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RESUME

Auteur : Catalina Lee Chang

Titre : Etude de I’homéostasie lymphocytaire B dans la physiopathologie de la sclérose en

plaques : de I’approche expérimentale a I’Homme.
Directeur de these : Professeur Patrick Vermersch
Lieu et date de soutenance : Lille, 8 décembre 2010
Résumé :

Dans un premier temps, 1’utilisation d’un mode¢le murin de la sclérose en plaques (SEP) nous
a permis de démontrer I’influence de ’homéostasie des lymphocytes B (LB) dans la
physiopathologie de la réponse auto-immune. Ces observations ont été confirmées par des
¢tudes réalisées chez I’Homme, dont la répartition des sous-populations des LB circulantes
présent un déséquilibre homéostatique lors des premicres phases de la maladie. En effet, nous
avons observés que les LB transitionnels, aussi connus comme immatures tardifs, présentent
des altérations du nombre cellulaire, de 1’état d’activation et de I’expression de molécules
d’adhésions impliquées dans le processus d’extravasation leucocytaire. Ces caractéristiques,
spécifiques des LB transitionnels de patients SEP, ont été associées au recrutement de ces
cellules au sein du systéme nerveux central. Ces résultats non conventionnels mettent en
exergue que les LB mémoires ne sont pas les seules LB impliqués dans de développement de

la SEP.

Mots clés : sclérose en plaques ; encéphalomyélite autoimmune expérimentale, lymphocyte B,

barriere hémato-encéphalique, systéme nerveux central.

Discipline : Immunologie
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INTRODUCTION

Les conditions de prise en charge de la sclérose en plaques (SEP) se sont modifiées, ces
derniéres années, grace a I’emploi des stratégies thérapeutiques mieux ciblées. Deux
exemples sont particulierement démonstratifs. Ils concernent d’une part la lignée B, et
d’autre part la barricre hémato-encéphalique. Méme si ces approches paraissent
prometteuses, aujourd’hui, les modalités précises de leurs effets ne sont pas clairement
maitrisées. C’est pour mieux appréhender les sites d’action potentiels de ces thérapeutiques
innovantes que nous avons développé ; dans un chapitre introductif, les données les plus
récentes sur l’ontogénie, la maturation et la différenciation des sous-populations
lymphocytaires B, et abordé ensuite les bases cellulaires et moléculaires des échanges
physiologique et pathologique entre le systtme immunitaire (SI) et le systéme nerveux
central (SNC). C’est aussi dans cette perspective que s’inscrit mon projet de these, dont le
théme essentiel concerne [’étude de 1’homéostasie lymphocytaire B dans la

physiopathologie de la SEP.
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I. Homéostasie lymphocytaire B

Nous ¢étudierons dans ce chapitre les principaux facteurs qui controlent I’équilibre des
sous-populations lymphocytaires B soit au niveau central (le foie et la rate chez le feetus ; la
moelle hématopoiétique chez ’adulte comme organes lymphoides primaire, OLP), soit au
niveau périphérique (la rate, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides associés
aux muqueuses comme organes lymphoides secondaires, OLS). Nous verrons qu’outre les
signaux dépendants du récepteur de I’antigene (Ag) du lymphocyte B (B-cell receptor, BCR
ou immunoglobuline de membrane) qui ont une incidence sur le controle du répertoire B,
d’autres signaux vont aussi peser sur I’homéostasie lymphocytaire B. Nous détaillerons plus
particuliérement le rdle des récepteurs de facteurs de croissance (BAFF et APRIL) et de

I’immunité naturelle ou innée, les récepteurs apparentés a Toll (7oll-like receptor, TLR).

I.A Implications des signaux BCR

Dans I’ontogénie, le développement, la différenciation et la fonction des lymphocytes
B, les signaux liés a I’engagement du BCR seront déterminants. Différents facteurs auront une
influence sur la qualité¢ des ces signaux. Certains sont liés soit au BCR lui méme (qualité ;
quantité ; affinité ; BCR réédité ou muté) soit a son ligand (réle du « self» ; Ag soluble ou

fixé, cytoplasmique ou membranaire, quantité d’Ag).

[.A.1 Développement des lymphocytes B conventionnels ou B2

LA.1.1. Développement central

Chez le sujet adulte, la moelle osseuse est le siege de 1’hématopoicse et de la
différenciation centrale des lymphocytes B. Toutes les cellules sanguines proviennent des
cellules souches hématopoiétiques (CSH) totipotentes qui possédent, a la fois, une capacité
d’auto-renouvellement et de multipotence (capacité d’engagement dans différents lignages ou
« commitment »). Dans les schémas classiques de I’hématopoi¢se précoce, cette CSH, se
différencie soit en cellule lymphoide progénitrice (CLP), soit en cellule myéloide

progénitrice (CMP). Aujourd’hui, cette dichotomie fait cependant 1’objet de débats [1, 2].

14



L’engagement vers la lignée lymphoide va étre notamment favorisé par les cellules de
I’environnement stromal. Celles-ci participent a la rétention puis a la mobilisation des cellules
progénitrices selon les modalités d’expression de CXCL12 [3]. Elles participent surtout a
I’induction de I’expression de différents facteurs de transcription (FT) (Illustration 1.1). Les
FT Ikaros et PU.1 vont conditionner la différenciation de la CSH en CLP, en régulant
I’expression du récepteur I’IL-7Ra qui est essentiel a I’initiation de la lymphopoiese précoce
[4-7]. L’expression des facteurs EBF (Early B-cell factor) et LRF (Liver regeneration factor)
permet la différenciation de la CLP en cellule pré-pro-B, nommée CLP-2 chez la souris [5,
8]. Cette cellule perdrait alors toute capacité de différentiation en cellules T ou NK. Les FT
Pax5 (Paired box 5) et Stat 5 (Signal transducer and activator of transcription 5) sont
nécessaires a la maturation en cellule pro-B [9, 10]. A ce stade, la cellule exprime le
marqueur lymphocytaire CD45R, ainsi que le marqueur CD19 spécifique de la lignée B. Les
FT Pax5 et Stat5 régulent 1’accessibilité de la recombinase RAG1/2 sur le géne Igh. Par
conséquent, ces FT participent au contréle du réarrangement des segments des domaines
variables (Vy) des chaines lourdes Vy-DylJy permettant la constitution de la chaine pH (Vg et
Cp). Cette chaine pH fait partie du complexe pré-BCR. Son expression signe le stade pré-B,
ou les cellules vont aussi exprimer le marqueur CD20. Le pré-BCR est composé de deux
chaines pH et de deux chaines légeres de substitution (Surrogate light chains, SLC). Ces
derniéres sont les produits des geénes A-/ike (ou 15) homologue de CA et Vpré-B homologue de
VA (Illustration 1.2). Le pré-BCR est associé a deux molécules de signalisation, Iga et Igf} (ou
CD79). L’activation de ces molécules va conduire a la fois a la prolifération intense des
lymphocytes pré-B et a leur passage au stade de Large pré-BIl, grace a ’activation des
protéines kinases LYN et SYK. Elles induisent aussi un arrét des réarrangements sur le locus
Vy et le début des réarrangements des chaines légeres (Vi) [11-13]. La cellule va alors sortir
du cycle cellulaire, et le complexe pré-BCR est internalisé¢ (stade de Small pré-BII). La
synthése des chaines 1égeres k ou A, qui vont remplacer le SLC (processus guidé par le facteur
de transcription E2A), entraine 1’expression d’une IgM monomérique a la membrane qui va

former le BCR, exprimé par les cellules B immatures [14].

Environ 90 % des cellules qui s’engagent dans la lymphopoic¢se B n’atteignent pas le
stade de cellules B immatures, probablement par défaut des signaux de survie liés a
I’engagement du pré-BCR [15]. Suite a la recombinaison somatique intra-chromosomique
aléatoire des genes codant le domaine variable (Vg et Vi), 75% de cellules immatures

expriment un BCR qui reconnaitra un auto-Ag [16]. Ces cellules seront éliminées par
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apoptose (BCR auto-réactif de forte affinité) [17], ou deviendront non réactives par un
processus d’anergie (BCR auto-réactif de faible affinit¢) [18]. Un autre phénoméne
d’échappement est li¢ a la ré-édition du BCR ou BCR-editing, réarrangement de la chaine L
(Vp) du BCR initialement auto-réactif [19]. Les cellules B immatures qui réussissent a passer
ces premiers points de contrdle de la tolérance, quitteront la moelle osseuse et poursuivront

leur développement en périphérie.

LA.1.2. Développement périphérique

Les cellules B immatures IgM", aussi connues comme cellules transitionnelles 1 (T1)
et 2 (T2) en fonction de leur stade de maturation, migrent de la moelle osseuse vers la rate par
I’action de différents récepteurs des chemokines, comme CXCRS ou CCR2 [20, 21]. Les
lymphocytes B transitionnels vont y acquérir les marqueurs de surface IgD, CD21 et CD23.
Les lymphocytes B T1 sont localisés dans les manchons lymphoides périartériolaires
(Periarteriolar Lymphoid Sheaths, PALS) de la rate. Les processus de tolérance interviennent
toujours a ce stade de maturation. Les lymphocytes B T1, exposé€s aux auto-Ag, vont suivre
un processus apoptotique plutdt que le BCR-editing ou ’anergie [22] afin de diminuer le
nombre des clones auto-réactifs [16]. Les cellules qui survivent vont acquérir le phénotype
des lymphocytes B T2, et se localiser dans les follicules. Des signaux dépendants du BCR
ainsi que des facteurs cytokiniques et chimiokiniques, actifs sur la mobilisation et la
domiciliation ¢€lective [23], vont permettre la différenciation des lymphocytes B T2 en cellules
B matures [24-26]. Ces lymphocytes B T2 présentent aussi la potentialité de se différencier en
cellules productrices d’Ac naturels (isotype IgM) [27]. Les lymphocytes B T1 et T2 qui
reconnaissent des Ag avec une affinité suffisamment forte (« strong BCR-signals ») vont
induire I’activation du facteur Btk (Bruton’s tyrosine kinase) et se différencier en lymphocyte
B folliculaire (FO). En revanche, ces lymphocytes B T1 et B T2 qui ne reconnaissent pas I’Ag
avec suffisamment d’affinité¢ pour activer Btk (« weak BCR-signals ») se différencient en

lymphocyte B de la zone marginale (ZM).

16



* Les lymphocytes B de la zone folliculaire

En fonction de la qualité des signaux du BCR, la cellule B transitionnelle peut se
différencier en lymphocyte B folliculaire (FO). Ces lymphocytes B matures et naifs sont
localisés dans les follicules primaires des OLS grace a ’action de la chimiokine CXCL13
sécrétée par 1’environnement stromal folliculaire. Les lymphocytes B FO vont alors migrer au
travers du réseau réticulaire des follicules pour faciliter la rencontre avec son Ag, présenté par
les cellules dendritiques folliculaires (FDC) et les macrophages des sinus sous-capsulaires
sous forme d’iccosomes [28, 29].

Si Pactivation du BCR n’a pas lieu, les lymphocytes B FO quittent le follicule et
retrouvent la circulation sanguine. Ce mécanisme est probablement facilité¢ par 1’action du
récepteur lysophospholipidiques S1P1 exprimé a la surface des lymphocytes B [30]. Si
I’activation du BCR a lieu, les lymphocytes B FO vont alors augmenter 1’expression du
récepteur CCR7 que permettra leur migration vers la zone T, et ainsi se localiser dans la zone
T-B [31]. Cette nouvelle distribution va permettre I’interaction des lymphocytes B avec des
lymphocytes T auxiliaires CD4" (Th) exprimant le récepteur CXCRS, aussi nommés
lymphocyte Th pré-folliculaire (pré-Tth) [32]. Cette interaction va conditionner différents
destins pour le lymphocyte B FO (Illustration 1.3) :

D’un part, cette interaction donne lieu a la différentiation des lymphocytes B FO en
plasmocytes extra-folliculaires de courte durée de vie, sécréteurs d’IgM principalement
[33]. Dans certains cas ces plasmocytes pourront produire des auto-anticorps (Ac) [34].
D’autre part, I’activation va induire la migration des lymphocytes B FO vers les follicules
secondaire grace a I’expression de Bcl6 (B-cell lymphoma 6) et ainsi former le centre
germinatif (CG). Dans la zone sombre du CG localisée prés de la zone T, ces cellules vont
alors exprimer le CXCRA4, inhiber 1’expression du BCR et proliférer en tant que centroblastes
[35]. Ces derniers vont exprimer 1’enzyme déaminase AID (Activation-induced cytidine
deaminase) et initier le programme de maturation de [’affinité par le processus
d’hypermutation somatique (Somatic hypermutation, SHM) des domaines variables des
chaines L et H des Ig. Le plus souvent, le processus de SHM conduit a une diminution de
I’affinit¢ du BCR pour les auto-Ag. Ce phénoméne constitue une nouvelle étape dans le
controle de I’auto-réactivité. Aprés la réexpression membranaire du BCR « modifié », les
centroblastes peuvent interagir avec les iccosomes présentés par les FDC, particuliérement

abondantes dans les zones claires du CG. La mobilisation des centroblastes vers les zones
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claires des CG et leur activation par les FDC va induire ’arrét du cycle cellulaire et la
transition vers le stade de centrocyte. Ces derniers peuvent alors interagir et activer les
lymphocytes Th folliculaires (Tth) (interaction CMH de classe 1I et TCR). En fonction de la
«nouvelle » affinit¢ de leur BCR, les Tth peuvent induire 1’apoptose des centrocytes par
I’expression de la molécule Fas (BCR forte affinité, sélection negative) [36] ou induire la
survie des centrocytes par ’intermédiaire de CD40L et la sécrétion de I'IL-4 et I'IL-21
(sélection positive) [37]. La majorité des centrocytes qui bénéficie de la s€lection positive,
vont alors subir une commutation isotypique (Class switch recombination, CSR) qui conduit a
la production d’Ac de classe IgG, IgA ou IgE [38]. Ils quittent le CG comme étant des
lymphocytes B mémoires.

Les lymphocytes B mémoires constituent un groupe de cellules minoritaire a tres
longue durée de vie. La grande majorité de ces cellules exprime le marqueur de surface CD27
méme si une petite fraction de lymphocytes B mémoires CD27" a été identifiée [39]. Il existe
plusieurs types des cellules B mémoires : (i) les lymphocytes B mémoires « switchées »
(CD27" 1gD" IgG/A/E") et (ii) les cellules B mémoires « non-switchées » qui comprennent les
cellules B mémoire IgM**" (CD27" IgD" IgM") et les cellules B de la zone marginale (ZM)
ou IgM". Ces derniers présentent une différentiation distincte de celle des lymphocytes B FO.
Lors d’une réponse immune secondaire (Antigen recall), certaines de ces lymphocytes B
mémoires peuvent présenter rapidement et efficacement I’Ag aux lymphocytes T et se
différencier en plasmocytes. Les lymphocytes B mémoires peuvent aussi recommencer de
nouveaux cycles de sélection et de SHM dans les CG, permettant d’élargir le répertoire et
ainsi d’optimiser la mémoire immunitaire de I’individu avant de se différencier en
plasmocytes. A la fin de la réponse immunitaire, certains plasmocytes vont se localiser au
niveau de la ZM des PALS et au niveau de la moelle osseuse. Leur fonction consistera a

sécréter des Ac qui seront distribués dans I’ensemble de 1’organisme.

* Lymphocytes B de la zone marginale

Une signalisation faible, dépendant du BCR, conduit a la différentiation des cellules
transitionnelles en cellules B de la zone marginale. Ce passage ne nécessite pas I’implication
des lymphocytes T [40].

Chez la souris, les lymphocytes B de la ZM (IgM™¢" 1gD'™ CD23" CD21" CD1d")
constituent 10 & 15 % du pool total des lymphocytes B [41]. Ils présentent un phénotype de
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cellule « pré-activée » avec une forte expression du CMH de classe 11, le CD40, le CD80 et le
CD86. Ces lymphocytes B de la ZM expriment les récepteurs S1P1 et S1P3 qui jouent un role
dans la survie des lymphocytes B de la ZM en induisent des signaux anti-apoptotiques [42].
Ces récepteurs, avec les integrins a2 et a4B1, permettent leur rétention dans la ZM de la
rate [43-45]. La ZM de la rate contient également des cellules dendritiques non-résidentes
(CD11c"™ Mac-1"#") ainsi que des macrophages métallophiles, bordant le sinus marginal et
exprimant le récepteur SIGLEC-1 (Salic acid binding immunoglobulin-like lectin-1) qui
favorisera sa localisation. Il existe aussi une population des macrophages « éboueurs »
(scavengers) dispersés dans la ZM. Ils expriment les récepteurs de type lectine C SIGNR1
(Specific intercellular adhesion molecule-grabbing non integrin receptor-1) et le récepteur
«scavenger » MARCO (Macrophage receptor with collagenous structure). Ces CPA
pourraient jouer un role important dans ’activation des lymphocytes B de la ZM [46-48].
Ainsi, la reconnaissance de 1’Ag par les lymphocytes B de la ZM peut étre directe, suite au
passage du courant sanguin, ou dépendante de CPA. Les lymphocytes B de la ZM vont alors
proliférer et se différencier rapidement en plasmocytes sécréteurs d’Ac de basse affinité
(principalement d’isotype IgM). Grace a cet état « pré-activé », les lymphocytes B de la ZM
constituent la premiére ligne de défense de 1’organisme contre des pathogenes tels que les
bactéries encapsulées provenant du flux sanguin [49], avant méme que la réponse adaptative
soit assurée par les lymphocytes B FO [50]. Bien que les lymphocytes B de la ZM soient
considérés comme des cellules sentinelles immobiles, ils participent en fait a des nombreux
échangés de messages avec d’autres populations cellulaires (lymphocyte T, cellule
dendritique folliculaire, NKT...). Ils présentent, en effet, la capacité, aprés engagement de
leur BCR, de se délocaliser vers les follicules et de se différencier en plasmocytes ou
d’engager une réponse immune T-dépendante par I’intermédiaire de différentes molécules de
surface. Le CD21 (ou complement receptor 2, CR2) est responsable de la présentation
facilitée de I’Ag, capturé par le BCR, aux FDC. Cette activation conduit a la formation des
CG et a I'initiation d’une réponse immunitaire adaptative [S1]. Les cellules B de la ZM sont
aussi capables de présenter des Ag protéiques directement aux cellules T par ’action
coordonnées de leur CMH de classe 11 et des molécules de co-stimulation de la famille B7
(CD80 et CD86) [52]. La molécule CDI1d (CMH de classe I non-polymorphique) est
fortement exprimée a la surface des cellules B de la ZM. Elle interagit avec les Ag lipidiques

qui seront présentés aux cellules NKT (Natural killer T cell) [53].
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Chez I’'Homme, la structure de la ZM de la rate est différente de celle de la souris.
Cependant, les cellules B de la ZM humaines (aussi connues comme cellules B mémoire
IgM") partagent des similitudes fonctionnelles et phénotypiques avec les cellules B de la ZM
murines. Ces cellules CD27" IgM" IgD"®Y CD23™ CD21" CDI1c¢" et pour la plupart CD5™ [54]
[55] représentent entre 10 et 15% du compartiment B circulant. De plus, et comme chez la
souris, elles sont capables de répondre rapidement aux Ag T-indépendants en se différentiant
en cellules sécrétrices d’Ac [55]. Les lymphocytes B de la ZM humains peuvent aussi
participer a la réponse immune T-dépendante en agissant comme CPA vis-a-vis des Ag
protéiques, par des mécanismes similaires a ceux observés chez la souris. Cependant,
I’équivalence fonctionnelle entre le récepteur CD1c des lymphocytes B de la ZM humains et
le récepteur CD1d décrit sur le lymphocyte de la ZM de la souris reste inconnue. En revanche,
a la différence des cellules B de la ZM murines, les lymphocytes B de la ZM humains sont
capables de ré-circuler dans le flux sanguin. La majorité de ces cellules présente des niveaux
bas de SHM de leur BCR, d’ou un répertoire B restreint [56]. Ainsi, les lymphocytes de la
ZM sont capables de produire trés rapidement des Ac de classe IgM dirigés contre un nombre
limité d’Ag « conservés » véhiculés par le sang [57]. Comme les lymphocytes B T2 que nous
avons évoqués préalablement et les cellules B B1 que nous évoquerons dans un chapitre
ultérieur, les lymphocytes B de la ZM participent a 1’¢élaboration du répertoire des Ac
naturels. En effet, des études menées chez les patients atteint du syndrome d’hyper-IgM lié
au chromosome X, caractérisé par une mutation avec défaut d’expression du géne CD40L
(présence massive de cellules B de la ZM et absence de lymphocytes B mémoires), ont permis
de mettre en évidence que la diversification du répertoire B peut néanmoins se produire en
dehors de la réponse immunitaire T-dépendante, de la formation des CG et avant méme la

rencontre avec I’Ag [40].

* Lymphocytes B anergiques

Chez la souris, une population de cellules B anergiques a ét¢ décrite. Ces cellules sont
aussi connues comme cellules B T3 ou Anl (CD93" CD23" IgM'™). Elles ne sont cependant
pas considérées comme une population intermédiaire aprés les stades T1 ou T2. Ces
lymphocytes B T3 constitueraient un compartiment indépendant, probablement issue d’une

exposition continue aux auto-Ag [58, 59]. Chez ’'Homme, ces cellules B anergiques ont été
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récemment caractérisées comme de cellules B naives auto-réactives, qui n’expriment pas le

récepteur CD21 (CD19" CD27 CD217°%) [60].

[.A.2 Développement central et périphérique des lymphocytes B Bl

Ces lymphocytes B B1 ont ¢été identifiés initialement chez la souris comme des
cellules B IgM " IgD" exprimant le marqueur CD5 [61, 62]. Cette population, minoritaire chez
I’animal adulte, est majoritaire chez le nouveau-né. Contrairement aux lymphocytes B
conventionnels (lignée B B2), qui sont constamment renouvelés dans la moelle osseuse a
partir de précurseurs totipotents ; les lymphocytes B B1 seraient dotés d’une capacité d’auto-
renouvellement a partir d’un pool donné de précurseurs essentiellement retrouvés dans le foie
feetal [63]. Ces précurseurs ne seraient pas situés dans la moelle osseuse. En effet, des
expériences de greffe de moelle osseuse sur souris irradiées n’ont pas permis de reconstituer
cette population [64]. De plus, la cytokine homéostatique IL-7, nécessaire lors du
développement central de la lignée B B2, ne serait pas requise pour le formation de
lymphocytes B B1 [65, 66]. Des données récentes indiquent cependant qu’une partie de la
population B1 pourrait dériver de précurseurs provenant de la moelle osseuse [67].
Contrairement aux lymphocytes B B2, des BCR auto-réactifs de forte affinité seraient
nécessaires pour maintenir le pool Bl au cours du développement feetal. En revanche, et de
facon paradoxale, des lymphocytes B porteurs de BCR auto-réactifs de faible affinité
deviendrait tolérants (« receptor editing », apoptose) [68, 69].

En périphérie, les lymphocytes B B1 sont principalement localisés, dans les cavités
pleurale et péritonéale et, en nombre moindre, dans la rate et les ganglions lymphatiques.
Deux types des lymphocytes B B1 ont été identifiés: les lymphocytes B Bla et les B B1b. Les
lymphocytes B Bla (B220"°Y CD19"¢" [gM"€" [gD'®" CD43* Mac-1" CD5") contribuent a la
réponse immune innée grace a la production d’auto-Ac naturels principalement de classe IgM,
en absence de stimulation antigénique [70]. En présence d’activateurs cellulaires de type
lipopolysaccharide (LPS), les lymphocytes B Bla péritonéaux migrent rapidement vers la rate
ou ils vont proliférer et se différencier en cellules productrices d’Ac d’isotype IgM [71]. On
peut ici évoquer le role des TLR que nous développerons dans un chapitre ultérieur. Les
lymphocytes B Blb présentent le méme phénotype que les lymphocytes Bla mais

n’expriment pas le marqueur CDS5. Ces cellules seraient la principale source entretenue d’Ac
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contre des polysaccharides et autres Ag T-indépendant de type 2 dans le cadre des réponses
immunes adaptatives [72]. Elles sont aussi capables de subir les processus de SHM et CSR, et
ainsi de sécréter des Ac d’isotype IgA dans la cavité péritonéale [73].

L’existence d’une population lymphocytaire B B1 chez ’'Homme reste aujourd’hui
hypothétique. Différentes données suggerent que les lymphocytes B mémoire de la ZM sont

fonctionnellement équivalents aux lymphocytes B Bla murines [74].

I.B Implications d’autres signaux

[.B.1 BAFF/APRIL et leurs récepteurs dans le controle de I’homéostasie des cellules B

Comme nous I’avons exposé précédemment, la qualité¢ des signaux du BCR est
impliquée dans la survie et le développement des lymphocytes B. Néanmoins, d’autres
signaux dépendants de facteurs de croissance, sont également requis afin que les
cellules B transitionnelles puissent compléter leur développement.

BAFF (B-cell activator factor of the TNF-family) et APRIL (A4 proliferating inducing
ligand) constituent des facteurs critiques pour la survie et la différenciation des lymphocytes
B, ainsi que pour la formation du CG et la production des Ig. Ces deux ligands, membres de la
famille TNF (Tumor necrosis factor), sont produits principalement par des cellules de
I’immunité innée, telles que les neutrophiles, les macrophages, les monocytes, les cellules
dendritiques et les FDC [75, 76]. Leur expression est induite par différentes cytokines, comme
les interférons (IFN) de type I (IFN-a et -p) et type II (IFN-y), I’interleukine (IL)-10 et le G-
CSF (Granulocyte-colony stimulating factor) [77, 78], ainsi que par ’activation des TLR [79,
80]. BAFF peut aussi €tre constitutivement synthétis€é par des cellules stromales radio-
résistantes, présentes dans les tissus lymphoides Gorelik 2003. Enfin, des cellules de
I’immunité adaptive, telles que les cellules T [81] et B activées [82] sont aussi sources de
BAFF et d’APRIL.

BAFF et APRIL interagissent avec les récepteurs BCMA (B-cell maturation antigen,
TNFRSF17) ou TACI (Transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin
ligand interactor, TNFRSF13B). Si BAFF interagit également avec BAFF-R (BAFF-
receptor, BR3 ou TNFRSFI3C), en revanche APRIL est ligand aussi des chaines
polysaccharidiques de protéoglycanes (heparan sulphate proteoglycans, HSPG). HSPG n’est
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ni structurellement apparentées aux autres récepteurs, ni impliquées dans le controle de
I’homéostasie des lymphocytes B [83-86].

De nombreux travaux, développés dans différentes souches de souris transgéniques,
ont permis d’identifier I’'implication de ces différents récepteurs dans 1’homéostasie
lymphocytaire B (Table 1.1). L’interaction BAFF/BAFF-R controlerait la survie et le
développement des cellules B conventionnelles, au-dela du stade T1 [87-89]. De plus, BAFF
et BAFF-R participent a la construction des CG, car en leur absence les CG ne sont pas
stables [90, 91]. D’autres fonctions ont été attribuées a BAFF. En plus de la survie du pool
des cellules B et des plasmocytes, BAFF régule I’expression des marqueurs de surface CD21
et CD23 [92]. BAFF et APRIL pourraient aussi réguler la sécrétion T-indépendante d’Ac en
favorisant la survie des plasmablastes provenant soit de cellules B B1 soit de la ZM [93]. De
son coté, APRIL régule le processus de CSR de manieére CD40-indépendante [94] et permet
la survie des plasmocytes [95]. TACI participe a ’activation de la réponse humorale des
cellules B de 'immunité innée (cellules de la ZM et B1) [96-98] et régule négativement
I’expansion du pool B[99, 100]. BCMA contribue a la maintenance des plasmocytes [101] et
induit la fonction CPA des cellules B [102]. Il est important de noter que les cellules B
mémoires ne sont pas dépendantes des signaux BAFF et APRIL [103].
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Table 1.1: Phénotype des souches murines transgéniques BAFF-APRIL et leurs

récepteurs.
Baff " April " Baff-r “  BAFF-R  Taci” Bcma™
mutante'
Cellules B périphériques 1l N Ll Ll ™ N
Cellules B de 1a ZM 1l N Ll Ll N N
Cellules B B1 N N N N N N
Titres d’Ac et commutation 12 )’ ik N 13 N
isotypique
Pool plasmocyte N N N N N Ll
Expression CD21 1L ND l ! ND ND
Expression CD23 1L ND l N N N
Centre germinatifs [ "1 ! IR ND ND
Réponse TI L N N N 1 N
Réponse TD 118 17 1° N "1 N

N : Normal ; ND : Non déterminé

! Souche A/WySnj qui présent une mutation dans le géne Baff-r ; * A exception d’IgA ; ° Titre

d’IgA réduite ; * Pas de follicules dans les OLS formées par des FDC; ° et absence de cellules

B Ki67" (phénotype caractéristique des centrocytes) ; ¢ Spécialement les isotypes IgM et IgG ;

7 Altération de la réponse IgM vis-a-vis des Ag de la muqueuse.

D’apres Schneider P. 2005. Curr Opin Immunol [104] et Mackay F et al. 2009. Nat Rev

Immunol [105].
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1.B.2 Les récepteurs de type Toll et ’homéostasie lymphocytaire B

Les PRRs (Pattern recognition receptors) sont caractérisés par leur capacité a
reconnaitre des motifs moléculaires conservés des agents pathogenes, appelées PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns). Parmi un large panel de PRRs, on trouve les
récepteurs TLRs qui sont apparentés au produit du geéne Toll de la Drosophile [106]. Des
nombreux TLRs ont été décrits chez les mammiferes. La majorité de ces récepteurs est
constitutivement exprimée dans différents types cellulaires du systéme immunitaire inné et
adaptatif, tels que les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules NK, les mastocytes,
les neutrophiles et les lymphocytes T et B [107-113]. Les TLRs sont aussi exprimés par
d’autres types cellulaires comme les fibroblastes, les cellules épithéliales ou les kératinocytes
[114-116]. Ces récepteurs sont trouvés sous forme d’homo ou d’hétérodimeres (TLR-2+TLR-
1 ou TLR-2+TLR-6), a la surface de la membrane plasmatique (TLR-1, 2,4, 5,6, 10et 11) ou
dans les compartiments endosomaux (TLR-3, 7, 8 et 9) (Illustration 1.4). Chez I’Homme, le
spectre des TLRs identifi¢ est le méme que celui trouvé chez les autres mammiféres a
I’exception du TLR-11 [117]. Suite a I’activation des TLRs, le signal de transduction
intracellulaire 1mplique principalement la protéine adaptatrice MyD88 (Myeliod
differentiation factor 88) et la translocation du facteur NF-«xB (Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) qui s’associe a I’activation des MAP (Mitogen-Activate
Protein) kinases telles que PKB/Akt (Protein Kinase B), Erk (Extracellular signal-regulated
kinase) et INK (Jun N-terminal Kinase), et la phosphorylation de plusieurs IRF (Interferon
Regulatory Factor) [118, 119]. Lors de I’activation du TLR-3, la protéine adaptatrice TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f/) est mobilisée [120]. En toute
circonstance, I’activation des TLRs entraine la synthése des nombreuses cytokines impliquées
dans la réponse immune principalement proinflammatoire (IL-6, IL-10 ou TNF-a), ainsi que
I’expression des molécules de stimulation CD80, CD86 et CMH de classe II (effet adjuvant)
[121, 122].

Chez I’Homme, de nombreuses études ont montré 1’importance des TLRs dans
I’activation des cellules B naives ainsi que dans I’amplification de la réponse humorale
spécifique ou polyclonale. Les lymphocytes B naifs présentent un seuil d’activation plus €levé
que les cellules B mémoires Arpin 1997. En effet, leur activation nécessite la combinaison de
trois signaux : la stimulation du BCR, la collaboration avec les cellules T et 1’activation des

TLR [123, 124]. Les lymphocytes B mémoires sont plus réactifs face a I’Ag en partie grace a
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un niveau d’expression des TLR élevés [125, 126]. L’activation des TLRs par leurs ligands
provoque alors une activation rapide, une multiplication puis une différenciation des cellules

B mémoires en plasmocytes [27, 127-129].

Chez la souris, les lymphocytes B seraient plus sensibles a la stimulation des TLRs
que chez I’'Homme. Les cellules B naives et mémoires répondent de la méme maniere aux
agonistes des TLR in vitro méme en 1’absence d’activation du BCR [130, 131]. De plus, les
sous-populations lymphocytaires B, impliquées dans la réponse T-indépendante, telles que les
lymphocytes B de la ZM et Bla, répondent a plusieurs agonistes de TLR (a 1’exception de la
flagelline et le polyl :C) avec une prolifération et différenciation en plasmocytes in vitro. Ces
lymphocytes B sécrétent de maniére polyclonale des Ac au cours d’un processus infectieux,
ce qui accentue la réponse immune innée [132-134]. En revanche, le role des TLRs dans la
réponse immune T-dépendante est toujours controvers€. Plusieurs études, sur des modeles
murins, ont montré que les TLRs sont aussi capables d’initier le processus de CSR en activant
I’expression de 1’enzyme AID [135, 136]. Des signaux supplémentaires au BCR, tels que
CD40L, BAFF, APRIL, IL-4 et/ou IL-10, sont toutefois nécessaires pour promouvoir le
« switch » isotypique [135, 137]. Des travaux récents suggerent que ’activation polyclonale
TLR, en absence d’activation du BCR, exerce un réle non négligeable dans le maintien de la
mémoire a long terme [138] en induisant la prolifération, la migration et la survie de
lymphocytes B mémoires ainsi que la formation du pool de plasmocytes polyclonaux

circulants.
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II. Les relations entre le systeme immunitaire et le systéme nerveux

central : Aspects physiologiques

Le systéme nerveux central (SNC) a longtemps ¢été caractéris€ comme un organe
privilégié, car considéré comme protégé de 1’environnement. Différents ¢léments semblent
légitimer cette hypothése. Dans des conditions physiologiques, le transport des cellules
immunocompétentes du sang au SNC est limité par différentes barrieres hémato-
encéphaliques (BHE). 1l s’agit d’une structure anatomique complexe qui regroupe I’ensemble
des vaisseaux et micro-vaisseaux cérébraux et qui « isole » le SNC du reste de I’organisme.
L’absence de drainage lymphatique au sein du parenchyme cérébral mais aussi le manque de
CPA professionnelles identifiées dans ce parenchyme sont d’autres facteurs qui
témoigneraient d’un «isolement immunitaire ». Enfin, certaines cytokines anti-
inflammatoires, telle que I’IL-10, et [Dactivation des processus apoptotiques par
I’intermédiaire du ligand Fas présent a la surface des cellules résidentes du SNC, limiteraient

la mise en place d’une réponse inflammatoire agressive pour ce tissu.

II.A. La barriére hémato-encéphalique (BHE) et ses interfaces

La BHE a ¢été¢ décrite pour la premiere fois au début du XXeéme siecle par le
physiologiste P. Ehrlich, a la suite de ’emploi des techniques de coloration in vivo de tissus
cérébraux. Le tissu cérébral ne pouvait alors étre coloré qu’a la suite d’injections intra
ventriculaires et non systémiques. Ainsi, le concept de 1’existence d’une « barriere vasculaire»
isolant le SNC fut établie. La BHE constitue un « filtre cérébral » permettant de contrdler
I’entrée et la sortie de substances entre le sang et le SNC. Cette propriété s’exerce grace a
deux zones d’échanges dont les caractéristiques seront développées dans les paragraphes

suivants.

II.A.1 L’interface sang-parenchyme cérébral

L’interface sang-parenchyme est constituée par des cellules endothéliales cérébrales
caractérisées par la présence de jonctions serrées et de jonctions adhérentes. Les jonctions

serrées sont constituées de différentes molécules transmembranaires telles que les occludines,
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les claudines, les molécules des jonctions adhérentes (Junctional adhesion molécules, JAM) et
les protéines accessoires zonula occludens (ZO) ZO-1, ZO-2 et ZO-3 [139, 140]. Les
jonctions adhérentes sont principalement constituées par les cadherines vasculaires
endothéliales (VE-cadherines). L’endothélium de la BHE repose sur une lame basale,
composée de différents types de laminines (laminine-1, -2, -4 et -5) mais aussi de collagéne de
type IV, de fibronectine et de protéoglycanes (Heparine-sulfate-proteoglycanes, HSP). Cet
endothélium et sa lame basale sont entourés de péricytes et d’un réseau de pseudopodes
astrocytaires qui vont isoler le réseau vasculaire au sein méme du SNC (Illustration 2.1)
[141]. Ainsi, plusieurs feuillets phospholipidiques superposés limitent la pinocytose et la
diffusion simple des composés hydrophiles, mais non le passage des molécules d’eau. En effet
ces dernieres sont capables de traverser I’endothélium cérébral par simple diffusion et par
voie vésiculaire grace au systéme des aquaporines [142-144]. En revanche, 1’apport au
parenchyme cérébral de nutriments, métabolites et ions nécessite des systemes actifs de
transport assurés par des transporteurs membranaires spécifiques (membres de la famille ABC
ou ATP-Binding Cassette, famille SLC ou Solute Carrier) [145, 146] mais aussi par
I’internalisation par endocytose de récepteurs spécifiques (récepteur de la transferrine, de

I’insuline, de I’'lGF ou Insuline-Like Growth Factor et de la leptine) [147-150].

1I.A.2 L’interface sang-liquide cérébrospinal

L’interface sang-liquide cérébrospinal (LCS) est localisée au niveau des plexus
choroides. Le LCS est constitué¢ de plasma ultra-filtré, sécrété par les cellules épithéliales du
plexus choroide. Il possede différentes propriétés: nutrition, élimination de produits du
catabolisme cérébral, voie de communication endocrine entre les différentes aires cérébrales.
A la différence de I’interface sang-parenchyme cérébral, les cellules endothéliales des plexus
choroides sont fenestrées. Elles n’exercent donc pas la fonction de barriere. La barriére sang-
LCS est assurée par les cellules épithéliales épendymaires (épendymocytes) qui sont en
contact direct avec le LCS (Illustration 2.2) [151]. Leur fonction de barriére est assurée par la
présence des jonctions serrées, composées par des claudines, des occludines et de la ZO-1
[152]. L’afflux d’eau et d’ions, nécessaires a la production du LCS, est facilité par la présence
de canaux aqueux, comme I’aquaporine [153, 154] et de transporteurs ioniques, qui

permettent la création d’un gradient. Comme nous 1’avons vu précédemment lors de la
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description de I’interface sang-parenchyme cérébral, la présence de transporteurs spécifiques

est ici aussi nécessaire afin de permettre 1’afflux des nutriments.

II.B L’immuno-surveillance du SNC

Le SNC a longtemps été considéré comme un organe immuno-privilégi¢. Cependant,
des données plus récentes mettent en évidence I’importance des interactions entre le SNC et le
SI qui permettent une protection permanente du SNC. Trois observations sont en faveur de

cette notion d’immuno-surveillance du SNC. Nous allons les développer ci-dessous.

II.B.1 L’existence d’une communication entre le SNC et la circulation lymphatique par

I’intermédiaire du LCS

Le liquide interstitiel du SNC est drainé¢ dans les espaces péri-vasculaires appelés
espaces de Virchow-Robin avant de gagner le LCS. Celui-ci, produit au niveau des plexus
choroides, circule entre les ventricules et 1’espace sous-arachnoidien (localisé au niveau des
méninges entre la membrane arachnoidienne et la pie-mere). Il est résorbé au niveau des sinus
arachnoidiens. Plusieurs équipes ont cependant demontré que le LCS est aussi capable de
circuler vers les ganglions lymphatiques cervicaux en suivant la racine des nerfs craniens
[155-157]. 11 existerait deux voies de communication entre le SNC et le systéme
lymphatique : (1) la voie afférente qui permet le transit d’Ag du parenchyme cérébral vers les
ganglions cervicaux par le LCS et (2) la voie efférente qui permet 1’arrivée au sein du
parenchyme de lymphocytes activés dans les OLS apres la présentation des neuro-Ag par les

CPA [157].

11.B.2 I’existence d’un environnement immunologique au sein du SNC

Les cellules dendritiques sont les CPA professionnelles les plus efficaces pour la
stimulation d’une réponse immune. Ce type cellulaire est absent du parenchyme cérébral,
mais les cellules microgliales jouent cette fonction. En absence d’inflammation, seul un tres
faible contingent de ces cellules exprime des molécules du CMH de classe II. Les cellules
microgliales, d’origine my¢loide, semblent participer plus activement a la réponse immune

innée. En effet, la microglie du parenchyme protége le tissu nerveux grace a 1’expression
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constitutive d’un large spectre de TLRs (TLR1-9) [158-161]. La distribution particuliere du
systéme microglial permet la reconnaissance de pathogeénes provenant de la périphérie ou du
parenchyme cérébral. L’expression des TLRs est augmentée lors d’une infection virale ou
bactérienne, de I’adjonction d’agonistes de ces récepteurs ou au cours d’un processus
d’agression auto-immun du SNC. Cette surexpression conduit a la sécrétion de cytokines
(IFN-a, IFN-8, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a, monoxyde d’azote) et chimiokines
(MIP-1a, MCP-1, RANTES) [162, 163] qui vont amplifier la réponse immune. Elle entraine
aussi une augmentation de 1’expression des molécules du CMH de classe II et de marqueurs
d’activation (CD45, CD80, CD86, LFA-1, CD40, ICAM-1 et VCAM-1) qui va permettre le

recrutement et 1’activation de cellules de I’immunité adaptative au sein SNC [162, 164].

En dehors du parenchyme cérébral, il existe différentes sous-populations de cellules
dérivant de la moelle osseuse, résidant dans les interfaces sang-tissu cérébral et sang-LCS et
possédant la fonction de CPA. Cette dernicre est assurée par les macrophages ou les cellules
microgliales présentent dans les espaces péri-vasculaires des micro-vaisseaux cérébraux
[165]. A la différence de la microglie parenchymateuse, les CPA péri-vasculaires sont
constamment reconstituées par la moelle osseuse [166, 167]. Ces cellules jouent un role de
sentinelle au niveau de la BHE afin de préserver le SNC d’éventuelles 1ésions tissulaires ou de
I’intrusion de pathogenes en régulant le recrutement des lymphocytes et leur activation au sein
du parenchyme. Dans les méninges et les plexus choroides une faible population de
macrophages et de cellules dendritiques est é¢galement présente [168]. Ces cellules sont
aussi considérées comme sentinelles a 1’interface sang-LCS. Leur fonction principale est

probablement de transporter I’Ag du LCS vers les ganglions cervicaux [169, 170].

I11.B.3 La transmigration leucocytaire vers le SNC

Le trafic leucocytaire, en condition physiologique, constitue une des spécificités de
I’immuno-surveillance du SNC. Le passage des cellules immunocompétentes de la périphérie
vers le SNC est un processus strictement régulé a la fois dans des conditions homéostatiques
et inflammatoires. Trois voies de transmigration leucocytaire ont été principalement décrites
[157].

Dans la premieére voie, les cellules transitent du sang vers le LCS a travers les cellules
fenestrées de 1’endothélium des plexus choroides. Cette voie a trés probablement une

importance physiologique dans la mesure ou le LCS d’un individu sain présente
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approximativement 10° leucocytes/ml. La plupart de ces cellules sont des lymphocytes T
(~80%), dont le phénotype T CD4" mémoire central est le plus abondant. Le LCS contient
aussi des monocytes (~20%) et les lymphocytes B (~1%) [171].

La deuxiéme voie de migration vers le SNC implique la circulation sanguine et
I’espace sous-arachnoidien. Les leucocytes migrent des micro-vaisseaux post-capillaires de la
surface de la pie-mére vers les espaces sous-arachnoidiens et péri-vasculaires de Virchow-
Robin, ou ils vont pouvoir interagir avec les CPA péri-vasculaires.

La troisieme voie de migration permet aux leucocytes de passer de la circulation
sanguine aux espaces péri-vasculaires parenchymateux, ou ils peuvent pénétrer directement
dans le parenchyme cérébral par la BHE.

Les deux premicres voies ont un role important en conditions physiologiques alors que
la troisiéme n’est empruntée qu’au cours d’un événement inflammatoire car seuls les

lymphocytes activés peuvent transmigrer.

Ces trois voies de transmigration leucocytaire nécessitent que les lymphocytes
traversent ’endothélium des vaisseaux cérébraux afin de s’introduire dans le SNC. Ce
processus se divise en quatre étapes: 1) D’attachement et 1’enroulement (fethering and
rolling) ; 2) ’activation des intégrines ; 3) I’adhésion ferme (flattening) et 4) I’extravasation
(IMustration 2.3). La premiere étape implique des interactions entre les sélectines et ses
ligands qui forment une liaison instable entre les leucocytes et les cellules endothéliales [172-
174]. Des signaux chimiotactiques homéostatiques, tels que CCL19 et CCL21, sont sécrétés
par I’endothélium de la BHE [175]. Ils sont nécessaires a I’orchestration spatio-temporelle des
lymphocytes dans la circulation sanguine. Ces chimiokines stimulent I’expression de
récepteurs hétéro-trimériques couplés a la protéine G ou GPCR (G-protein-coupled receptor)
a la surface de lymphocytes. L’activation de ces récepteurs va augmenter la capacité
migratoire de ces cellules par un réarrangement du cytosquelette [176]. Le contact entre
endothélium et lymphocytes est alors renforcé grace a une adhérence ferme entre les
molécules d’adhésion exprimées a la surface de I’endothélium de la BHE et leurs récepteurs
associés aux lymphocytes [177-179]. La transmigration leucocytaire se finalise par la
diapédése des lymphocytes a travers la paroi endothéliale. Le processus de migration
transendothéliale est facilit¢ par 1’activité des métallo-protéases de la matrice MMP-9 et
MMP-7 (Matrix metaloproteinase) qui perturbent I’équilibre structurel de 1’endothélium [180,

181]. Cette migration est aussi sous le controle de facteurs chimiotactiques présents dans les
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cellules endothéliales et microgliales péri-vasculaires, tels que CXCL10, CCL1, CCL2 et
CCL5 [182].

Dans le cas particulier de la transmigration sang-LCS, les lymphocytes migrent au
travers de I’épithélium des plexus choroides, plus permissif que 1’endothélium de la barriére
sang-parenchyme cérébral, aprés avoir traversé 1’endothélium qui ne présente pas de jonctions
serrées. Les mécanismes impliqués dans la transmigration épithéliale sont similaires a ceux
décrits précédemment. L’environnement stromal du plexus choroide pourrait fournir des
signaux chimiotactiques (CXCL-13, CCL-19, CCL-20) qui permettent [’attraction des
leucocytes vers I’épithélium [183-185]. L’action des lectines et des molécules d’adhésion

finalise la transmigration épithéliale (Illustration 2.4) [186, 187].

I1.C L’importance de ’'immuno-surveillance du SNC

De nombreux travaux ont soulignés la présence des lymphocytes T au sein du SNC en
condition physiologiques [188]. Dans le LCS de sujets sains, la majeure partie des cellules T
présente un phénotype T CD4" mémoire central (CD45RO" CCR7™ CD27" L-selectine’)
[171]. Ce lymphocyte va exprimer le récepteur CCRS et produire de I'IFN-y lorsqu’il
rencontre son Ag. En revanche, si la cellule ne rencontre pas son Ag, elle quitte le SNC et ré-
circule probablement vers les organes lymphoides secondaires comme les ganglions cervicaux
[188].

Le role des cellules B en condition physiologique est loin d’étre ¢lucidé. L’existence
d’Ig intrathécales spécifiques d’Ag a cependant ét¢ démontrée en conditions physiologique
[189]. Aujourd’hui, ce sont surtout des arguments indirects qui soulignent le rdle des
lymphocytes B dans I’immuno-surveillance, mais aussi dans les processus de réparation et de
neuro-protection [190]. Ainsi, 1’utilisation des bio-thérapies comme la déplétion des cellules
B (Ac anti-CD20) ou I’inhibition de I’entrée lymphocytaire dans les SNC (Ac anti-VLA-4)
peut induire une leucoencéphalopathie multifocale progressive (LEMP), maladie provoquée
par I’infection du virus JC. Une grande majorité¢ de la population mondiale est séropositive
pour ce virus, mais seuls les sujets immunodéprimés ou atteints d’une maladie auto-immune
et traités par ces bio-thérapies actives sur I’'immunité risquent de développer cette grave
affection. La LEMP se caractérise par la présence des plaques démyélinisées entourées de
macrophages et d’astrocytes multi-nucléés. La dissémination progressive mais rapide du virus

(en phase lytique) provoque dans la plupart de cas, le déces du patient [191]. En conclusion, le
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SI exerce un role protecteur permanent sur le SNC que cela soit en conditions physiologiques

ou pathologiques.

33



III. Les relations entre le systéme immunitaire et le systéme nerveux

central : Aspects pathologiques - La sclérose en plagues

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit les échanges entre le SI et le SNC en
conditions physiologiques. Ces relations permettent de protéger le SNC en cas d’agressions
externes. Cependant cette communication peut parfois s’avérer défavorable. En effet, une
réponse immunitaire inapproprié¢e dirigée contre le SNC peut conduire au développement de

pathologies telles que la sclérose en plaques.

III.A. Aspects généraux de la sclérose en plaques

III.A.1 Aspects cliniques

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire, démyélinisante et
dégénérative du SNC, débutant habituellement chez des sujets jeunes (entre 20 et 40 ans) avec
une prédominance féminine (2 femmes pour 1 homme). Son incidence est d’environ 7
nouveaux cas par an pour 100 000 habitants. Sa prévalence est approximativement de 1 /1 000
habitants dans les régions du nord de I’Europe, et de 1/2 000 habitants en France [192]. Chez
50 % des patients SEP un handicap permanent avec dépendance d’au moins une aide a la
marche est observé apres 15 ans de maladie. Cette pathologie représente la premiére cause de
handicap non traumatique chez 1’adulte jeune [193, 194]. La SEP se manifeste par une
symptomatologie variée, associant fréquemment des symptdmes physiques (paraparésie,
ataxie, troubles visuels, génitosphinctériens) ou non (troubles cognitifs, dépression, fatigue
chronique).

Classiquement, il existe trois formes cliniques de la maladie (Illustration 3.1). Environ
80% des patients développent une forme récurrente-rémittente (RR) qui est caractérisée par
des ¢épisodes de poussées suivis de rémissions completes ou non. Aprés environ 15 ans de
maladie, la moiti¢ de ces sujets va développer une forme secondairement progressive (SP), ou
le handicap continue a progresser entre les poussées. Entre 10 et 15 % des patients
développent une SEP primaire progressive (PP). Cette forme clinique est caractérisée par une

aggravation progressive du handicap sans rémission et survient plus tardivement [195].
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Histologiquement, la SEP se caractérise par des 1ésions multifocales du SNC ayant une
prédilection pour les régions péri-ventriculaires, les nerfs optiques, le tronc cérébral, la moelle
épiniere, mais aussi les noyaux gris centraux et le cortex. Ces lésions inflammatoires sont
associées a des plaques de démy¢élinisation et a un processus dégénératif. Néanmoins la place
respective de I’inflammation et des processus neurodégénératifs dans la physiopathologie de
la SEP reste 1’objet de discussion [196]. Ces processus neurodégénératifs sont caractérisés par
une perte axonale, des Iésions diffuses de la substance blanche et une gliose astrocytaire. La
composition des infiltrats est variable. Ils sont constitués des cellules microgliales activées, de
macrophages, des lymphocytes B et T et parfois de plasmocytes [197]. Il a récemment été
démontré que la formation des Iésions serait initiée par un appauvrissement
oligodendrocytaire en présence de microglie activée. Ces cellules vont alors phagocyter la
my¢line endommagée et, une fois activées, permettre le recrutement de plasmablastes et de
lymphocytes T et B [198]. L analyse plus précise de la composition des 1ésions a conduit a la
mise en place d’une classification en fonction de leurs caractéristiques immuno-pathologiques
[199]. Les Ilésions de type I et II partagent plusieurs propriétés. Ces Ié€sions actives
contiennent des lymphocytes T CD4" et CD8" et des cytokines, comme le TNF-a, qui feraient
suite a I’activation des macrophages. Elles sont caractérisées par un dommage de la gaine de
my¢line. A la différence des Iésions de type I, les 1ésions de type II présentent de surcroit des
dépots d’Ig et de complément. Les Iésions de type III et IV présentent aussi de lymphocytes T
et des macrophages activés. Elles se différencient des 1ésions de type I et II par ’absence de
dépots du complément et par une démyélinisation liée a une altération oligodendrocytaire
endogéne. L’ oligodendropathie des lésions de type III serait liée a un phénomene apoptotique,
alors que dans les 1ésions de type IV, la mort des oligodendrocytes ne semble pas liée a un

phénomene apoptotique.

III.A.2 Aspects génétiques et environnementaux

L’étiologie de la SEP demeure inconnue. Cette pathologie est considérée comme
inflammatoire et dégénérative. Elle fait intervenir a la fois des facteurs génétiques et

environnementaux.

Une composante génétique influence la susceptibilité a la maladie. En effet, le taux
de concordance est de 30% chez les jJumeaux monozygotes alors qu’il n’est que de 5 % chez

les dizygotes. Des études effectuée sur la région chromosomique du complexe HLA (Human
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leukocyte antigen) ont permis de mettre en évidence une relation entre la susceptibilité a la
maladie et les polymorphismes du locus HLA (HLA-DQB1*0602, HLA-DQAT*0102, HLA-
DRB1*1501 et HLA-DRB5*0101) [200-202]. Il existe d’autres associations génétiques avec
les genes codant les cytokines (IL-1, IL-4, IL-6, IL-10 ou TNF-a), leurs récepteurs (IL-7R ou
IL-2RA), les chimiokines (CCRS5) ou les molécules de co-signalisation lymphocytaire

(CTLA-4) [203].

Le taux de discordance de 70 % entre les jumeaux monozygotes montre aussi
I’importance des facteurs environnementaux dans la pathogénie de la SEP. La distribution
géographique des patients SEP et 1’étude des flux migratoires fournissent aussi des arguments
permettant de conforter I’hypothése de I’impact de I’environnement dans la pathogénie de la
SEP. En effet, la prévalence de la pathologie est ¢levée dans les pays du nord de I’Europe (>1
pour 1 000 habitants) contrairement aux fréquences retrouvées dans les régions situées plus au
sud ou parmi les populations d’Asie ou d’Afrique noire [204]. L’exposition solaire et la
synthése de vitamine D pourraient jouer un roéle immunoprotecteur [205].

Il existerait aussi un lien entre les agents infectieux viraux et 1’apparition de poussées
de SEP. Par ailleurs, diverses maladies humaines virales sont associées a un processus de
démyeélinisation, suite a I’infection par le virus de la leucémie/lymphome T humaine de type 1
(HTLV-1), le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), le virus JC ou le virus de la
rougeole [206]. L’implication du virus de I’herpes Epstein-Barr (EBV) a aussi été évoquée
[207, 208]. En effet, les bandes oligoclonales présentes dans le LCS de patients SEP
réagissent contre les Ag de ce virus [209]. Toutefois, a ce jour, aucune étude n’a pu incriminer
de facon formelle cet agent infectieux dans le développement de la pathologie. En effet,
I’analyse post-mortem d’une cohorte de 24 patients a démontré que I’EBV est absent de la

plupart des Iésions [210].

I11.B L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) est une pathologie auto-

immune démyélinisante du SNC, induite expérimentalement. Elle constitue donc un modele

animal de SEP.
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111.B.1 Historique de ’EAE

Les origines du modéle EAE datent des années 1920 ou une paralysie et une
inflammation de la moelle épiniére ont été¢ observées chez des lapins, aprés inoculation
répétée d’homogénat de moelle épiniére humaine saine [211, 212]. Dans les années 1930, le
virologue américain T. M. Rivers étudie les complications encéphalitiques associées a la
vaccination antirabique en effectuant, a des macaques, des injections répétées d’émulsions
préparées a partir de cerveaux de lapins infectés par le virus de la rage. De manicre
surprenante, certains animaux du groupe controle, ayant subi des injections d’homogénats de
cerveaux d’animaux sains, ont présenté des difficultés motrices. Les analyses histologiques
ont réveéleé la présence d’infiltrats péri-vasculaires et de plaques de démyé¢linisation au niveau
cérébral [213]. L’injection répétée d’extraits protéiques préparés a partir de ces homogénats
conduit a une diminution du tonus musculaire et a des difficultés motrices chez les animaux,
associée a des infiltrats péri-vasculaires et a une dégénérescence de la myéline au niveau du
cerveau et de la moelle épiniére des animaux [214].

Parallelement a ces analyses, 1’équipe de Rivers et Schwentker a observé la présence
d’Ac spécifiques d’Ag cérébraux chez les lapins immunisés par ces homogénats de tissu
nerveux [215]. L association entre les Ac spécifiques d’Ag et la pathologie semblait indiquer
que le processus de démyélinisation pouvait étre provoqué par une réponse immunitaire,
spécifique du tissu. Pour évaluer cette hypothese, plusieurs groupes de recherche ont utilisé
une combinaison d’émulsion cérébrale, d’huile de paraffine et de Mycobacterium tuberculosis
inactivé par la chaleur, les deux derniers composants ayant la capacité de stimuler de manicre
non spécifique le systétme immunitaire (Table 3.1). Cet adjuvant, aujourd’hui connu comme
adjuvant complet de Freund (Complete Freund’s adjuvant, CFA), a ét¢ décrit pour la premicre
fois par J. Freund au début des années 1940 [216]. Ces recherches ont permis de mettre en
¢évidence que I'utilisation de CFA facilite I’induction de la pathologie. En effet, une seule
injection du matériel protéique cérébral et de I’adjuvant suffit & obtenir une EAE. Dans les
années 1950, la co-injection de toxine pertussique a permis d’améliorer ’efficience de
I’induction de I’EAE. Classiquement, le mécanisme par lequel la toxine pertussique facilite le
développement de I’EAE est attribué a sa capacité a augmenter la perméabilité de la BHE. La
toxine aurait également des effets pléiotropes sur différents composants du systeme

immunitaire (Table 3.1) [217-219].
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Mycobacterium tuberculosis

Table 3.1 : Composants actifs de ’adjuvant et leur réle dans I’induction de ’EAE

Composant

Description

Action

Adjuvant incompléte

Huile de

Sécrétion du TNF-a dans les ganglions

de Freud paraffine et lymphatiques [220, 221]
(IFA) agents tensio- Production des radicales libre [220]
actifs Perméabilisation de la BHE [222]
Muramyl dipeptide ~ Peptidoglycane Stimulation de ’hématopoiése par la sécrétion du
(MDP) de la paroi MC-GSF [220]
bactérienne Recrutement des précurseurs macrophagiques
vers la rate et prolifération de cellules souches
dans la moelle osseuse [223]
Lipoarabinomannas  Peptidoglycane Agoniste du TLR-2 exprimés par les phagocytes
(LAM) de la paroi mononuclées [220]
bactérienne Induction de la sécrétion d’IL-1, TNF-a, GM-
CSF, IL-6, IL-10, IL-8 et CCL-7 (MCP-3) ' [224]
Induction de la sécrétion du CCL-2 (MCP-1),
CXCL-1 (KC) et INOS? [225]
Heat shock proteins Chaperon Activation du TLR-4 des MPC et induction d’un
(HSP) signal de type LPS®
Oligonucléotides ADN Stimulation du TLR-9 et sécrétion des cytokines
CpG bactérienne par les cellules activées [226]

non- méthylé

Maturation et activation de CPA [226]
Activation de lymphocytes T [226]

Toxine pertussique

Toxine
bactérienne de
type A-B

Prolifération lymphocytaire [227] et induction
d’une réponse immunitaire spécifique d’Ag [228]
Synthése d’IgG1 et IgE [229]

Activation des cellules dendritiques par la
reconnaissance du TLR-4 [230] et induction de
I’expression de molécules de co-stimulation
(CD80, CD86 et CMH de type I et II) [228, 231]
Induction de cytokines pro-inflammatoires [228]
Perméabilisation de la BHE [232]

' Induction obtenue avec de cellules sanguines mononuclées périphériques (PBMC) in vitro ; >

Induction obtenue avec de macrophages murines in vitro ; > HSP60 humaines.
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L’EAE présente de grandes similitudes avec les maladies humaines démyélinisantes,
en particulier avec la sclérose en plaques et les encéphalomyélites virales [233]. Les
caractéristiques principales et les modalités évolutives, décrites par R.D. Adams en 1952, sont
communes [234]. Elles sont caractérisées par (i) la destruction de la gaine de my¢éline, (ii) la
présence d’Ig dans le tissu cérébral et le LCS des animaux, (iii) la présence de lésions
multiples au sein du SNC majoritairement localisées dans les zones périvasculaires du
parenchyme cérébral et de la moelle épiniere.

Différents ¢léments du SNC sont impliqués dans I’induction de I’EAE. Tous les
intéréts se sont cependant rapidement focalisés sur les Ag associés a la myéline dans la
mesure ou la démyélinisation représente une des principales caractéristiques
histopathologiques de la pathologie [235]. En 1962, R.H. Laatsch et ses collaborateurs ont
travaillé directement sur des extraits de myéline purifiés. L’incidence de la maladie chez les
animaux a alors ét¢ multipliée par cing. Une déplétion en composés lipidiques de la myéline
associée a une extraction protéique leur a permis de purifier la protéine basique de la myéline
(MBP). L’immunisation des animaux directement avec la MBP se révéla encore plus efficace
que lors de I’utilisation de la my¢line complete [236]. Le fractionnement des homogénats de
tissu nerveux a mené a l’identification non seulement de la MBP, mais aussi d’autres
protéines telles que la glycoprotéine de la myéline oligodendrocytaire (MOG) ou la protéine
protéolipidique de la myéline (PLP) [237, 238]. Par la suite, les techniques de fragmentation
enzymatique ont permis d’identifier plusieurs peptides de protéines de la myéline dont
I’activité encéphalitogéne varie en fonction de 1’espéce et du fond génétique de I’animal
utilisé. L’usage de souris transgéniques a confirmé I’importance de la région génique du

complexe H2 comme zone contrdle de cette réponse encéphalitogene [239].

[11.B.2 Différents modéeles ’EAE

De nombreux modeles d’EAE ont été développés dans le but de « mimer » les divers
aspects cliniques et anatomopathologiques de la SEP. Les modéles d’EAE les plus
couramment utilisés sont des modeles murins, en raison de la facilit¢é d’accés des sondes
disponibles pour I’analyse de ce mod¢le. L’induction active d’une EAE chez la souris est un
protocole standardisé qui consiste en une injection d’un peptide encéphalitogéne de protéines
de la myéline (MOG, PLP ou MBP) en émulsion dans du CFA associée a une ou deux

injections de toxine pertussique. La phase de latence, le mode évolutif de la maladie (forme a
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rechutes, forme progressive) et les aspects histopathologiques varient en fonction de la souche
de la souris et du peptide utilisés. Globalement, les manifestations cliniques vont d’abord se
traduire par une perte de poids. Les animaux vont, par la suite, développer une paralysie
progressive qui peut aboutir & une tétraplégie. Au laboratoire nous avons développé deux
modeles murins. Ils impliquent 1’utilisation de peptides de la MOG (pMOGss_ss) ou de la PLP
(pPLPj39.151) testés chez des souris de souches C57BL/6 (H2b) et  SJL/J (H2s)
respectivement.

Le modéle pMOGss.ss CS7TBL/6 présente une évolution clinique chronique
progressive non rémittente chez la souris de fond génétique H-2b [240]. La MOG,
initialement décrite sous 1’appellation M2, est une glycoprotéine localisée a la surface de la
gaine de my¢éline dans le SNC [237], qui n’est pas retrouvée dans le systeme nerveux
périphérique (SNP) [241]. Elle représente un marqueur de maturation oligodendrocytaire. Ce
composant mineur de la myéline (0,01 a 0,05 % des protéines) a cependant ét¢ identifié
comme un auto-Ag clé impliqué dans le développement des 1ésions démyélinisantes de ’EAE
[242]. Le caracteére encéphalitogéne de la MOG est lié a son accessibilité pour les auto-Ac
(localisation extracellulaire de son domaine de type Ig, et expression sur la lamelle externe de
la gaine de my¢éline).

Le modele pPLP;39.151 SJL/J présente une évolution clinique récurrente-rémittente
chez ces souris de fond H2s. La premiére poussée survient entre le 12 au 14°™ jour aprés
immunisation. Elle est suivie d’épisodes récurrents, dans la plupart des cas plus modérés que
la premiere poussée. Dans certains cas, on peut observer la mise en place d’un état chronique.
Le modele PLP est un modele couramment utilisé [243]. La protéine transmembranaire PLP a
¢été identifiée en 1951 par 1’équipe de J. Folch et M. Lees [238]. Chez les mammiferes, elle est
fortement exprimée dans la substance blanche du SNC, ou elle constitue plus de 50 % des
protéines de la my¢line. La PLP est synthétisée par les oligodendrocytes du SNC et par les
cellules de Schwann du SNP, en faible quantité cependant. Cette protéine est impliquée dans
la compaction et la stabilisation de la myéline, dans la maturation et survie
oligodendrocytaire. Elle joue un role non négligeable au cours des stades précoces du

développement neuronale [244].

L’utilisation de ce modéle animal a permis d’approfondir les connaissances sur la
physiopathologie de la SEP, et spécialement d’explorer la place du SI dans le développement
des événements pathologiques. Cependant, le modele EAE a des limites et n’est pas capable

de reproduire toute la complexité physiopathologique de la SEP. En effet, la SEP est une
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maladie spontanée d’origine inconnue a ce jour, alors que ’EAE est induite artificiellement
par la sensibilisation active avec des antigénes du SNC. De plus, dans la plupart des
protocoles, de puissants adjuvants immunologiques sont nécessaires pour induire la maladie,
ce qui n’est bien slr pas le cas dans la SEP. Ceci pose la question de I’implication de
I’immunité innée dans la SEP. Cette question sera abordée dans le chapitre suivant. En dépit
de ces limites, les données expérimentales basées sur I’EAE ont permis d’aider au
développement de nouveaux traitements et a la compréhension de leur mécanisme d’action
comme |’acétate de glatiramer (un mélange aléatoire d’alanine, acide glutamique, lysine et
tyrosine qui agit sur les processus de signalisation membranaire) [245], la mitoxantrone (un
agent cytotoxique et immunosuppresseur antinéoplasique) [246] ou le natalizumab (un Ac
monoclonal humanisé spécifique pour la sous-unit¢ o4 de I'intégrine VLA-4) [247]. Ces
différentes molécules sont actuellement utilisées en pratique courante chez les patients atteints

de SEP.

II.C. L’immunologie de la SEP

I11.C.1 Role de ’'immunité innée

Plusieurs cellules de I’immunité innée participent au développement de la SEP. Elles
peuvent étre présentes, comme cellules résidentes du SNC (les cellules gliales) ou peuvent
migrer lors d’événements pathologiques (cellules dendritiques, monocytes, mastocytes...).

Elles peuvent aussi exercer leurs fonctions dans le compartiment périphérique.

Comme nous I’avons vu précédemment, la microglie et les macrophages résidents
composent les cellules de I'immunité innée du SNC. Des données expérimentales et des
¢tudes réalisées chez I’Homme ont montré que ces cellules activées contribuent au
développement de la maladie par la sécrétion de molécules pro-inflammatoires (telles que le
TNF-a ou le monoxyde d’azote), qui vont induire des dommages oligodendrocytaires. Ces
cellules sont détectées au sein de lésions actives de sujets SEP-PP, en état d’activation
persistante [248]. Leur fonction acquise de CPA participe aussi au développement des
processus pathologiques de la SEP. L’implication du CMH de classe 1I et des molécules de
co-stimulation conduit a la fois, a ’activation des lymphocytes T et B effecteurs [249-251].

L’expression accrue des récepteurs TLRs par la microglie et les macrophages joue aussi un
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role important dans le développement de la maladie [252, 253]. Ces cellules vont activer
d’autres cellules immunocompétentes de proximité mais aussi participer directement a la
démy¢élinisation par la phagocytose des composants de la myéline qui a été préalablement
dégradée [254]. Outre le risque d’un entretien inapproprié¢ de la présentation antigénique des
produites de la myéline, ce phénoméne va aussi favoriser la libération des produits réactifs
toxiques de I’oxygene et des myéloperoxidases qui sont capables d’endommager les neurones
[255]. L’environnement cytokinique pro-inflammatoire va aussi induire la sécrétion de la
molécule TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis) par les cellules microgliales. Cette
molécule provoque la dégradation de la gaine de myéline, I’endommagement neuronal et
I’altération endothéliale au sein des lésions corticales [256]. Dans le mod¢le animal,
I’induction de I’EAE entraine la sécrétion d’IL-17A par la microglie et les macrophages ainsi
que la surexpression de son récepteur par ces mémes cellules. Cette activation cellulaire
autocrine conduit a 1’augmentation de la production d’IL-6, de MIP (Macrophage
inflammatory proteins), de monoxyde d’azote, de molécules d’adhésion qui participe a

I’exacerbation observée de la pathologie [257].

D’autres cellules de I’'immunité innée, non-spécifiques du SNC, telles que les cellules
dendritiques participent au développement de la maladie. Ces cellules sont rarement
détectées dans le parenchyme cérébral en conditions physiologiques, elles sont cependant
retrouvées dans certains compartiments trés vascularisés comme les méninges et le plexus
choroide [258, 259]. Parmi les trés nombreuses sous-populations de cellules dendritiques
aujourd’hui individualisées, deux sous-types sont présentes en faible quantité dans le LCS des
sujets sains : les cellules dendritiques myéloides (Lin” CDI11c") et plasmacytoides (Lin
CDI11c CD123%) [260]. A ce jour, seules quelques études ont mis en évidence le role éventuel
des cellules dendritiques dans la physiopathologie de la SEP, indépendamment de la fonction
de la microglie et des macrophages résidents. Les cellules dendritiques sont activées et
présentes en plus grand nombre dans le sang périphérique et le LCS des patients SEP [260,
261]. Les cellules dendritiques plasmacytoides peuvent étre recrutées activement au sein des
Iésions et au niveau des leptoméninges [262]. Cependant, a ce jour, ces données ne permettent
pas d’¢lucider leur role réel dans I’apparition et la progression de la maladie.

La maturation des cellules dendritiques dépend des nombreuses interactions,
notamment celles avec les cellules NK (Natural killer) au cours des phases précoces de la
réponse immunitaire [263]. Il a été mis en évidence que les cellules NK et les cellules

dendritiques peuvent s’activer de fagon réciproque par des interactions cellule-cellule et par
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I’action de cytokines comme I’IL-2. Ce processus d’amplification facilite le développement
des mécanismes lésionnels [264, 265]. Les interactions des cellules NK avec les lymphocytes
T et B auto-réactifs [266] et 1’effet cytotoxique tissulaire propre aux cellules NK (IFN-y,
TNF-a, perforines, granzymes) [267] peuvent aussi jouer un role important dans I’induction
des maladies auto-immunes. In vitro, les cellules NK sont aussi capables d’induire 1’apoptose
neuronale [268], oligodendrocytaire [269], astrocytaire et microgliale [270, 271]. Cependant,
la pertinence biologique de ces données dans la physiopathologie de la SEP et/ou de I’EAE
reste discutée.

Certains composants de la réponse allergique, comme les mastocytes, peuvent aussi
contribuer au développement des maladies autoimmunes. Ces cellules sont caractérisées par la
présence des granules cytoplasmiques contenant différents médiateurs vaso-actifs et pro-
inflammatoires. Ainsi, bien que I’histamine reste la plus connue par son implication dans les
réactions allergiques, les mastocytes peuvent aussi produire des leukotrienes (LTB4), des
prostaglandines (PGE, et PGD,), des protéases (tryptase) et des cytokines (TNF-a et I’'IL-4).
Ces données soulignent que le mastocyte, surtout connu comme « starter » de la réponse
allergique, est aussi impliqué dans d’autres événements associés a la réponse immune. En
effet, la maturation [272, 273], la migration [274] et la différentiation de cellules dendritiques
[275, 276] peuvent étre modulés par les médiateurs pro-inflammatoires et les molécules de
co-stimulation (comme le CD28, les PD-L1 et PD-L2 ou le CD40L) exprimés par les

. , . . W/Wh
mastocytes. Les souris déficientes en mastocytes (c-kit" "

) vont developper une EAE plus
tardive et présenter des signes cliniques moins séveres [277]. Les mastocytes pourraient étre
impliqués dans la pathogénese de I’EAE par leurs diverses sécrétions cytokiniques qui
contribuent a la prolifération (TNF-a, IL-23, IL-12) [278] et différentiation (TGF-f, IL-6, IL-
1B) [279] des lymphocytes T, notamment de polarisation Th17. Les différents ligands des
TLR présents dans 1’adjuvant ainsi que les peptides myéliniques encéphalitogenes utilisés
conduisent a I’activation des mastocytes au cours de I’EAE [280]. Des travaux précédents de
notre équipe a été montré que des agents bloquant 1’histamine ou son récepteur entraine des
effets favorables lors du développement de I’EAE [281]. Chez I’Homme, des mastocytes sont
retrouvés aux niveaux des lésions [282]. Des analyses génétique du profil d’expression de
genes au sein des zones Iésionnelles ont montré une surexpression de plusieurs transcrits
spécifiques des mastocytes [283]. La présence de niveaux €levés de tryptases dans le LCS de

patients SEP suggere la mise en place d’une activation mastocytaire intrathecale au cours de

la maladie [284].
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Des lymphocytes impliqués dans I’immunité dite « intermédiaire » avec des récepteurs
d’Ag peu diversifiés ou semi-invariants ont aussi ét¢ impliqués dans la pathologie. Une étude
récente a montré que les lymphocytes T yd participent au développement de ’EAE en
inhibant les fonctions effectrices des cellules T régulatrices CD25" Foxp3". Les lymphocytes
T yd sont caractérisés par la présence d’un TCR yd non restreint par le systtme CMH. Ces
lymphocytes sécretent différentes cytokines telles que I’IL-17A, I'IL-21 et I’IL-22, capables
d’induire une réponse inflammatoire [285]. Les lymphocytes T yd ont été caractérisés au sein
des lésions de patients SEP [286]. Une expansion clonale des ces cellules activées est
observée dans le LCS des patient [287] tout comme dans le sang périphérique [288]. Ces
observations sont associées a une aggravation de I’activité de la maladie, mesurée par IRM
[289]. Une fois activés, les lymphocytes T yd vont exprimer des protéines de choc thermique
[290] et sécréter des perforines. Ces mécanismes seraient impliqués dans I’induction de
I’apoptose oligodendrocytaire [291, 292].

Des données préliminaires ont aussi mis I’accent sur I’implication des cellules NKT
dans le développement de I’EAE, notamment aprés 1’activation des récepteurs membranaires
par le ligand a-Galactosylceramide. Aujourd’hui un réle modulateur des cellules NKT est

surtout mis en exergue. Nous le développerons dans un chapitre ultérieur.

III.C.2. Role de I’immunité adaptative.

11.C.2.1. Les lymphocytes T

Historiquement, la SEP a toujours été considéré comme une maladie contrdlée par les
lymphocytes T CD4". En 1960, 1’équipe de P.Y. Paterson démontre que le transfert adoptif de
cellules provenant d’un homogénat de ganglions lymphatiques de rats immunisés avec un
homogénat de moelle épiniere conduit au développement d’une EAE chez des animaux naifs
[293]. Ce processus, maintenant connu comme induction passive d’une EAE, illustre, pour la
premicre fois, la notion de réponse auto-immune spécifique de tissu. Dans les années 1980,
I’obtention de clones des lymphocytes T et des expériences de transferts adoptifs des
lymphocytes T Lytl", spécifiques d’Ag de la myéline, ont permis de démontrer que le
lymphocytes T CD4" auto-réactif constitue un des acteurs principaux dans le transfert de la
maladie [294, 295]. Ces résultats ont €té, en partie, confirmés par des travaux réalisés chez la

souris IL-12p40'/ ", résistante a I’induction de ’EAE. L’IL-12 est une cytokine nécessaire au
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développement des lymphocytes T CD4" de polarit¢ Thl, sécréteurs des cytokines pro-
inflammatoires (principalement I’IFN-y, mais aussi I’IL-2 ou le TNF-a et -f). Les niveaux
d’expression d’IFN-y et d’IL-12 sont ¢levés dans le parenchyme cérébral aussi que dans le
LCS des patients SEP et sont associés a la sévérité clinique de la pathologie [296]. L’IFN-y et
I’IL-12 induisent 1’expression de molécules du CMH de classe I et II au sein du SNC et
activent la production de chimiokines qui permettent le recrutement de macrophages et de
monocytes. Ces derniers, une fois activé, vont favoriser une réponse pro-inflammatoire dans
le SNC provoquant une perte neuronale [297, 298] qui peut étre 1i€ a un processus nécrotique
ou pro-apoptotique. L’IFN-y inhibe aussi le processus de rémy¢linisation au sein des 1ésions
[299]. De maniere surprenante, 1’invalidation du géne de I'IFN-y ou D’inhibition de la
différentiation Th1 par le blocage de la voie de STATI (Signal transducer and activator of
transcription-1) provoquent une aggravation clinique de I’EAE [300, 301]. Ces résultats
paradoxaux ont ¢été expliqués apres la découverte de 1'IL-23. Cette cytokine est
structuralement apparentée a I’IL-12 car la sous-unité IL-12p40 est commune a I’'IL-12 (IL-
12p40/IL-12p35) et a 'IL-23 (IL-12p40/IL-23p19). Les souris transgéniques /L-/ 2p40'/ “et/L-
23pl 9" sont résistantes a I’induction de "'EAE alors que les souris /L-1 2p35’/ " sont sensibles
[302, 303]. Par conséquent, I’IL-23, plus que I’IL-12, semble jouer un réle fondamental dans
le développement de ’EAE. L’IL-23 est une cytokine cruciale pour le développement de la
sous-population lymphocytaire T CD4", majoritairement sécrétrice d’IL-17A, d’IL-17F et
d’IL-22, nommée lymphocytes T de polarit¢ Thl17 [304, 305]. La différentiation et
I’expansion de cellules Th17 dépend de 1’'IL-23, mais aussi du signal « synchronisé » induit
par le TGF-B, ’IL-6 (chez la souris), I’'IL-1 et I’activité autocrine de 1I’IL-21 [306-309]. Les
cellules Th17 peuvent ainsi contribuer aux processus inflammatoires dans I’EAE et la SEP a
la fois par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-17A et IL-17F), mais aussi par la
production des métallo-protéases, des chimiokines (CXCL-8) et par 1’activation paracrine des
cellules productrices de médiateurs inflammatoires ou de facteurs de croissance
hématopoiétique GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor).

Différents travaux témoignent du role délétere des lymphocytes Th17 dans la
pathogénese de la SEP. En effet, des Iésions chroniques de patients SEP présentent des
niveaux ¢levés d’IL-17A et d’IL-17F [283]. Chez I’animal, le transfert adoptif de cellules
Th17 provoque une évolution clinique de I’EAE plus sévere que le transfert de cellules Thl
[310]. De plus, la neutralisation de I’activit¢ de I’IL-17A diminue la sévérité de la maladie

[311]. Récemment, une étude a mis en évidence qu’une sous-population des lymphocytes
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Th17 productrice, a la fois, d’IFN-y et d’IL-17A migre plus efficacement vers le SNC que des
cellules ne produisant que de I’'IFN-y ou de I’IL-17 [312].

Ces données attestent du role non négligeable joué par les lymphocytes T CD4+ dans
le développement de la pathologie. Elles sont confortées par la découverte du role des
polymorphismes du CMH de type II chez certains patients SEP (voir section III.A.2).
Plusieurs travaux ont démontré I’implication d’allé¢les du CMH de classe I, tel que le HLA-A3
(A*0301), dans la susceptibilité¢ a la maladie [313]. Ces observations mettent en exergue le
role des lymphocytes T CD8" dans la pathogénie de la SEP. En effet, et contrairement au
modeéle EAE, les patients SEP présentent trois & dix fois plus de lymphocytes T CD8" que de
lymphocytes T CD4" dans leurs lésions actives [314-316]. La formation de ces lésions,
mesurée par IRM, et le score EDSS (Expanded Disability Status Scale) du handicap des
patients sont corrélés a la concentration sérique des cytokines sécrétées par les lymphocytes T
CDS8". De plus, la plupart des lymphocytes présents dans le LCS des patients sont des
lymphocytes T CD8" mémoires, spécifiques d’Ag neuronaux comme la protéine basique de la
my¢line associée aux oligodendrocytes (Myelin Associated Olygodendrocyte Basic Protein,
MOBP) [317]. Bien que quelques travaux aient contesté le role des lymphocytes T CD8" dans
les mécanismes de neurodégénérescence [318, 319], des auteurs ont démontré que ces
lymphocytes peuvent endommager les neurones, les oligodendrocytes et accroit la
perméabilité de la BHE par une activité lytique et apoptotique, par la sécrétion d’agents
cytotoxiques (perforin et le granzyme B) ou par ’interaction de Fas avec son ligand, présent a
la surface des cellules T CD8" [320, 321]. La présence de cellules T CD8" productrices d’IL-
17 au sein des lésions actives a récemment été démontrée [322], cependant le role

physiologique de cellules CD8" IL-17" reste a définir.

11.C.2.2. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B ont été plus récemment reconnus comme une composante
importante de la réponse immune dans la SEP. Derniérement, ’utilisation du rituximab, Ac
monoclonal anti-CD20 (Genetech, Rituxan®), chez les patients atteints d’une SEP-RR
renforce la notion d’une implication des lymphocytes B dans la pathogenése de cette
pathologie. Le CD20 est une protéine transmembranaire exprimée a la surface de cellules B,

mais absente des plasmocytes. L’administration de rituximab provoque une déplétion rapide
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des cellules CD20" par le processus de cytotoxicité cellulaire dépendant du complément
[323]. Dans un premier rapport, I’administration de deux doses de Rituximab chez un patient
SEP-RR a provoqué une déplétion effective dans le compartiment sanguin et le LCS durant
six mois [324]. Un premier essai clinique de phase II sur des formes rémittentes a montré que
ce traitement conduit & une amélioration clinique, une diminution de I’activité de la maladie a
I’IRM et une diminution du nombre de nouvelles 1ésions [325]. Une étude plus récente au
cours de laquelle les patients SEP-RR ont re¢u quatre doses hebdomadaires de Rituximab a
confirmé les résultats obtenus précédemment [326]. Ainsi, le traitement des formes
rémittentes par déplétion lymphocytaire B semble étre efficace. Cependant, il reste a
découvrir comment les lymphocytes B contribuent a la physiopathologie de la SEP.
Différentes fonctions de ces cellules peuvent étre impliquées. Nous allons les détailler dans

les paragraphes suivants.
* La coopération entre les lymphocytes T et B : le role des follicules ectopiques

Différents travaux ont révélé que certains lymphocytes B peuvent présenter plus
efficacement I’Ag aux lymphocytes, que des CPA professionnelles. Dans ces circonstances,
les lymphocytes B et T reconnaissent des motifs peptidiques propres au méme Ag (aide
cognate ou connexe) [327]. Cette fonction CPA des cellules B facilite I’amplification de la
réponse immunitaire spécifique d’Ag. La coopération entre les cellules T et B induit la
formation d’un CG. L’ensemble de ces données a été préalablement présenté dans le Chapitre
1. Des structures similaires a des follicules (présence des lymphocytes B et des FDC) ont été
décrites chez la souris EAE [328] et au niveau des méninges de patients atteints d’une SEP-
SP. La présence de ces structures lymphoides ectopiques a été associée a un début précoce
et/ou une progression sévere de la maladie [329, 330]. Dans un premier temps,
I’organogenese des tissus lymphoides ectopiques serait orchestrée par 1’action synchronisée
de plusieurs signaux chimiotactiques et cytokiniques. Les tissus lymphoides se formeraient
suite a I’expression de la lymphotoxine (LT) alp2 par les lymphocytes B activés, infiltrés
dans les méninges [331, 332]. La LT pourrait alors stimuler I’expression des ligands de
molécules d’adhésions au niveau de 1’endothélium cérébral et ainsi favoriser le trafic
leucocytaire vers le SNC [333]. La LT active aussi la différenciation de précurseurs de
fibroblastes résidant dans le tissu conjonctif des leptoméninges en FDC, productrices de la
chimiokine CXCL13 (B-cell attracting chemokines-1, BCA-1) (Illustration 3.2). Cette

chimiokine va principalement initier le recrutement des lymphocytes B CXCR5", population
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B majoritaire dans les LCS des patients [334]. Le LCS de patients SEP-RR présente une
concentration élevée de CXCL13, non détectable chez I’individu sain. Cette concentration est
corrélée avec la production intrathécale d’Ig, a la présence des lymphocytes et a I’activité de
la maladie (mesurée par IRM) [184]. Le recrutement des lymphocytes B est aussi contrélé par
la chimiokine CXCL12 (Stromal cell-derived factor-1, SDF-1), capable d’activer le
recrutement des lymphocytes B, mais également d’autres cellules immunocompétentes
CXCR4" comme les monocytes, les cellules T ou les plasmablastes. A la différence de
CXCL13, les neurones secretent CXCL12 en conditions physiologiques [335]. Les astrocytes
et I’endothélium vasculaire augmentent leur sécrétion de CXCL12 au cours d’un processus
inflammatoire induit par 1’activation des cellules T et la sécrétion d’IL-1 et du TNF-a. Une
expression ¢levée de CXCL12 est observée dans le LCS de patients SEP-RR, ainsi qu’au

niveau des lésions actives et inactives du SNC [334].

D’autres signaux homéostatiques semblent étre impliqués dans la formation des
structures lymphoides. La cytokine BAFF, indispensable au maintien du pool de cellule B
(voir chapitrel), est exprimée par les astrocytes en conditions physiologiques, probablement
pour maintenir I’immuno-surveillance du SNC. Toutefois, cette cytokine est surexprimée au
sein des lésions lors de la SEP [336]. Dans un mod¢le d’EAE, I’induction de I’expression
intracérébrale des chimiokines CXCL13 et BAFF accompagnerait de la formation de
structures folliculaires ectopiques dans les méninges [328]. Cependant, le role pathogénique
de BAFF est contesté car 1’utilisation de 1’atacicept (récepteur de BAFF et APRIL solubles)
provoque  une  exacerbation de la  maladie  (http://www.clinicaltrials.gov/

ct2/show/NCT00642902).
* Le lymphocyte B comme source de cytokines

La lymphotoxine (LT) n’est pas la seule cytokine sécrétée par les lymphocytes B impliquée
dans le développement de la SEP. En effet, les cellules B peuvent produire une gamme tres
diverse de cytokines, selon leur mode d’activation. Ces cytokines vont jouer un role
déterminant dans la polarisation des cellules T (Th1, Th2 ou Th17). Parmi ces cytokines, on a
identifié plusieurs types d’IL (IL-4, IL-12, IL-10, IL-12, IL-16 ou IL-23) mais aussi le TNF-a.
et I'IFN-y, capables de déclencher I’activité macrophagique et d’inhiber les fonctions des

cellules régulatrices [337, 338].
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* Lerole de la réponse humorale

Le role pathogeéne des lymphocytes B est historiquement 1i¢ a leur capacité a sécréter
des auto-Ac. Une des caractéristiques de la SEP est la présence de bandes oligoclonales dans
la LCS chez 95 % des patients [339]. La nature de ces bandes suggere que des cellules B ont
subi un processus d’activation intrathecale dépendant d’Ag (expansion clonale). Il a été
démontré que des lymphocytes B présents dans le LCS sont la source de ces Ig oligoclonales

[340]. Cependant, la spécificité de la réponse intrathecale n’est pas clairement établie.

Réponse contres des Ag myéliniques

Les Ac anti-MOG ont fait I’objet d’un nombre considérable de travaux. La MOG est
synthétisée par les oligodendrocytes. Cette protéine, nous I’avons vu, est localisée sur la
membrane externe de la gaine de myéline, ce qui la rend plus accessible que les Ag
intracellulaires comme la MBP ou la PLP [237]. Bien que plusieurs équipes aient décrit que le
sérum et le LCS des patients SEP présentent une fréquence d’Ac anti-MOG augmentée [341],
d’autres études ont démontré que la fréquence de ces Ac est similaire a celle observée chez
des sujets présentant d’autres maladies neuro-inflammatoires ou chez les donneurs sains [342]
[343]. Néanmoins, les techniques de détection utilisées dans ces études sont différentes, ce qui
peut expliquer I’hétérogénéité des résultats. D’autres Ag de la myéline, tels que la MBP, la
PLP, la MAG ou la CNP (Cyclic nucleotide phosphodiesterase), ont fait I’objet d’études. La

encore, les données restent controversées.

Réponse contres des Ag non myéliniques

Plusieurs équipes se sont aussi intéressées au role des Ag non-my¢éliniques. On peut
citer la protéine de choc thermique ap-cristalline, qui présente une activité
immunosuppressive. Des Ac dirigés contre cette protéine ont été observés dans le LCS des
patients SEP et pourraient inhiber son role immunosuppresseur [344]. D’autres travaux ont
mis en évidence la présence d’Ac dirigés contre des glycoprotéines axo-gliales, telles que la
contactin-2/TAG-1 (Transiently-expressed axonal glycoprotein) et la neurofascine, présente
dans les nceuds de Ranvier [345, 346]. Chez le rat, ’EAE peut étre induite par
I’administration des cellules T spécifiques de la contactin-2/TAG-1 [346]. Ce résultat présente
un intérét important car la dégénérescence axonale est une caractéristique importante de la

SEP, notamment en phase progressive.
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Réponse contres des Ag viraux

D’autres études se sont focalisées sur les Ag viraux. Une infection virale pourrait étre
un agent non négligeable dans I’étiologique de la SEP. Elle pourrait expliquer le recrutement
massif des cellules T CD8" dans les 1ésions. A ce jour, plusieurs études se sont intéressées au
role de ’EBYV (voir section II.A.2). Ce virus est présent dans 90 % de la population mondiale.
Les réservoirs principaux sont les lymphocytes B. Historiquement, ces organismes infectieux
ont été considérés comme activateurs de la réponse autoimmune de la SEP, probablement par
un mécanisme de mimétisme moléculaire suite a une « dispersion» ou « contagion »
épitopique (epitope spreading) ou a une activation de type « bystander ». Cette théorie est
soutenue par 1’observation d’une réactivité altérée vis-a-vis de I’EBV chez des patients SEP
[347, 348]. Une étude longitudinale a démontré que les titres d’Ac anti-EBV augmentent
avant D’apparition de la maladie. Ces résultats suggerent que I’infection est un événement
précoce et non une conséquence de la maladie [349]. Il a aussi été décrit que les lymphocytes
B et plasmablastes du parenchyme cérébral de patients SEP sont infestés par I’EBV [209].
Cependant, des analyses réalisées post-mortem ont démontré que 1’infection par ’EBV n’est
pas une caractéristique spécifique de la SEP [210]. Les techniques utilisées dans ces études
sont controversées [350], le lien entre I’infection par EBV et la pathogénése de la SEP continu

a étre débattu a 1’heure actuelle.

IIL.D. Nouvelles approches thérapeutiques

Aprés I’emploi d’agents thérapeutiques dont les effets multiples sur le SI étaient mal
maitrisés (IFN-f, I’acétate de glatimére ou le mitoxantrone), des nouvelles molécules, ayant
un ciblage plus précis (Ac monoclonaux ou autres), sont aujourd‘hui disponibles. La
terminologie des Ac monoclonaux a été définie en fonction de la nature et de 1’origine le I’Ac
[351]. Les cibles de ces biothérapies sont diverses et agissent a différents niveaux de la
réponse immune. Elles peuvent neutraliser une ou plusieurs populations lymphocytaires
(rituximab, anti-CD20 : déplétion des cellules B / alemtuzumab, anti-CD52 : déplétion des
lymphocytes et monocytes) ou cibler une seule sous-population cellulaire (daclizumab, anti-
CD25 : déplétion des cellules T activées). Ces Ac peuvent aussi bloquer la transmigration
leucocytaire vers le SNC (natalizumab, anti-a4) [352]. A ce jour, seul le natalizumab est

utilisé comme traitement de fond chez des patients présentant une SEP-RR. Dans tous les cas,

50



I’administration intraveineuse de ces thérapies ne facilite pas leur emploi en pratique
courante. L’émergence de thérapies orales pourrait représenter une perspective plus
satisfaisante pour le patient. Parmi ces nouvelles thérapies potentielles, on ¢évoque
principalement des analogues de la sphingosine et de I’ATP. Les analogues de la sphingosine
induisent une internalisation du récepteur de type 1 de la S1P1 dans les lymphocytes, ca qui
provoque leur rétention dans les organes lymphoides secondaires, et bloque ainsi leur
migration vers le SNC. Les analogues de ’ATP s’incorporent dans I’ADN des cellules en

division. Ils facilitent la destruction des cellules T CD4" et CDS" et des cellules B [353].

L’introduction de ces nouvelles thérapies a permis de mieux comprendre I’implication
du SI dans le développement de la SEP. Toutefois, a ce jour, ni I’immunosuppression ni
I’immuno-modulation n’assurent un arrét de la neurodégénérescence, donc de la progression
de la maladie a long terme. Par ailleurs, une meilleure connaissance des mécanismes de
régulation, de protection ou de réparation impliqués dans la physiopathologie devrait

permettre d’envisager des nouvelles perspectives de traitements plus prometteuses.
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IV. Les relations entre le systéme immunitaire et le systéme nerveux

central : Régulation et réparation

IV. A. La réponse immune comme mécanisme régulateur

Le SI est dotée des différents systémes cellulaires et moléculaires qui controlent
I’activation et ’expansion clonale des cellules auto-réactives a potentialité¢ pathogene. Ces
mécanismes, impliquent des cellules régulatrices qui évitent ainsi le risque de développement
des Iésions dans les tissus et les organes. Ces cellules régulatrices interviennent a la fois dans

I’immunité innée et adaptative.

IV.A.1. Rble de I’'immunité innée

Trois populations cellulaires sont particulierement impliquées dans des mécanismes

régulateurs : les cellules NK, les cellules NKT et les cellules dendritiques.

Il a été décrit que la déplétion des cellules NK exacerbe la sévérité clinique de ’EAE.
Les auteurs de ce travail ont observé que ces cellules sont capables de lyser et d’inhiber
I’activité pro-inflammatoire les cellules T auto-réactives [354]. Récemment, une étude a
montré que la déplétion des cellules NK avant ’induction de I’EAE provoque un retard dans
I’apparition de la maladie. En revanche, si la déplétion est réalisée aprés 1’induction,
I’évolution clinique n’est pas modifiée. Les cellules NK participeraient donc a la régulation de
la réponse immunitaire au cours de la phase initiale de la maladie [355]. Le transfert adoptif
des cellules NK chez les patients atteints de lupus systémique, de polyarthrite rheumatoide ou
de diabéte de type 1 améliore aussi leur évolution clinique [356-358]. Chez I’Homme, les
cellules NK sont classées en deux sous-groupes fonctionnellement et phénotypiquement
différents : les cellules NK cytotoxiques (CD56"°Y CD16™€") et les cellules NK productrices
de cytokines (CD56™€" CD16'Y).

Les cellules NK CD56™¢" sont aujourd’hui considérées comme une sous-population

de cellules NK régulatrices. En effet, ces cellules, productrices de cytokines, ont été associées
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aux phases de rémission de la SEP et a une diminution des lésions mesurées par IRM [359].
L’administration du daclizumab (anti-CD25) chez des patients SEP a permis de suggérer que
I’activation et I’expansion de ces cellules NK CD56™*¢" impliquaient bien une signalisation
dépendante de la chaine a du récepteur a I’'IL-2. Une fois activées, les cellules NK CD56" €™
entrent en contact avec les cellules T activées pour inhiber leur expansion [360]. Une étude
plus récente a montré que I’administration d’IFN-Bla (durant 6 a 12 mois) augmente le

nombre de cellules NK CD56™" circulantes [361].

Les cellules NKT constituent une population cellulaire qui présente certaines
caractéristiques des cellules NK et des lymphocytes T. Les cellules NKT semi-invariantes
(INKT) expriment a la fois le récepteur NK1.1 et un TCR restreint. Par exemple chez la
souris, ce TCR est composé d’une chaine a, constitué¢e du réarrangement Va14-Ja18, couplée
a une nombre limité de chaines 3, notamment V8.2 ou V7. Contrairement aux lymphocytes
T conventionnelles, elles reconnaissent les glycolipides présentées par le CD1d, une molécule
structurellement apparentée au CMH de type 1, exprimée par différents types cellulaires
comme les lymphocytes B de la ZM. Comme les cellules NK, le nombre de cellules iNKT est
fortement réduit chez les patients SEP [362]. Contrairement aux données préliminaires, déja
évoqués, 1’activation in vivo, de cellules iNKT par le ligand a-galactosylceramide induit une
amélioration de 1’évolution clinique de ’EAE en favorisant la différentiation des lymphocytes
T de polarisation Th2 au détriment de la polarisation Thl [363, 364]. Paradoxalement, ces
cellules peuvent prévenir le développement de I’EAE en favorisant la polarisation Thl et la
sécrétion de I'IFN-y [365]. Cette fonction régulatrice de cellules iNKT est principalement
dépendante de la production d’IL-4 et d’IL-10. Cette derniere joue un réle fondamental dans
I’induction des lymphocytes T régulateurs [366]. L’IL-10, secrétée par les iNKT, est aussi

capable de favoriser I’activité tolérogeéne des cellules dendritiques immatures [367].

La principale population de cellules dendritiques tolérogene est constituée des cellules
dendritiques plasmacytoides [368]. Contrairement aux cellules dendritiques myéloides, ces
cellules peuvent en effet induire 1’anergie ou 1’apoptose des cellules T pathogénes et aussi
favoriser la différentiation des lymphocytes T naifs CD4" et CD8" en lymphocytes T
régulateurs [369-371]. La fonction régulatrice des cellules dendritiques plasmacytoides
semble étre liée a I’activité enzymatique d’IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase), sensible a
I’action de I'IFN-y et a I’activation des TLR [372, 373]. Récemment, il a été décrit que

I’action d’IDO est essentielle a I’induction des lymphocytes T régulateurs et a 1’inhibition de
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la conversion des lymphocytes T naifs en cellules Th17 [374, 375]. Cette fonction régulatrice

est notamment liée a la production de kynurénine, un métabolite du tryptophane [376, 377].

IV.A.2. Réle de I’'immunité adaptative

Apres la découverte des cellules T régulatrices qui ont généré des trés nombreux
travaux, des données nouvelles s’intéressent aujourd’hui a d’autres populations régulatrices,

notamment les lymphocytes B.

1IV.A.2.1. Les lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont les principaux responsables de la
maintenance de la tolérance périphérique de I’immunité adaptative. La premicre population
identifiée comme régulatrice de la réponse immune ont été les lymphocytes Treg naturels
(nTregs). Ils constituent entre 5 et 12% du compartiment cellulaire T CD4" et sont produits
par le thymus comme une sous-population lymphocytaire T fonctionnellement mature et
distincte des cellules T CD4 " naives [378]. Contrairement a ces derniéres, les cellules nTreg
seraient sélectionnées positivement dans le thymus par la forte affinité de leur TCR vis-a-vis
des auto-Ag [379, 380].

Les nTregs ont été initialement identifiés comme des cellules T activées du fait de
I’expression du CD25. En fait, ces cellules expriment constitutivement ce marqueur [378,
381]. Des expériences de déplétion sélective et/ou de transfert adoptif ont permis de montrer
I’implication des lymphocytes T CD4" CD25" dans le controle de ’EAE [382]. Par la suite, la
fonction essentielle du facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box P3) dans le
développement des nTregs a ¢été établie. Bien que Foxp3 puisse étre exprimé par d’autres
cellules T (autres Tregs et lymphocytes T CD4" activées), il jouerait néanmoins un role
crucial dans la maintenance de la fonction suppressive des nTregs [383, 384]. En effet, des
mutations dans le gene Foxp3 provoquent la survenue de diverses maladies a composante
immunologique, telles que les polyendocrinopathies, les enteropathies, le syndrome
d’immunodéficience liée au chromosome X (IPEX), les maladies inflammatoires du tube
digestive, la dermatite allergique ou les infections [385, 386]. D’autres marqueurs des nTregs,
d’expression membranaire, ont aussi ¢€té décrits, incluant notamment le GITR

(Glucocorticoid-Induced TNF Receptor), ’OX40 (CD134), la L-sélectine (CD62L) et le
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CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, CD152), mais aucun de ces marqueurs n’est
réellement spécifique de cette population.

Les nTregs peuvent exercer leur fonction suppressive par contact direct avec d’autres
cellules. Dans ce mécanisme, la molécule CTLA-4 pourrait jouer un role déterminant. Chez la
souris comme chez ’Homme, elle est constitutivement exprimée par les nTregs [387, 388] et
la déplétion sélective des nTregs CTLA-4" induit des signes cliniques similaires a ceux
développés par les souris déficientes en Foxp3 (lymphoproliferation, hyperproduction d’IgE
et la survenue des maladies auto-immunes) [389]. La fonction principale de CTLA-4 semble
étre I’inhibition des signaux de prolifération induit a la suite de contact avec une CPA. En
effet, CTLA-4 reconnait les molécules de co-stimulation CD80 et CD86. Cet engagement du
CTLA-4 va inhiber les processus de prolifération (mécanisme dépendants des phosphatases)
initialement CD28-dependante (mécanisme dépendants des kinases). Cette interaction active
aussi I’expression et 1’activité¢ d’IDO, avec la production de kynurenines et de Foxo 3, un
facteur de transcription impliqué dans I’expression de plusieurs cytokines régulatrices [390,
391].

Les mécanismes de régulation liés aux nTregs impliquent aussi la sécrétion de facteurs
solubles comme I’IL-10 qui participe aux mécanismes de tolérance au niveau des muqueuses
des tractus respiratoire et digestif [392, 393]. Outre la production des cytokines immuno-
modulatrices, les nTregs ont aussi la capacité de produire des perforines et des granzymes qui
conduit a la lyse des cellules effectrices (CPA et lymphocytes T) [394]. Ces observations
multiples et variées, indiquent que les fonctions suppressives des nTregs sont tres diversifiées
et complexes. Ces cellules assurent, en permanence, les processus de tolérance du soi et
permettent aussi le maintien de ’homéostasie lymphocytaire. Une premiére étude réalisée
chez les patients SEP a permis de constater que les nTregs présentent ici des altérations
qualitatives car elles sont défaillantes dans leur fonction suppressive des lymphocytes T
conventionnels activés [395]. Ces observations sont associées a une expression diminuée de
Foxp3 [396, 397]. Cette expression ainsi que les fonctions effectrices des nTregs semblent se
rétablir dans les phases tardives de la maladie (SEP-SP) [398]. D’autres travaux ont décrit une
diminution quantitative des nTregs récemment émigrés du thymus (RTE-Tregs) dans la sang
périphérique en fonction de 1’dge des patients [399, 400]. En effet, il a été¢ décrit une
régression thymique plus rapide chez les patients que chez les témoins sains, ce qui provoque
un déséquilibre homeéostatique des lymphocytes T périphériques [401, 402]. De plus, chez les
patients SEP, les RTE-Tregs présenteraient un répertoire TCR restreint qui perturberait leur

fonction régulatrice [399]. Dans le LCS des patients SEP-RR un nombre augmenté des nTregs
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a été observé [403]. En revanche, d’autres travaux ont constaté I’absence de cellules T Foxp3"
dans le parenchyme cérébral de patients SEP-RR [322]. L’hypotheése de la migration des
nTregs dans le SNC de patients SEP reste aujourd’hui discutée.

Les fonctions régulatrices peuvent aussi étre acquises, a la périphérie, par des
lymphocytes T CD4" naifs. La conversion des cellules naives en lymphocytes T régulateur
induits (iTregs) ne se déroule pas au niveau du thymus mais dans les OLS. Elle dépend
principalement du type et de la qualité des signaux adressés par les CPA aux cellules T [404-
408]. Cette signalisation sera donc sous le contrdle des effets des facteurs solubles comme le
TGF- [409] et de la présence de faibles doses d’Ag [410]. Plusieurs populations d’iTregs ont
été décrites selon leur phénotype et leur fonction. Les lymphocytes T naifs CD4" peuvent
acquérir un phénotype (CD4" CD25" Foxp3") et une fonction régulatrice comparable a celle
des nTregs apres engagement du TCR en présence d’IL-2 [411, 412]. D’autres populations
d’iTregs n’expriment pas le facteur Foxp3. Elles sont dénommées Trl et Th3. Les
lymphocytes Trl sont notamment caractérisés par la production I’IL-10 et du granzyme B.
Ces lymphocytes sont faiblement réactifs aux signaux TCR. La présence d’IL-10 est
nécessaire a leur prolifération in vitro. Chez ’Homme, I’engagement du TCR, impliquant le
complexe CD3/CD46, et la présence d’IL-2 induit la différenciation des lymphocytes T naifs
en cellules Trl. Les patients SEP présentent un défaut de production d’IL-10 par des
lymphocytes Trl [413, 414]. Les lymphocytes Th3 sont caractérisés par la production du
TGF-B, un inhibiteur de la prolifération des lymphocytes T effecteurs [415]. La différentiation
de ces cellules est induite majoritairement au niveau du tractus digestif [416]. Elle nécessite
la présence d’IL-4 et d’IL-10 mais surtout I’action du TGF-f (activation autocrine ?). Elle est

inhibée par I'IL-12 [417].

Les populations nTregs et les iTregs sont des populations lymphocytaires T CD4". Les
processus régulateurs sont aussi assurés par des lymphocytes T CD8". Parmi celles-ci les
lymphocytes T CD8" naturels (nTregs CD8") ont été identifiés. Leur activation, apres
reconnaissance de I’Ag, induit généralement I’expression du facteur Foxp3 et les chaines o ou
B du récepteur a I'IL-2 (CD25 et CD122, respectivement). Les nTregs CD8" régulent la
réponse immunitaire par des contacts cellulaires [418], & 1’exception des nTregs CDS"
CD122" (caractérisés chez la souris) qui agissent par I’intermédiaire de 1’IL-10 [419]. Les
nTregs CD8" possédent les mémes caractéristiques fonctionnelles que les nTregs CD4 ", mais

reconnaissent bien entendu des Ag restreints ici par le CMH de classe I [419]. Plus
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récemment, une nouvelle population de nTregs CD8" a été identifi¢e. Ces cellules sont
capables de supprimer la prolifération et/ou la fonction des cellules T effectrices. Chez la
souris, elles sont nommées nTregs CD8" restreints au complexe Qa-1 [420], chez I’Homme,

nTregs CDS" HLA-G" [421].

Les Tregs CD8" peuvent aussi se développer en périphérie. Ils sont connus comme
lymphocytes T régulateur CD8" induits (iTreg CD8"). Les iTregs CDS8" constituent une
population lymphocytaire trés hétérogene. Ils représentent probablement différents stades de
différentiation des lymphocytes T CD8" [422-424]. Ces lymphocytes ont la capacité de
supprimer la réponse immune en interagissant directement avec les CPA et les rendant ainsi
tolérogeénes [425]. Ils produisent aussi les cytokines régulatrices IL-10 [426] et TGF-f [427].
Des expériences de déplétion du compartiment T CDS8" chez la souris EAE ont permis de
mettre en évidence la fonction régulatrice des lymphocytes T CDS". Cette déplétion conduit a
une exacerbation de 1’évolution clinique de la pathologie [428, 429]. De plus, le transfert
adoptif de Tregs CD8" activés par la MBP induit une résistance 3 ’'EAE contrdlée par le
TGF-p [430]. Divers travaux ont décrit un nombre réduit des Tregs CD8" chez les patients
SEP [431, 432]. Une étude récente a permis de déterminer les principales fonctions effectrices
des lymphocytes T CD8" CD25" Foxp3" lors du développement de la SEP [433]. Ces cellules
inhibent la prolifération et la sécrétion d’IFN-y et d’IL-17 par les lymphocytes Th17 grace a
des contacts membranaires. Elles vont aussi altérer la fonctionnalité des cellules dendritiques
en réduisant I’expression des molécules de co-stimulation et en induisant la différentiation des

cellules dendritiques tolérogeénes par activation de I’expression d’IDO [433].

1IV.A.2.2. Les lymphocytes B régulateurs

L’existence d’une ou plusieurs sous-populations de lymphocytes B régulateurs
(Bregs) a été évoquée par la premiere fois a la fin des années 1960 par des expériences de
transfert adoptifs. Des animaux ayant regu des injections des cellules d’origine splénique
productrices d’Ac ont présentés une résistance a I’immunisation induite par le SRBC (Sheep
red blood cells) [434]. Cependant, c’est dans les années 1990 que CA. Janeway et
collaborateurs confirment I’existence d’une fonction régulatrice portée par les cellules B, en
utilisant un modéle d’EAE induit par un peptide de la MOG chez une souche murine
déficiente en lymphocyte B (souris pMT) [435]. Les auteurs ont observé que 1’absence de

lymphocytes B provoque une exacerbation de la sévérité de la maladie. Par la suite, il a été
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démontré que la fonction régulatrice de lymphocytes B est liée a leur capacité a sécréter 1’IL-
10 [436]. En effet, le transfert adoptif de lymphocytes B sécréteurs d’IL-10 chez la souris

pMT immunisée conduit a une diminution de la sévérité clinique de I’EAE.
* Marqueurs phénotypiques des Bregs

A la différence des Tregs, la caractérisation phénotypique des Bregs reste
controversée. Plusieurs travaux signalent en effet que les Bregs sont composés de plusieurs
types de lymphocytes B. La production d’IL-10 constitue un aspect bien connu des cellules B
Bl CD5" présentes dans la cavité péritonéale [437, 438]. Cependant, différentes études
indiquent que le phénotype des lymphocytes B producteurs d’IL-10 serait proche des
lymphocytes B de la lignée B2 dite conventionnel (CD11b™Y CD5™ IgD’), et non de la lignée
Bl (CD11b"" CD5" IgD") (voir chapitre 1). En effet les Bregs ne se forment pas en I’absence
d’IL-7. Par ailleurs, la sécrétion d’IL-10 est aussi une caractéristique des lymphocytes B de la
ZM apres stimulation par le CpG [439]. 11 a également été décrit que la sous-population de
cellules B transitionnelles, appelées T2-MZP (CD1d"€" CD21"¢" CD23"* IgM") est capable de
secréter de I’IL-10 et d’améliorer 1’evolution clinique de I’arthrite a collagéne [440]. En
accord avec ces résultats, chez I’Homme, une population de lymphocytes B immatures
régulateurs (CD24™¢" (CD38"¢") a 6t¢ décrite. Ces cellules seraient défaillantes

quantitativement et qualitativement dans le lupus systémique [441].

Bien que de nombreuses publications décrivent différentes populations régulatrices,
des études plus récentes ont mis en évidence une sous-population splénique unique CD5"
CD1d"€" comme source principale d’IL-10 du compartiment B. Ils sont communément
appelés cellules B10. Ces cellules jouent un role déterminant dans [’initiation et le
développement de I’EAE [442, 443]. 1l est important de noter que les marqueurs
phénotypiques des cellules B10 sont partagés par différentes sous-populations lymphocytaires
B, telles que les lymphocytes B de la ZM, Bla, ou T2-MZP. Comme nous 1’avons vu, ces
cellules sont toutes capables de sécréter de I’IL-10. En conséquence, les cellules B10 seraient
d’avantage 1’expression d’une sous-population fonctionnelle plutot que le témoin d’une
filiation liée a un lignage. La caractérisation phénotypique des Bregs humains reste
controversée. Comme chez la souris, la production d’IL-10 serait un élément déterminant
permettant de classifier les Bregs chez I’Homme [444]. L’expression du marqueur CDS5

témoignerait d’un état d’activation et non d’un spécificité propre a un lignage. De plus,
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aucune donnée ne permet d’affirmer I’équivalence fonctionnelle entre le CD1c humain et le

CD1d exprimé par les Bregs murins.
* Fonctions des Bregs

L’engagement du BCR, la coopération avec les lymphocytes T et I’activation des TLR
[445, 446] va conduire a 1’activation des Bregs qui vont alors exprimer différents polarités
fonctionnelles. La fonction la plus connue est leur capacité a sécréter I’IL-10. Cette cytokine
est capable d’agir a la fois sur les lymphocytes T en inhibant la différenciation et la
prolifération des lymphocytes T effecteurs (Thl, Th2 et Thl7), et sur les
monocytes/macrophages en limitant la présentation d’Ag et la sécrétion des médiateurs
proinflammatoires [447]. L’IL-10 est aussi capable d’induire 1’activation des Tregs.
L’utilisation de différents modeles expérimentaux (I’EAE, I’arthrite a collagéne ou la maladie
inflammatoire du tub digestif) a permis d’identifier les Bregs producteurs d’IL-10 comme
¢étant des cellules tolérogenes, capables de contrdler I’inflammation [442, 448, 449]. D’autres
travaux expérimentaux ont aussi permis de mettre en évidence que les lymphocytes B
présentent la capacité de sécréter du TGF-3 [435, 450-452]. Cette cytokine au multiples effets
serait impliquée : (i) dans ’induction de 1’apoptose des lymphocytes pathogenes Thl, (ii)
dans la mise en place des mécanismes conduisant a I’anergie des lymphocytes T CD8" (iii)
dans I’inhibition de la fonction des CPA. Les Bregs auraient aussi la capacité a produire des
Ac a fonction régulatrice, mais les mécanismes en cause restent mal connus [453].

Les Bregs peuvent aussi réguler la réponse immune par des interactions directes avec
d’autres cellules. Ils présentent la capacité d’induire la prolifération et 1’activation des Tregs
Foxp3" par I’engagement du CD40 [454, 455]. En accord avec ces observations, une autre
approche expérimentale aprés invalidation du géne CD40 a mis en évidence que les
lymphocytes B CD40™ ne sont pas capables de réguler la réponse immune controlée par les
lymphocytes T au cours d’un processus inflammatoire [456]. Les Bregs expriment le CD40L
(CD154) [443]. Ainsi une boucle autocrine CD40-CD40L pourrait controler leur activation.
L’interaction Treg/Breg est également contrélée par les molécules de co-stimulation de la
famille B7 (CD80 et CD86) [457-459]. Ainsi, chez la souris EAE, ’expression de CD86
semble étre particulierement indispensable a I’induction de I’activation et a la mobilisation

des cellules Treg Foxp3" dans le SNC [457].
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IV.B. La réponse immune comme mécanisme de réparation tissulaire

Le processus de rémy¢linisation consiste a restaurer les gaines de myélines des axones
endommagées. Ce mécanisme de réparation est surtout sous le controle des précurseurs
oligodendrocytaires [460, 461]. Ces événements réparateurs sont caractéristiques de la SEP
[462, 463]. Plusieurs travaux ont mis en évidence la participation du systéme endocrinien
dans la production des précurseurs oligodendrocytaires [464]. Toutefois, nous allons voir que
le SI est aussi impliqué dans les processus de rémyélinisation. Ces notions soulignent

I’importance des échanges d’informations entre les systémes neuro-immuno-endocriniens

La microglie est capable de sécréter différents médiateurs neurotrophiques apres
activation par le TNF-a et 'IL-1f3. Le BDNF (Brain-derived neurotrophic factor), I’'1GF-1
(Insulin-like growth factor-1) et la NT3 (Neutropin 3) sont capables de promouvoir les
processus de neurogénése [465]. De plus, I’élimination des débris de la myéline par
phagocytose est nécessaire a la régénération axonale [466]. Dans ce processus de
phagocytose, le récepteur TREM-2 (Triggering receptor expressed on myeloid cells-2) joue
un role déterminant pour la clairance des corps apoptotiques. L’utilisation d’un Ac anti-
TREM?2, qui bloque le récepteur et altére le processus de clairance, conduit a une
exacerbation de la maladie, & une expansion des infiltrats cellulaires inflammatoires au sein

du SNC et a une démyé¢élinisation plus important [467].

Les lymphocytes B peuvent aussi stimuler la rémyélinisation et la croissance
neuronale par la sécrétion d’auto-Ac naturels (AAN), produits avant toute stimulation
antigénique. Ces AAN ont un répertoire poly-réactif avec des BCR de basse affinité. Ils
participent, a la fois, a la premicre ligne de défense vis-a-vis d’agent infectieux et a I’équilibre
de la réponse immunitaire [468]. Les AAN réagissent physiologiquement contre des auto-Ags
et interagissent entre eux (implication dans le réseau iditoype/anti-idiotype). Les phénoménes
de SHM sont tres limités et la plupart des AAN sont d’isotype IgM. Il existe cependant des
AAN d’isotype I1gG ou IgA.

La propriété de rémyélinisation des AAN a été¢ découverte grace a des expériences
développées chez les rongeurs infectés par le virus de Theiler, un modele de maladie
démyélinisante du SNC. Les animaux ayant recu des injections de sérum d’autres animaux
infectés présentaient une rémyélinisation extensive en comparaison avec des animaux ayant

recu une injection de sérum provenant d’animaux sains. Le premier Ac inducteur d’un
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processus de rémyélinisation a été identifié a la fin des années 1990 et nommé « SCH 94.03 »
(Spinal Cord Homogenates 94.03) [469]. Cet AAN d’isotype IgM, obtenu a partir des
animaux immunisés avec des homogénats de moelle épiniere, favorise une rémyélinisation
complete dans 30 % des 1ésions. De plus, cet AAN provoque une diminution importante de la
sévérit¢ de I’EAE [469, 470]. Chez I’'Homme, deux Ac dénommés « sHIgM22» et
« sHIgM26 » ont été caractérisés. Ils sont capables d’interagir avec les oligodendrocytes et de
promouvoir la rémy¢linisation [471]. D’apres 1’équipe de M. Rodriguez, le mode d’action des
AAN n’impliquerait pas la participation des mécanismes immunomodulateurs [472] mais
pourrait promouvoir une réparation en agissant sur les flux calciques intracellulaires [473].
Cette méme équipe souligne que les AAN peuvent aussi agir sur la croissance
neuronale. Au début des années 2000, ils ont identifiés deux autres AAN, « sHIgM12 » et
« sHIgM42 » [474]. Les investigateurs ont utilis¢ le modele expérimental induit par le virus
de Theiler, qui conduit aussi a une dégénérescence axonale au cours de la phase chronique de
la maladie [475] afin de démontrer les propriétés ces AAN a promouvoir 1’extension des

neuroncs.
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V. Objectifs du travail : Intérét de I’étude de ’homéostasie lvmphocytaire B

La place du lymphocyte B et de la réponse humorale dans la physiopathologie de la
SEP sont maintenant bien reconnues. Des travaux du laboratoire se sont particulierement
intéressés a ’analyse des modifications du répertoire B au cours de la maladie (étude des
réactivités s€riques par immuno-empreinte). Il a été observé une singularité des profils d’auto-
réactivités sériques dirigés contre des Ag cérébraux. Ce résultat constitue une véritable
« signature sérologique » qui distingue les patients SEP, d’autres situations neuro-
inflammatoires et des sujets sains [476]. La caractérisation moléculaire des cibles
discriminantes a permis de mettre en évidence une singularité de reconnaissance qui n’était
pas totalement spécifique du SNC. Certaines cibles étaient en effet des Ag ubiquitaires [477].

Afin de mieux comprendre la signification de cette distorsion du répertoire B
singularisant la SEP, I’évolution des profils d’auto-réactivités sériques a ¢été étudiée
séquentiellement dans un modéle d’EAE. Les analyses ont été effectuées chez des souris
femelles SJL/J, avant et apres induction d’une EAE par immunisation active avec le peptide
encephalitogene PLP;39.15;. Outre 1’existence d’une auto-réactivité sérique naturelle dirigée
contre les protéines présentes dans le SNC, il a constaté, comme attendu, que ces profils
¢taient distincts entre les groupes ¢étudiés (EAE et controles) et au cours du temps Zephir
2006. Une étude complémentaire a confirmée cette notion de « plasticité du répertoire B ». En
effet, une modulation de 1’évolution clinique de I’EAE induite par des médiateurs
antiallergiques et anti-inflammatoires s’est accompagnée d’une modification du répertoire
associ¢ a des événements pathogeénes ou protecteurs [281].

L’ensemble de ces données a permis de postuler qu’il existe une corrélation entre
’altération du répertoire B et I’évolution clinique de I’EAE ou de la SEP. Cependant, la
signification physiopathologique de ces distorsions reste incomprise. En complément de
I’é¢tude du répertoire immun par I’analyse des Ac sériques, mon objectif a été d’évaluer le
statut de I’homéostasie lymphocytaire B en comparant différents modéles.

Dans un premier temps, je me suis attachée a évaluer de maniere séquentielle
I’homéostasie des différentes sous-populations lymphocytaires B dans le modéle
expérimental induit par la pPLP39.;5; sur une souche sensible (SJL/J, H2s) et une souche
résistante (B10.S, H2s) a ’EAE. Les premiers résultats acquis dans ont mis en exergue
I’importance des sous-populations potentiellement régulatrices le controle de la susceptibilité

a la maladie.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons souhaité prolonger 1’étude de 1’homéostasie
lymphocytaire B dans le compartiment circulant et intrathecal chez I’Homme. Cette approche
a été réalisée a des stades précoce et évolué de la SEP chez des patients non traités et chez des

patients ayant bénéficié de différents types de traitements.
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RESULTATS

1. .’ homéostasie lvmphocytaire B et PEAE

I.A. Analyse séquentielle des sous-populations lymphocytaires B au cours de ’EAE

Lors de précédents travaux réalisés au sein de notre laboratoire, 1’analyse séquentielle
de I’auto-réactivité sérique des IgG dirigée contre des Ag cérébraux chez la souris EAE a mis
en évidence I’implication de la réponse humorale dans la régulation des processus a la fois
pathogénes et protecteurs [281, 478].

Afin de mieux comprendre la signification de ces résultats, je me suis intéressée a
I’é¢tude des différentes populations de Ilymphocytes B dans les phases de
rémissions/récupérations dans un modéle expérimental de SEP. Les données de Ia
bibliographie nous ont permis de déterminer plusieurs sous-populations lymphocytaires B
potentiellement régulatrices. Ainsi, les populations lymphocytaires B Bla, de la ZM et T2
sont aujourd’hui reconnues comme étant impliquées dans la régulation de I’EAE et d’autres
maladies auto-immunes expérimentales [439, 440, 479]. A ce jour, ce sont surtout les
lymphocytes B10 (CD5" CD1d"®") qui sont mis en exergue. Ils présenteraient en effet la
capacité « exclusive » de sécréter de I’[L-10 [443]. Cependant, cette population semble plutot
traduire une polarité fonctionnelle induite qu’une filiation a un lignage spécifique. Il existe en
effet un chevauchement phénotypique partiel entre la population B10 et les lymphocytes B
Bla (CD5" CD43%), de la ZM (CD21"#" CD23" CD1d"¢" IgM"&") et les T2 (CD93* CD21™¢"
CD23" cD1d"¢" Ithigh). Il nous est donc apparu pertinent d’explorer la répartition des
chacune de ces cellules : les populations lymphocytaires B de la ZM, BI1 et T2. Afin de
valider notre approche expérimentale, nous avons aussi analysé les modalités de distribution
des Tregs Foxp3". Cette approche a été utilisée comme analyse de référence.

Nous avons utilisé le modele animal EAE pPLP;39.151 SJL/J (complexe H2s). En effet,
aprés immunisation, ces animaux développent une pathologie caractérisée cliniquement par
une évolution récurrente-rémittente de la maladie. L’intérét de ce modele réside donc dans le
fait que I’évolution clinique des animaux est proche de celle observée dans 80% des cas chez

I’Homme. Une des originalités de notre travail consiste en 1’utilisation de la souche de souris
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B10.S, congénique pour le complexe H2, mais résistante a I’induction de ’EAE par la PLP;30.
151.

Nous avons focalisé notre ¢tude sur quatre phases critiques de la maladie, nommées
S1, S2, S3 et S4. Aucun signe clinique n’est observé au stade S1 (J7), cependant il correspond
a la période ou les IgG sériques anti-PLP commencent a étre détectés par ELISA. Le stade S2
coincide avec la phase aigué de la maladie (J14+1), le stade S3 correspond au début de la
phase de rémission (J21+2) et le stade S4 a la phase de rémission tardive de la maladie
(J28+1). Les souris récuperent la quasi-totalité de leurs capacités motrices au cours de ce
stade.

Deux sites d’analyse des lymphocytes B ont été privilégiés : la rate, qui constitue le
site de développement périphérique principal des lymphocytes B a la sortie de la moelle
hématopoiétique, et les ganglions lymphatiques cervicaux, qui représentent un carrefour entre
le compartiment périphérique et le SNC.

L’analyse des sous-populations d’intérét aux quatre stades stratégiques, dans la rate et
les ganglions lymphatiques cervicaux, a révélé que les 3 sous populations lymphocytaires B
d’intérét (B de la ZM, Bla et T2) semble participer effectivement a la régulation de la réponse
immune. Les lymphocytes B Bla exerceraient leur(s) fonction(s) régulatrice(s) avec les Tregs
Foxp3" au niveau des ganglions lymphatiques cervicaux. En revanche, dans la rate, le
maintien de I’homéostasie des lymphocytes B de la ZM et T2 constituerait un facteur critique
pour le développement de la maladie. Ces observations sont associées a une instabilité de la
concentration de BAFF sérique chez la souris sensibles alors que la souche résistante montre
une augmentation de la concentration de BAFF aprés immunisation. L’ensemble de ces
résultats démontre qu’il existe un lien entre le controle de I’homéostasie lymphocytaire B, la
réponse BAFF et la susceptibilité a ’EAE. Les méthodes utilisées et les résultats sont détaillés

dans D’article #1.
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ILA.1. Article #1 : Susceptibility to experimental autoimmune encephalomyelitis is associated

with altered B-cell subsets distribution and decreased serum BAFF levels

Sous press

Auteurs: Catalina Lee-Chang, Didier Lefranc, Julia Salleron, Christelle Faveeuw, Cécile
Allet, Patrick Vermersch, Bénédicte Oxombre* et Lionel Prin*.
Journal: Immunology Letters

* Les auteurs ont contribué de maniere égale a ce travail.
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L.B. Etude de ’expression d’IDO par les lymphocytes B spléniques murins

Ce travail a été réalisé par Catalina Lee Chang et Bénédicte Oxombre-Vanteghem, en

collaboration avec le service de toxicologie du CHRU de Lille.

Les sous-populations lymphocytaires B de la ZM, Bla et T2 sont impliquées dans la
régulation de I’EAE (Article#1). Cependant, les mécanismes tolérogeénes engagés restent peu
connus. Notre attention s’est portée sur role de 1’indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO) dans les
processus de tolérance impliquant surtout les cellules dendritiques plasmacytoides (induction
et stimulation des lymphocytes T régulateurs et inhibition des lymphocytes T pathogéniques).
IDO agit sur le métabolisme de différentes molécules comme le tryptophane. Son expression
est induite par ’action des IFN (principalement I’'IFN-y) et/ou des ligands TLR (notamment le
CpG) présents au cours d’un processus inflammatoire (infectieux ou auto-immun).
L’activation de cette enzyme va permettre ’activation de la voie de signalisation non
canonique du facteur NF-kB [480]. L’activation de IDO conduit donc a 1’appauvrissement du
milieu en tryptophane, un acide aminé essentiel [373] et a une inhibition de la prolifération
des agents infectieux (bactéries, virus, parasites) et des lymphocytes T. L’ensemble des
métabolites produits par IDO est connu sous le nom de kynurénines. Elles conduisent a
I’inhibition de plusieurs composants cellulaires du SI [377, 481-484]. Outre les kynurénines,
I’activation de IDO va aussi permettre la syntheése des IFN de type I qui présentent des
capacités a générer un environnement régulateur. La combinaison des IFN de type I et des
kynurénines va favoriser la différenciation des lymphocytes T CD4" naifs en Tregs (Figure 1)
[485, 486].

Apres induction, IDO est exprimé par différents types cellulaires ; cependant, son
expression par les lymphocytes B reste inconnue. Les mécanismes de tolérance liés a

I’expression d’IDO pourraient expliquer certaines fonctions régulatrices des cellules B.

Méthodologie
* Induction des cellules Hela par I'IFN-y :

Les cellules Hela ont été maintenues en culture dans un milieu DMEM + Glutamax
supplémenté avec 10 % de SVF et 1 % de pénicilline-streptomycine [487, 488]. Tous les

réactifs proviennent de chez Gibco (Invitrogen). Les travaux ont été réalisés dans des plaques
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24 puits. 10° cellules Hela ont été activées avec 2000 U/ml de la protéine recombinante IFN-y

(Sigma) pendant 24 heures. Les culots cellulaires et les surnageants ont été conservés a -80°C.
* Purification des lymphocytes B murins :

Les lymphocytes B ont été purifiés a partir de rates des souris femelles SJL/J ayant développé
une EAE (sacrifice a J35). Des animaux témoin ont regu des injections de PBS stérile. Apres
un broyage tissulaire mécanique [41], les lymphocytes B ont été¢ purifiés par séparation
magnétique (CD19 MicroBeads, Miltenyi Biotec). Les cellules ont été préservées a -80 °C.
Pour les animaux témoins, une partie des lymphocytes a été utilisée immédiatement apres

purification pour les analyses in vitro.
* Activation des lymphocytes B par le CpG :

Les lymphocytes B triés ont été cultivés dans du RPMI 1640 supplémenté avec 10 % de
sérum de veau feetal (SVF), 2 mM de L-Glutamine, 1 % de pénicilline-streptomycine, 50
ug/ml de 2-Mercaptoéthanol et 20 ug/ml de gentamycine [489]. Tous les réactifs proviennent
de chez Gibco (Invitrogen). Les travaux ont été réalisés dans des plaques 96 puits. 2 x 10
lymphocytes B ont été activés avec 10 ug/ml de CpG ODN 1826 (InvivoGen) pendant 18

heures. Les culots cellulaires et les surnageants ont été conservés a -80°C.
* Analyse de I’expression de IDO par western blot :

L’extraction protéique a partir des culots cellulaires a été réalisée selon un protocole déja
défini [488] Le dosage des protéines a été effectué¢ par la méthode Bradford. 10ug de
protéines ont été séparées sur gel d’acrylamide 10-20 % Tris-Glycine (Invitrogen). Apres
transfert, les membranes de nitrocellulose ont été saturées avec du TNT + 5% lait puis
incubées avec un Ac anti-humain/souris IDO (1/500, une nuit a 4 °C; Upstate, Millipore).
Apres plusieurs lavages avec du TNT, les membranes ont été incubées avec un anti-IgG de
souris couplé a la peroxydase (1/5000, 1h a température ambiante, Sigma). Les membranes

ont été révélées grace au kit ECL (ECL Western Blotting détection, GE Healthcare).
* Dosage de la kynurénine :

La concentration de kynurénines a ét¢ mesurée dans les surnageant par chromatographie en
phase liquide a haute performance (HPLC) grace a la collaboration avec le service de
toxicologie du Centre Hospitalier Régional et Universitaire de Lille (Dr. Nicole Houdret, Pr.

Michel Lhermitte).

68



Résultats

La lignée cellulaire tumorale Hela activée par ’IFN-y a été utilisée comme controle
positif de I’expression et de I’activation de IDO (Figures 2 et 3).
L’expression d’IDO par les lymphocytes B spléniques, apres activation par le CpG, chez les
souris saines et EAE, a été recherchée par western-blot. Les résultats montrent qu’IDO n’est
pas exprimé par ces cellules qu’elle que soient les conditions d’immunisation (SJL/J-PBS ou
SJL/J-PLP) (Figure 4). Les surnageants cellulaires ont tout de méme été analysés par HPLC.
Comme prévu, cette analyse a confirmé ’absence d’activité enzymatique (résultats non

présentes).
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Figure 4 : IDO n’est pas exprimé par les lymphocytes B spléniques CD19" des souris
EAE aprés activation par le CpG. Des extraits protéiques réalisés a partir de cellules Hela
activées (Hela+IFNy) ou non (Hela-IFNy) par I’'IFNy ont servi de controles positif et négatif,
respectivement (puits 1 et 2). Des extraits protéiques réalisés a partir de lymphocytes B
provenant de la rate de souris témoins PBS (LyB PBS) ou EAE (LyB PLP), et stimulés par le

CpG ont permis de mettre en évidence que ces cellules n’expriment pas IDO (puits 3 et 4).

10ug de protéines ont été déposées dans chaque puits.
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I1. L.’homéostasie lymphocytaire B et la SEP

II.A. Implication des lymphocytes B transitionnels au cours des phases précoces de la

maladie

L’utilisation d’un mode¢le animal de SEP nous a permis de confirmer que 1’induction et
le développement de I’EAE provoque une dérégulation de I’homéostasie lymphocytaire B.
Les résultats obtenus nous ont encouragés a évaluer la répartition de différentes sous-
populations lymphocytaires B chez I’Homme.

Environ 85 % des patients SEP développent un premier épisode clinique neurologique
inflammatoire connu sous le nom de CIS (Clinically isolated syndrome) qui peut correspondre
soit & une névrite optique rétrobulbaire, soit a une my¢lite, ou a une atteinte de la fosse
cérébrale postérieure. La conversion de ce CIS en SEP (définie aprés 1’apparition d’un
deuxieme éveénement clinique) est toutefois imprévisible. Un travail récent, réalisé au sein de
notre laboratoire a démontré 1’existence de modification du répertoire B dés le stade CIS
[490]. Cette analyse nous a permis de montrer que le profil d’auto-réactivité¢ des sujets CIS
¢tait non superposable au profil d’auto-réactivité naturelle, mais était proche de celui décrit
dans la SEP.

Apres ces premieres données, il apparaissait légitime d’examiner la distribution des
différentes sous-populations lymphocytaires B sur des prélévements sanguins de patients
SEP-RR mais aussi CIS. Les lymphocytes B : transitionnels, naifs, de la ZM et mémoires
(IgM™" et « switchées ») ont été analysés. Nos résultats montrent qu’il n’existe aucune
perturbation homéostatique des lymphocytes B matures (naifs, de la ZM et mémoires) chez
les patients CIS et SEP-RR. Cependant, une réduction trés importante du compartiment
immature tardif circulant est observée. Contrairement aux résultats obtenus chez la souris
EAE, les concentrations de BAFF sérique des patients CIS et SEP-RR ne sont pas altérées.
Les modifications du nombre des lymphocytes B transitionnels circulants ne semblent donc
pas étre liées a un défaut de développement de ces cellules. L’analyse des molécules
d’adhésion impliquées dans la transmigration leucocytaire et la caractérisation phénotypique
des populations lymphocytaires B présentent dans le LCS, nous a conduit a envisager un
éventuel passage des lymphocytes B transitionnels a travers la barriere sang-LCS lors des

phases précoces de la maladie. Les résultats obtenus plaident pour une telle hypothése. On
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note par ailleurs qu’il existe un statut d’activation particulier de ces cellules qui migrent. La

méthodologie ainsi que les résultats sont détaillés dans 1’article #2.
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II.LA.1. Article #2 : Primed status of transitional B cells associated with their ability to cross

the blood-CSF barrier in early phases of multiple sclerosis.

Accepté

Auteurs: Catalina Lee-Chang, Isabelle Top, Héléne Zéphir, Sylvain Dubucquoi, Jacques
Trauet, Patricia Dussart, Lionel Prin* et Patrick Vermersch*
Journal : Clinical Immunology

* Les auteurs ont contribué¢ de maniere égale a ce travail.
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II.LA.2. Homéostasie lymphocytaire B des patients atteints d’une SEP et traités par le

natalizumab et par I’IFN-£.

Nous avons observé que les lymphocytes B transitionnels des patients CIS et SEP-RR
¢taient capables de traverser la barriere sang-LCS (Article #2). 11 était 1égitime de poursuivre
cette étude en analysant la répartition des lymphocytes B circulants chez des patients SEP-
RR traités par un Ac monoclonal anti-o4 (natalizumab). Cet Ac empéche, en effet, la
transmigration leucocytaire a travers I’endothélium, en situation inflammatoire du SNC [491].
Au total, 41 prélévements sanguins des patients SEP-RR traités par le natalizumab ont été
inclus dans notre étude (groupe NAT ; 27 femmes, 14 hommes, moyenne d’age + écart-type :
39 = 10 ans). Le traitement par le natalizumab provoque une augmentation du nombre de
lymphocytes, et particuliecrement des cellules B (Figure 5A). Ces résultats confirment les
données de la littérature [492, 493]. Nous avons donc poursuivi notre étude en analysant la
répartition de ces sous-populations lymphocytaires B en valeur relative et non en valeur
absolue. Les proportions des lymphocytes B de la ZM et mémoire « switchés » du groupe
NAT sont supérieures aux proportions du groupe contréle (dénommé CTL dans ’article #2) et
du groupe de patients SEP-RR non traités (dénommé MS dans ’article #2). La proportion des
lymphocytes B naifs est quant a elle réduite. Cependant, chez les patients traités la proportion
des lymphocytes B transitionnels ne différe pas de celle trouvée chez les sujets sains et non
traités (Figure 5B).

Une cohorte de 17 patients SEP traités par IFN-f (groupe IFN; 15 femmes, 2
hommes ; moyenne d’age = écart-type : 39 = 9 ans) a aussi été étudiée. A la différence des
patients traités par le natalizumab, le groupe des patients traités par IFN ne présente pas de
modifications du nombre total de lymphocytes, de cellules B et de sous-populations matures
(Figure 6A et B). Cependant, les patients traités par IFN présentent un nombre (absolu et
relatif) de lymphocytes B transitionnels inférieur a celui du groupe de controle d’une part et
supérieur a celui des patients SEP non traités d’autre part (Figure 6C). L’analyse du
compartiment lymphocytaire ainsi que les différentes sous-populations a été effectuée par la
méme méthodologie que celle décrite dans ’article #2.

L’incidence de ces résultats sera développée dans le chapitre discussion de cette these.
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Figure S : Répartition lymphocytaire B des patients SEP-RR traités par le natalizumab.
(A) Les patients SEP-RR traités par natalizumab (NAT, n=41) montrent une augmentation
significative du nombre des lymphocytes totaux, et particuliecrement du compartiment
lymphocytaire B (nombre absolu et relatif). (B) Le groupe NAT montre des proportions
comparables de lymphocytes B transitionnels aux proportions du groupe controle (CTL,
n=76), et des proportions supérieures aux proportions du groupe des patients SEP-RR non
traités (MS, n=46). Le groupe NAT présente des proportions de lymphocytes B de la ZM
(MZ-like) et mémoires « switchés » supérieures et des proportions de lymphocytes B naifs
plus réduites que celles trouvées dans les groupes MS et CTL.

L’¢tude des sous-populations a ¢été basée sur la totalit¢ des lymphocytes B (région
SSC/CD19). Les tests non paramétriques Kruskal-Wallis et Mann and Whitney ont été utilisés

pour effectuer les analyses statistiques.
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Figure 6 : Homéostasie lymphocytaire B des patients SEP traités par PIFN-B. (A) Les
patients SEP traités par IFN-f (IFN, n=17) présentent des nombres des lymphocytes totaux et
de lymphocytes B comparables aux nombres du groupe control (CTL, n=76). (B) Aucun
différence significative du nombre des sous-populations lymphocytaires matures n’est
observée pour entre le groupe IFN, le group CTL et les patients SEP-RR non traités (MS,
n=46). (C) Les nombres des lymphocytes B transitionnels du groupe IFN est inférieur a ceux
du groupe CTL et supérieur a ceux du groupe MS.

L’étude des sous-populations a été basée sur la totalit¢ des lymphocytes B (région
SSC/CD19). Les tests non paramétriques Kruskal-Wallis et Mann and Whitney ont été utilisés

pour effectuer les analyses statistiques.
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I1.B. Implications des lymphocytes B matures dans la CIS

Dans I’article précédent, nous avons décrit une expression accrue des intégrines par les
lymphocytes B transitionnels lors d’une phase précoce de la maladie. Cette caractéristique
pourrait faciliter la transmigration de ces lymphocytes a travers la barriére sang-LCS. Nous
avons aussi démontré que l'intégrine a4 est surexprimée par toutes les sous-populations
lymphocytaires B matures (naifs, de la ZM et mémoires) lors du CIS. Nous avons mis en
évidence une possible implication de ces observations dans I’évolution de la maladie car il
existe une corrélation positive entre I’expression de 1’intégrine o4 par les lymphocytes B et le
nombre de Iésions mesurées par les prises de gadolinium (IRM). Nous avons aussi montré que
toutes les sous-populations lymphocytaires B matures sont présentes dans le LCS des patients
CIS. La répartition de ces sous-populations est similaire a celle trouvée dans le LCS des
patients atteints d’une autre maladie neurologique inflammatoire. La méthodologie ainsi que

les résultats sont détaillés dans 1’article #3.
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I.B.1. Article #3 : B-cell subsets up-regulate a4 integrin and accumulate in the cerebrospinal

fluid in clinically isolated syndrome suggestive of multiple sclerosis onset

Auteurs: Catalina Lee-Chang, Héléne Zéphir, Isabelle Top, Sylvain Dubucquoi, Jacques
Trauet, Lionel Prin” et Patrick Vermersch'.
Journal: Neuroscience Letters 487 (3) :273-7

* Les auteurs ont contribué de maniere égale a ce travail.
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DISCUSSION et PERSPECTIVES

La SEP est une maladie inflammatoire, démy¢linisante, dégénérative du SNC,
contrdlée principalement par les lymphocytes T CD4" et T CD8". Des données récentes
soulignent aujourd’hui I’implication des nombreuses autres cellules résidentes ou migrantes
dans le SNC. Parmi celles-ci, le lymphocyte B tient une place toute particuliére en fonction de
la multiplicité de ses propriétés, au carrefour de la réponse innée et de la réponse adaptative.
D’ailleurs les thérapeutiques novatrices ciblées sur cette cellule montrent combien elle
participe a I’'immuno-modulation des événements physiopathologiques de la SEP. Dans notre
travail de thése nous avions pour objectif prioritaire de mieux appréhender les bases
cellulaires et moléculaires de I’action de ces lymphocytes B.

Dans un premier temps, 1’utilisation du mode¢le expérimental EAE (susceptible et
résistant) nous a permis de mettre en exergue 1I’importance de 1’équilibre homéostatique des
sous-populations lymphocytaire B au cours de la maladie [41]. Les altérations observées de
cette répartition lymphocytaire, que nous allons discuter, peuvent étre mis en parallele a la
distorsion de la réponse humorale observée dans une étude précédente du laboratoire [478].
Nous nous sommes particuliecrement intéressés a [’analyse des sous-populations
lymphocytaire B potentiellement régulatrices, bien caractérisées phénotypiquement. Il s’agit
des lymphocytes Bla, de la ZM et les T2 [439, 440, 479]. Une analyse de la distribution des
Tregs Foxp3" nous a aussi servi de population régulatrice de référence [494]. Ces sous-
populations ont été analysées dans un modele d’EAE caractérisé par une progression clinique
a poussées, et dans la plupart des cas, suivi par une phase chronique progressive (modele
SJL/J-PLP139.151).

L’¢évolution clinique de ce mode¢le présente des similitudes avec celle observée chez
80% des patients SEP (forme SEP-RR). En parallele, une méme étude a été réalisée avec la
souche de souris B10.S, congéniques pour le complexe H2 avec la souris SJL/J, mais
résistante a I’induction de ’EAE. En effet, les souris B10.S ne développent aucun signe
clinique caractéristique de la maladie malgré la présence et I’expansion des lymphocytes T et
B autoréactifs aprés immunisation avec le peptide pPLP;39.55. Il semble donc que dans le
modele B10.S-PLP 39,151, des systémes de régulation se mettent en place alors qu’ils seraient
défaillants dans le modele SJL/J-PLP39.15;. L’é€quipe de V. Kuchroo a démontré d’ailleurs
I’implication de ces processus de régulation, mais il a surtout porté son intérét sur les

lymphocytes T [382]. Les analyses histologiques des tissus nerveux (cerveau et moelle
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épiniere) de souris sensibles et résistantes ont mis en évidence une forte implication de la
réponse inflammatoire dans le modele SJL/J-PLP. En effet, le passage de cellules
mononuclées du SI a travers la BHE est associ¢ uniquement a la survenue des éveénements
cliniques chez les souris SJL/J activement immunisées. Apres cette validation clinique et
histopathologique, 1’étude immunologique devait se porter sur les sites d’analyse les plus
appropriés. Notre choix s’est porté sur les ganglions cervicaux et sur la rate, en raison de la
présence dans ces sites de lymphocytes B producteurs d’IL-10, cytokine considérée comme le
marqueur principal des Bregs [436]. Nos premiers résultats suggerent que les lymphocytes
Treg Foxp3’ et B Bla pourraient exercer leurs fonctions régulatrices dans les ganglions
cervicaux. Nous observons, en effet, une expansion et/ou un recrutement progressif de ces
deux types cellulaires au cours de I’évolution de ’EAE. L’analyse comparée des ganglions
cervicaux de souris sensibles n’ayant recu que de l’adjuvant (SJL/J-Adj) et de souris
immunisées résistantes a ’EAE (B10.S-PLP) nous a permis de constater qu’une augmentation
du nombre de lymphocytes Treg Foxp3" et B Bla est aussi présente chez les animaux ne
développant aucun signe clinique. Cette présence est néanmoins moins importante et plus
tardive que chez les souris développant une EAE. Ces résultats suggerent que dans ’EAE les
cellules régulatrices seraient qualitativement défaillantes. Ces résultats sont en accord avec
des ¢études antérieures qui décrivent les ganglions cervicaux comme un carrefour stratégique
entre la réponse immune et le SNC [155]. Les résultats le plus significatifs concernant la
dérégulation de ’homéostasie B dans les OLS, ont surtout été obtenue par 1’é¢tude des cellules
B spléniques. Comme attendue, la rate est un bon reflet pour I’analyse de cette homéostasie.
Nous résultats montrent en effet la survenue d’éveénements critiques au niveau
splénique lors du développement de la pathologie. L’induction de ’EAE chez les animaux
sensibles provoque une altération profonde de 1’homéostasie des populations B de la ZM et
T2. Le nombre de lymphocytes B T2 est fortement réduit a I’acmé de la premicre poussée de
la maladie. Le nombre des lymphocytes B de la ZM est aussi diminué lors de cette phase
aigué ainsi qu’au début de la phase de rémission. Ces résultats ne sont probablement pas la
conséquence de I’action des adjuvants puisque le groupe SJL/J-Adj ne présente pas ces
altérations. L’un des ¢léments qui pourrait expliquer la réduction du nombre des lymphocytes
B T2 et de la ZM dans la rate pourrait étre dépendant de BAFF. Celui-ci est, en effet, un des
facteurs essentiels pour la survie et la différentiation des lymphocytes B transitionnels.
Diverses ¢tudes ont utilis¢ des modeles murins génétiquement modifiés afin de mettre en
évidence que le blocage fonctionnel et/ou 1’inhibition de 1’expression de BAFF provoque un

arrét de la différentiation de la lignée B2 au stade T1 et, par conséquent, une réduction
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importante du nombre de cellules T2 [88, 92, 495]. On constate, dans notre étude, la
diminution de la concentration sérique de BAFF lors de la phase aigué¢ de I’EAE. La
signification de cette diminution (défaut de production ou exces de consommation) reste
indéterminée. On peut évoquer I’hypothése d’un appauvrissement de 1’environnement en
BAFF lors du développement de I’EAE li¢ a une consommation excessive de ce facteur par
les lymphocytes T auto-réactifs et/ou ’inhibition de la production de BAFF associé a 1’action
des corticostéroides produits aprés immunisation [496-498]. Ainsi, I’induction de I’EAE chez
les animaux sensibles peut étre associée, au moins en partie, a un déréglement des signaux
homéostatiques avec pour conséquence une altération des nombres de lymphocytes B T2 puis
de la ZM. L’apparition d’une amélioration clinique chez les souris EAE est d’ailleurs associée
a un rétablissement des taux sériques de BAFF et du nombre de cellules T2, comparables a
ceux observés chez les animaux contrdles. L’ensemble de ces données montre une relation
entre la « disponibilit¢ de BAFF », le maintien de ’homéostasie B et la susceptibilit¢ a ’EAE.
Cette hypothése est renforcée par les données obtenues chez les souris résistantes immunisées
(B10.S-PLP). En effet, celles-ci présentent une augmentation des concentrations sériques de
BAFF et du nombre des lymphocytes B T2 sept jours apres I’immunisation. De maniere
intéressante, aucune altération du nombre des lymphocytes B de la ZM n’a été observée dans
ce dernier mod¢le.

Cette premicre approche expérimentale a eu I’avantage de mettre en exergue le rdle
protecteur des lymphocytes B de la ZM, T2 et Bla vis-a-vis du développement de I’EAE.
Toutefois, ces travaux ne nous permettent pas de juger si la dérégulation homéostatique
constitue un des éléments inducteurs de la maladie ou si elle est la conséquence de la
survenue des éveénements pathogéniques. Par ailleurs la seule analyse phénotypique
apparaissait insuffisante. Une approche fonctionnelle complémentaire s’averait donc
indispensable. Plusieurs publications ont démontré que les lymphocytes Breg sont capables
d’activer des lymphocytes Treg au cours de I’EAE et d’induire leur prolifération par
I’intermédiaire de molécules de co-stimulation [457]. Les cellules dendritiques tolérogénes
sont, elles aussi, capables d’induire I’activation et I’expansion des Tregs en partie grace a
I’activation de IDO [375]. Nous nous sommes particulicrement intéress¢é a IDO comme
médiateur dans la fonction régulatrice des lymphocytes B. Nos résultats préliminaires
indiquent que cette enzyme n’est ni exprimée, ni activée dans les lymphocytes B spléniques.
Dans les limites de notre modele d’étude, nous pouvons conclure que les mécanismes
régulateurs des lymphocytes B ne paraissent pas liés a ’activit¢ de cette enzyme. Des

analyses fonctionnelles complémentaires doivent étre poursuivies afin de mieux connaitre
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notamment 1’implication de BAFF dans les mécanismes protecteurs. Ainsi les conséquences
d’une inhibition de I’activit¢ de BAFF chez les souris résistantes immunisées mériteraient
d’étre étudiés. Cette approche est importante dans les perspectives thérapeutiques. En effet,
un role régulateur de BAFF pourrait expliquer 1’échec de 1’essai clinique de I’atacicept
(récepteur soluble de BAFF) comme traitement contre la SEP
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00642902). Une analyse comparative des potentialités
fonctionnelles des différentes sous-populations lymphocytaires B entre les souches de souris
sensibles et résistantes permettrait aussi a 1’avenir de mieux juger de leur incidence dans les
processus de contrdle des événements pathogenes ou régulateurs (polarité¢ de production des

cytokines, répertoire des Ac produits ?).

Les données obtenues a partir des modeles expérimentaux nous ont incités a
poursuivre 1’analyse de 1’homéostasie lymphocytaire B chez I’ Homme. Nous avons analysé
les sous-populations lymphocytaires B circulantes, sans a priori, car le phénotype des Bregs
humains est moins documenté que celui des Bregs murins. Grace a des travaux développés
précédemment au laboratoire, nous savions que les patients CIS et SEP-RR présentent des
altérations du répertoire B [476, 490]. Il nous a donc semblé Ilégitime d’analyser
I’homéostasie lymphocytaire B notamment lors des phases précoces de la maladie. Les
prélevements sanguins de ces deux groupes de patients (CIS et SEP-RR) présentent une
réduction trés importante, en nombre absolu et relatif, des lymphocytes B transitionnels
circulants. Plusieurs hypothéses ont alors été proposés.

Chez la souris nous savons que 1’altération de I’homéostasie B semble étre liée a une
perturbation affectant la disponibilit¢ en BAFF suite a I'immunisation. Dans un premier temps
nous avons donc analysé¢ les taux de ce facteur de croissance dans le compartiment sérique des
patients. Nos résultats ont mis en évidence que la concentration de BAFF n’est perturbée ni
chez les patients CIS ni dans le cas de SEP-RR (Figure supplémentaire 2 de I’article #2 ; [499,
500]). 11 est donc peu probable que la distorsion du compartiment B immature circulant
observée chez les malades soit liée a un défaut de production et donc de maturation des
lymphocytes B.

L’hypothése d’une domiciliation inappropriée perturbant [’équilibre des
compartiments sang/tissu a ¢été également évoquée. La mise en place du processus
inflammatoire lors du développement de la maladie pourrait en effet conduire, suite a
« I’ouverture » de la BHE, au recrutement des lymphocytes B transitionnels au sein du SNC.

Ceci expliquerait le nombre réduit de ces cellules dans le compartiment sanguin. Dans un
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premier temps, cette hypothése a été examinée en analysant I’expression des diverses chaines
d’integrins (o4, B1 et B7) impliquées dans les processus d’extravasation leucocytaire a travers
un endothélium activé [177, 501]. Nous avons noté que les lymphocytes B transitionnels des
sujets CIS et SEP-RR expriment fortement les chaines a4 et B1 a leur surface. Ces données
suggerent que ces cellules présentent un état de pré-activation particulier ou priming. Cette
notion a ¢été confirmée par le fait que ces patients présentent un nombre accrus de
lymphocytes B transitionnels CD80" (molécule de co-stimulation, témoin d’activation B).
L’ensemble de ces observations suggere que, chez les patients CIS et SEP, les lymphocytes B
transitionnels « primés » auraient une capacité de transmigration endothéliale plus importante
déja lors des phases précoces de la maladie. Le SNC, en situation inflammatoire, pourrait
alors étre la cible tissulaire de leur domiciliation. La caractérisation de ces lymphocytes dans
le parenchyme cérébral aurait pu confirmer notre hypothése mais cette approche est
difficilement envisageable. Pour une évaluation indirecte des événements intrathécaux, nous
avons exploré¢ le LCS de patients. Nos résultats montrent que, dans certains cas, les
lymphocytes B transitionnels sont effectivement capables de traverser la barriere sang-LCS.
Ce changement de domiciliation est corrélé a la réduction du nombre des lymphocytes B
transitionnels dans le compartiment sanguin et a I’augmentation de 1’expression du CD80 par
ces cellules. Cette méme observation n’a pas pu étre faite lorsque 1’on étudie des
prélevements de sang et de LCS de patients ayant développé d’autres maladies neuro-
inflammatoires (other inflammatory neurological diseases, OIND). L’ensemble de ces
données suggére que ’état de priming et I’accumulation dans le LCS des lymphocytes B
transitionnels paraissent étroitement liés au processus d’inflammation intrathecale spécifique
de la SEP. Notre hypothese ne pourra étre confirmée qu’apres un suivi de 1’évolution clinique
de la cohorte de patients CIS étudiée. En effet, environ 80% de ces patients CIS évoluent vers
une SEP cliniquement définie, 20% des ces patients développeront une OIND [490]. S’il
s’avere que I’expression du CD80 et des intégrines par les lymphocytes B transitionnels est
corrélée a une évolution vers une SEP, ces molécules pourraient étre utilisées comme
marqueurs d’intéréts prédictifs de la maladie. Une étude complémentaire a mis en évidence
que I’expression de la chaine a4 est accrue sur I’ensemble des populations B chez les patients
CIS (Article #3). Cette surexpression globale n’est pas observée chez les sujets SEP. Elle
constitue donc une caractéristique unique du CIS. De maniére intéressante, I’expression de la
chaine o4 par les lymphocytes B totaux est corrélée a 1’augmentation de 1’activité de la

maladie, mesuré par le nombre des I1ésions T1 rehaussées par le gadolinium (indice de la
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perméabilité de la BHE) [502]. L’exploration du LCS des ces patients a permis de démontrer
que toutes les sous-populations lymphocytaires B matures sont capables de traverser
I’endothélium cérébral des le stade CIS. La répartition de ces sous-populations est comparable
a celle retrouvée dans le LCS des patients SEP et OIND [503, 504].

Toutes les données acquises mettent 1’accent sur un état fonctionnel particulier des
lymphocytes B transitionnels. Deux questions essentielles se posent a nous : (i) pour quelle
raison ces cellules sont dans un état de priming ? (ii) quelle est la conséquence de cet état
fonctionnel sur le devenir de cette population ?. Nous avons vu que les lymphocytes B de la
ZM murins ont aussi cet état de pré-activation, mais celles ci sont dans un environnement bien
déterminé (phénomeéne de « homing » ou ecotaxie). Il reste aussi impératif de savoir si cet état
de « priming » des lymphocytes B transitionnels participe a leur capacité a transmigrer a
travers 1I’endothélium du SNC. Notre analyse des prélévements sanguins de patient SEP traités
par I'IFN-f permet de retenir une telle hypothése. Bien que le nombre de lymphocytes B
transitionnels de patients traités par I’IFN-f soit bas ; il est significativement supérieur a celui
retrouvé chez les patients non traités. L’IFN-f3 réduit sélectivement le nombre de lymphocytes
B CD80", et cette réduction est corrélé a une diminution de la sévérité de la pathologie [505].
L’IFN-B a en fait des effets multiples. Il inhiberait la fonction CPA ainsi que le trafic
lymphocytaire vers le SNC en agissant sur VCAM-1 [506]. Ainsi, ces données
bibliographiques et nos propres résultats suggérent un lien entre 1’expression du CD80 et la
transmigration lymphocytaire. Afin de mieux comprendre la signification biologique de nos
données, différentes perspectives sont envisagées. Pour mieux juger du role de CD8O0 sur les
processus de migration des lymphocytes B, son expression sera analysée sur les cellules
transitionnelles domiciliées dans le LCS des patients CIS et SEP-RR. Par la suite, nous
tenterons de mieux définir les conditions requises pour expliquer cette expression
inappropriée de CD8O0 sur ces cellules transitionnelles. Dans cette perspective nous évaluerons
le r6le soit de médiateurs circulants (ex : cytokines et/ou chimiokines) soit de I’engagement
des récepteurs de I’immunité naturelle (ex : réle des TLRs). Ces études s’inscrivent dans le
cadre d’un projet post-doctoral (Dr. Aurore Sarazin).

Les raisons précises d’une domiciliation inappropriée des lymphocytes B
transitionnels au sein du SNC méritent aussi d’étre approfondie. Pour tenter de répondre a
cette question nous avons analysé I’homéostasie lymphocytaire B chez des patients SEP-RR
traités par le natalizumab (Ac anti-a4). Bien que les proportions de lymphocytes B

transitionnels soient ici normales et non réduites, 1’augmentation des lymphocytes totaux, plus
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particulicrement des cellules B, dans le compartiment sanguin rendent I’interprétation de nos
résultats difficile. Cette question demeure toutefois importante car nous pouvons nous
interroger sur les conséquences de la présence des cellules B transitionnelles dans le SNC.
Ainsi, ce passage des lymphocytes B au cours de la SEP ne serait plus restreint a une ou
quelques populations impliquées dans ’immuno-surveillance, mais serait beaucoup plus
permissive. Les lymphocytes B transitionnels peuvent a la fois étre sensibles a des signaux
dépendants d’Ag (signalisation BCR) ou a d’autres signaux provenant de I’environnement
(importance des signaux liés a de médiateurs solubles ou a des récepteurs PPRs ?). La qualité
de ces signaux aura un role déterminant sur la polarité¢ fonctionnelle du B dans ce nouvel
environnement (signaux de survie, de prolifération, d’apoptose ?). A la différence des cellules
B matures qui ont subi des processus de selection, un grand nombre de lymphocytes B
transitionnels circulants reste auto-réactif. Les mécanismes de tolérance impliqués au sein du
SNC sont encore mal définis. La production accrue de CXCL13, CXCL12 et de BAFF dans le
SNC lors de la SEP [336] et la présence de follicules ectopiques au sein des lésions chez
certains patients SEP [329] pourraient faciliter la survie et maturation intrathecale de ces
lymphocytes B transitionnels. Ces lymphocytes pourraient ainsi développer une néo-réactivité
intrathecale spécifique. La confirmation de cette hypothése nécessite 1’analyse et la
comparaison des profils de réactivités obtenus a partir de serum et de LCS de patients. Ces

études s’inscrivent dans le cadre d’un projet de master 2 recherche (Emeline Duhin).

L’ ¢tude de I’homéostasie lymphocytaire B chez la souris et chez ’Homme, réalisée au
cours de ma thése, a contribué a améliorer la compréhension du role des différentes sous-
populations lymphocytaires B dans la physiopathologie de I’EAE et de la SEP. Ils ont mis en
évidence des anomalies phénotypiques et fonctionnelles des sous-populations lymphocytaires
B. Les conditions de survenue de tels dysfonctionnements posent des nouvelles questions et

font aujourd’hui I’objet des nouvelles perspectives de recherche au laboratoire.
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