacy of TPC may be attributed to its potential to
reduce pro-inflammatory cytokines expression such as IFN-y and IL-17 and
accelerate the anti-inflammatory cytokines profile such as TGF-f3 and IL-10.
Our data suggest that TPC ability to attenuate lupus nephritis is based on
its potential to affect the anti-inflammatory network. More specifically, TPC
enhance secretion of anti-inflammatory cytokines, reduce pro-inflammatory
cytokines expression, and enhances expansion of Tregs phenotype cells
subset.

Glomerulonephritis is one of the potential life-threatening manifestations of
SLE. The progress in deciphering the molecular mechanisms underlying
the pathogenesis of lupus and other autoimmune diseases has led to the
development of new-targeted biological treatments (35). Nevertheless,
existing therapies for SLE such as cyclophosphamide, Rituximab or

Belimumab often causes severe side effects.

In the search for new therapeutic strategies, helminth-derived products
offer promising potential. In response to the “Hygiene Hypothesis”, which
postulates that the slightest exposure to microorganisms in western
countries would be responsible for the increased prevalence of
autoimmune diseases (36,37), helminth therapies have been booming over
last ten years. This led to the successful application of helminths in
experimental models of autoimmune diseases and in clinical studies of
several autoimmune and autoinflammatory conditions, including multiple
sclerosis, inflammatory bowel disease, rheumatoid arthritis, and type-1
diabetes mellitus (6-12). Successful treatment of lupus with parasite worms
was reported when NZBxW/F1 lupus prone mice were infected with
Toxoplasma gondii, which prevented the onset of lupus nephritis (38).
Introducing malaria by infection to NZBxW/F1 mice delayed development of

lupus nephritis in the mice (39).
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Herein, based on the immunomodulatory importance of PC (17-23), we
constructed a novel chimeric molecule comprised of PC with natural
adjuvant — tuftsin. Tuftsin is a naturally occurring tetrapeptide derived from
immunoglobulin heavy chain and was initially described in 1970 by Najjar &
Nishioka as a natural phagocytosis stimulating peptide (28-30). Although
their mechanisms of action remain poorly elucidated, it is well recognized
that tuftsin or tuftsin-like peptides also exhibit other stimulatory effects,
including increased migration, activation of macrophages and enhance
chemotaxis of defective monocytes derived from patients with SLE (28-
30,40). At that time in 1989, scientists were not aware that lupus patients
and lupus animal models have a defect in the clearance of apoptotic cells
which lead to long exposure of the immune system to the apoptotic cells
(41,42).

Due to this defect, apoptotic cells extensively circulate; undergo post-
translational modifications and dephosphorylations followed by new
membrane arrangements and neo-antigens formation, leading to flare-up of
pathogenic autoantibodies to many cellular components (1). Tuftsin, as
stimulator of macrophages, may have a role of accelerating the clearance
of apoptotic cells leading to improvement of lupus development. Our data
confirm the anti-inflammatory activity of tuftsin as shown in animal model of
experimental autoimmune encephalomyelitis and rat adjuvant arthritis
(43,44). Tuftsin in a branched peptide form was used as a natural adjuvant
for developing a vaccine to influenza with no side effects (31). However, the
TPC chimer molecule, given to lupus mice, enhanced the anti-inflammatory
activity at least 5 times more than tuftsin alone as exemplified in the
elevated levels of TGF-B and IL-10. Moreover, TPC enhanced in more
significant way Treg cells phenotype expansion as was documented in the
TPC treated mice in comparison to tuftsin injected lupus mice. Our data
confirm that PC molecule alone with no adjuvant or hapten carrier molecule
is non-immunogenic, and has a mild/tendency effect on enhancing anti-
inflammatory activity. Indeed, a key imbalance between the CD4+

lymphocyte subsets has been shown in lupus.
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On the one hand, there is excessive differentiation toward Th1/Th17
lymphocytes, resulting in high amounts of pro-inflammatory cytokines,
including IFN-y, and IL-17, whose harmful role in autoimmune diseases,
especially SLE, is well recognized (45-47); On the other hand, there is a
marked quantitative and functional deficit in Tregs cells in lupus which by
adoptive transfer of Tregs can attenuate glomerulonephritis and anti-
dsDNA antibodies production (48-50). Tregs were shown to be reduced in
the secondary lymphoid organs of the NZB/W F1 lupus-prone mouse model
as compared with age-matched non-autoimmune mice (49). Deficiency of
CD4" Tregs is linked to the development of lupus-like disease, while
adoptive transfer of CD4" Tregs slowed the progression of renal disease
and reduced mortality in NZB/W F1 mice (49). TPC treated mice had a
significant elevated phenotype expression of CD4'CD25'FOXP3" Treg
cells and in concert with their ability to accelerate anti-inflammatory
cytokines expression, it contribute to the delay in the onset of lupus
nephritis and prolong the lupus mice survival time.

In conclusion, our findings suggest that TPC is an effective treatment for
the prevention of severe lupus glomerulonephritis damage, by restoring the

balance between the Treg levels and anti-inflammatory network.
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Figure 1b
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4a
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Legend to Figures

Figure 1. TPC effect on glomerulonephritis development in NZBxW/F1 lupus
mice:

a: Proteinuria: The levels of proteinuria are presented as percentage of mice that
had above 100 mg/dl protein, in each group of mice (n=15 per group), treated with
tuftsin-phosphorylcholine(TPC), tuftsin (T), phosphorylcholine (PC) or PBS
(vehicle).

B: Histological analysis: PAS staining and immune complex deposition by
immunofluorescence, in representative kidney sections from each studied group of
mice.

A: Mice treated with PBS; B: mice treated with TPC; C: mice treated with tuftsin;
D mice treated with PC. Magnification presented: x40.

Fig.2. Survival mice treated with TPC, tuftsin, PC and PBS: The number of
dead mice were followed over time . The data presented are percent of mice that
survived per a week. The time to death were significantly longer in the TPC treated
mice versus control animals, p<0.01.

Fig.3. Circulating anti-dsDNA antibodies: The levels of circulating anti-dsDNA
antibodies were tested in the sera of mice treated with TPC, tuftsin (T), vehicle (V-
PBS), by ELISA at dilution of 1:800 (n=10 per group). The data are presented at
optical density (OD) of 405nm.

Fig.4.Cytokines expression following TPC treatment:

a: Splenocytes IFNy and TGFf3 mRNA was analyzed by RT-PCR and normalized
to P-actin levels, in mice treated with TPC or PBS. The data are presented as

relative mRNA expression of 3 separate experiments mean=SD.
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b: In-vitro analyses of the levels of pro-inflammatory cytokines (IFNy, IL-17) and
anti-inflammatory cytokines (IL-10, TGFp), in the culture fluids of splenocytes
originated from TPC, tuftsin (T), PC and PBS (V-vehicle) treated mice The data
are presented in mean+SD of 3 separate experiments.

Fig.5. Tregs levels in the TPC treated mice:

a: Representative FACS analyses of CD4+CD25+FOXP3+ in splenocytes derived
from the TPC, tuftsin (T), PC and PBS treated mice.

b: Percentage of Tregs expansion in the spleens of TPC, tuftsin (T), PC and PBS
treated mice. The data are presented in mean+SD of 3 separate experiments (n=5

for each group).
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