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INTRODUCTION



Le développement des lymphocytes B (LB) comprend de nombreux stades de matlueditriesqueltes
LB présentent des fonctionsaractéristiquesLes cellules Bimmatures de la moelle osseuse expriment un
UpFHSWHXU j OTDQWLJgQH %&5 IdRMd&dsehiRd@Nantgends §AY) QuiH feXived étieO O H
endogénes (autoAg)& THVW Oj TXJLOQWHUYLHQW OD WROpPUDQFH LPPXQRORJ
FRQWU{OH GH OYDXWRUpDFWLYLWp GHVY FHOOXOHV % 3DUPL HX[ VR
% &5 DXWRUpDFWLI OD GpOpWLRQ FORQDOH pOLReéQIéneidRcoraélV FOF

des cellules B autoréaatsayantun BCRGH IDLEOH D BUWo®).Wp SRXU OF

Figure 1: Place des cellules B transitionnelledans O 1R Q W R JyeQIBVTH i8sus des cellules B immatures
de la moelle osseuse transitent vers la rate ou ithfféeencient en LB T2, qui sont les précurseurs du pool B
matures. Les LB T3 représentent une population particuliére dont le stade de maturation ne peut étre clairement

établi.

Les LB immatures de la moelle osseuse se différencient en cellulemdtionnelles de type (LB T1),
localisées chez la souris au niveau de la moelle osseuse, du sang, et de la rate. Ces cellutgsuB BGR
SULQFL SD O H Plg\ senteolimgdaiadglgtion clonaleG X IDLW GH OHXU SUp@Vit® SRVLW
Les LB T1 migrent vers la rate eff différencient en LB T2 qui expriment un BCR au dotkletype IgD et
IgM. Ces cellules% 7 VRQW j OfLQLWLDWLRQ GX UpSHUWRL YHG.AHEesFHO O X

GHUQLQqUHV SU p elu@epe/Tb@awvt de fiéhateDIlX formation des centres germinatifs. Adeseaentres



germinatifs, les LBVH PXOWLSOLHQW HWpdeeRtBlleinert@Q YL \OR\W | SLHQ GW pOHHW U % &5
XQH UpSRQVH PpPRLUHV RX KX&BndaD Hivaas foliduldirdiitehs@ e chdzfd salris,
un troisiéme type de LB transitionnel (LB Tr.) a été décrit au niveau de la rate. Ces cellules nommée LB T3 ont

pWp SUpVHQWpHYVY FRPPH DQHUJLTXHV HW H[SULPHQW IDLEOHPHQW O

Les celules B transitionnelled HSUpVHQWHQW XQ VWDGH FHQWUDO GDQV OH G
le lien entre les celluleB immatures de la moelle osseuse et celles matures présentes dans les organes lymphoides
secondairesCette populatiorest hétéogene et est composédes LB T1, T2 et T3. Les LB Tr. sont des acteurs
essentielgpour le maintien de la tolérance périphériqu@ette tolérance est égalemeoiutenuepar plusieurs
autrestypes cellulairesdu systéeme immunitaireayant une activiténhibitrice de la réponseémmunitaire des
cellules T. Par exemple, les cellules dendritiques (DC) tolérogenegentorienter ledT effecteurs (Teffvers

un état anergique ounduire des LT régulateurs (Treg) au travers de la production mi#écules

immunomodulatricegomme TGF 7XPRU JUR ZWNKaldhEdW BRd von Andrian 20jL@Quant a eux,

les Treg sont capableGfhiber la productiome cytokines preinflammatoies provenant des Tdff akakubo and

Konttinen 201}

Figure 2: Les lymphocytes B régulateurs partagent des fonctions immunomodulatrices communes avec
GIDXWUHV W\SHV FHOOXODLUHV



Les LB ont également été décrits comme ayant des fonctions régultdlizegénesEn opposition auXreg
FDUDFWpULVpV SDU OTH[SUHVVLRQ BX 1BFWHXO BBMHWUD QW PBLUS QR
une popult@ion uniquede cellules BCependant] a été décrit que les LB Tr. sont particulierement efficaces pour

supprimercertainegonctionseffectricesdes cellules T, notamment au travers de la produdgda cytokine anti

inflammatoire 1-:10 (nterleukinel0) {Rosser and Mauri 20} $FIG. 2).

&KH] Of+RPPH OD SRSXODWLRQ GHV /% 7U HVW FDUDFWpPULVpH |
CD38 a lamembrane. Cependangsl données collectées sur les fonctions et les phénotypes des cellules B
transitionnelleshumainessot encore restreinteslW QpFHVVLWHQW G{rWUH FRP.S@msWpHV
OTLQWURGXFW L R usTalldns Yecrie/ Kd_ &thpes de maturation des populations de cellules B
transitionnelles. Nouprésenterongégalementds éléments qui contrblent le développement de ces cellules et qui
font que les LB Trsontessentielsau maintien de la toléranegs-a-vis des Ag endgenesLes LB Tr. sont aussi
décrits comme des cellules ayant des propriétés immunorégulatrices. Dans une seconde partie, nous traiterons d
phénotype et des fonctions des Bregrins et huma@QV DYDQW GH QR XV-1B.RIQUE tefniliddadd) V XU
G ftlocquire les cellules B régulatrices et tiginsanelles en traitant de leur distribution en transplantation rénale et

de leurprobable implication dara physiopathologie demaladies autoimmunes

Notre travail a eu pour objectif de caractériserghénotypes et les fonctionsofammentégulatrices)des
/1% 7U DILQ GH PLHX[ FRPSUHQGUH OH GpYHQRUsSHbisH@Ws éudi&leB HO O
fonctions suppressives des LB sur les cellules T. Enfin, dans une étude cliniqgue, nousoabaité évaluer

quels pourraieaAr WUH OHYVY PpFDQLVPHY GpSHQGDQWY GHV /% j OfRULJLQH G



l. Les lymphocytes B transitionnels

/IHV /1% WUDQVLWLRQQHOV 17U RQW GIDERUG rptd/ pan@ip GueLcWeY FKH
Of+RPPH Idéxkts 8Rp@riphérie Cependant, des similitudes phénotypiques et fonctionnelles ont été
observées entre les LB Tr. murins et humains. Ainsi, faire le paralléle entre les LB Tr. spléniques murins et ceux
circulantsK XPDLQV QTHVW SBRXbLQ@XYpLGHUVERAVY FHOOXOHV % WUDQVLWLR
les phénotypes qui caractérisent les différentes-gopslations de LB Tr(humaines et murinesket qui

H[SOLTXHQW O fKpW p U Ré papyatioh gefidl® @ixsQeniévelbbpdrierk des LB.

A. Phénotypeet localisationdes lymphocytes B transitionnels
1) Chez la souris

Les stades transitionnets de type let 2

Les premiéres étudebhez la souriprésentent les LB Tr. comme des cellules immatprésurseurs des
LB matures./THQVHPHEBHUGHY GIDERUG WP KDRUWHD RAUPVUH W[ & laHnévirdeQ GH O
'"IDXWUHV PDUTXHXUV DGGLWLRQQHOV RQW SHUBPIL \expti@dt u@ HIvsF U L SW

faible niveau de B22@isoforme deCD45) que les LB mature@H SO XV O { H [(CDRHanvienRehed H

HSA : Heat Stable Antigergst particulierement élevée parmi LB Tr. immatureqCarsetti, Kohler et al. 19T5

(Table 1)



Table 1: Phénotype et localisation des lymphocytes B transitionnels.

Types de LB Phénotype Localisation Références
transitionnels Souris Homme Souris Homme Souris Homme
B220les cD24" Moelle osseuse  Moelle osseuse  Carsetti (1995)  Carsetti (2004)
Totaux Igm™™s cDag" ™ Rate Sang Allman (2001) Wirths (2005)
CcD24"" ABCBIT Cuss (2006)
AA4"
IgM“’"S IgD* Moelle osseuse Moelle osseuse Loder (1999) Sims (2005)
T1 IgD" CD38™" Rate Sang de cordon Suryani (2010)
CD21 CD24™" Sang Sang
CD23 CD23
CD10"
CDZlfalb\es
Igm™e™s CD10" Rate Sang Loder (1999) Palanichamy
T2 IgD"" cD21"s Rate (2009)
CcD21%"s CcD38"™ Suryani (2010)
CD23"™" CD24™
Igmbies IgD* Rate Sang Allman (2001) Palanichamy
T3 CD23" CD38" Rate (2009)
AAL" CD24"
CcD27
ABCB1

Par la suite, lesB 7U RQW pWp VpSDUpPV HQ GHX[ SRSXODWLRQD2IVXU OL

et accessoimment de &'

GekpressionGH O fle€CD21 etde &'

'"fDERUG OHV /% WUDQVLWLRQQHO¥pd theVdhsehce 7

sont positifs pou€D23

$ OYLQVYUHBUY ékpridéhifortement les Igkt gD, CD21, et

Loder, Mutschler et al. 19TQEnfin, lamolécule AA4(CD93), protéinemembranaire de

type 1,a égalementté utiliséepour la détection delsB Tr. parmi les cellules ayant des immunoglobulines a la

membraneSon expression edimitée aux cellules B de la moelle osseletea celles immatures transitionnelles

de la ratg Allman, Lindsley et al. 200

1En bilan OHV H[S U H gMLdR GD24GHV OOTH sorff iBléntiques

entreledBT1let2. &HV GHX[ SRSXODWLRQV S xphessQnviffdréttiel gy plssibt pélky S D U

0f1.,J" &' CDBR3NV

Tout comme le phénotype, la localisation des cellules B est liée a leur stade de développerhént. Les

T1 sontlocalisés dans P RHOOH RVVHXVH G{ Rircuaidvh sahguihehi@sivbueddnd \emariohon

périartériolairede la rate Quant aeux, les P sont retrouvés dans les follicules primaires de la lrlaheler,

Mutschler etal. 1999 Chung, Silverman et al. 20

DETrable 1)
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Les lymphocytes B transitionnels de type 3

/ fdentification des LB Ta& suivicelle des LB T1 et T2. lise différencient des autres B. par leur

IDLEOH H[SUHVVLRQ GH O7Y,J0 j ODLP HP&UDR,QdILB 7TR Xt AARIP Mdls OHV

contrarement alLB T1, ils exprimentCD23{Allman, Lindsley et al. 200[L Chez la sourisgs études portasur

lesLB T3 ont été restreintes a la rate.
2) &KH] Of+RPPH

Initialement, & plupart des connaissances sur leetidoppement des cellules @&t été acquises suite a des
études réalisées chezdauris.Mais étaitil faisable de trasposer les étapes deaturationqui le composent a
O 1+ R P RAfih de répondre a cette question, les premiéres caractérisations phénotypiques sur les LB humains

FLUFXODQWY GX VDQJ VH VRQW U H Sdariwhpurd/alx daux @speceSUHVVLRQ GH PD

Les lymphocytes B traisnnels de type 1 et 2

Les LB Tr. étant décstcomme desellules immatureshez la sourisla premiére approe fut de trouver
des marqueurss fLPPDWXULWpPp % FKH] Of+RPPH -XGLFLHXVHPHQW OD PRH
SUHPLHUV FRPSDUWLPHQWY FKRLVLV SRXU OfLGHQWLILFDWDRQ GH |
été décrits commeED10", CD38°™ et CD24°™. Puis, dans le sang périphérique les celluleS&LF* et IgD

positives onmontré des caractéristiqupkénotypiques proches des LR fnurins, avec une faible expression des

CD21 etCD23, etune pKV IRUWH HI[S U HYdé CB29que tes@dlulk® matureqSims, Ettinger et al.

2009. 3DU OD VXLWH GIDXWUHYV HSgelhbiveatH-mArqueuis pdr MistingeSrpeiled) P L

B Tr. des autres populations du sang. D& WWH RSWLTXH OfTpWXGH GH OTDFWLYLWp

famille ABC (ATP-binding cassette), a montsén intérétEn effet parmi les LBCD27 négatifs il a été observe

queleslB 7U RQW XQH DEVHQFH GYDFWLYLW aux SR Xmatu@[$Pe& %nd FRQW

Lanzavecchia 2005 &HSHQGDQW OfYDQDO\VH GH OTDFWLYLWpLBHL G§IBH0&E%N Q

T2.



Dans le sangériphérique O TH[S U HGD24 &de CBBB est une autre combinaisefficace pour

identifier les LB Tr. Ces derniers sont consiggrcomme CDZ4® et CD3&"™ [Carsetti, Rosado et al. 2404

Cette distinction phénotypique a éBSSOLTXpH j GIDXWUHV W\SHV &GHCDRSVVY 'HV
égalemengété détectées dans le sang de cordon, la moelle osseuse, la rate, les amygdales et dans les ganglion
lymphatiquesEn outre, les LB Trdéfinis selond forte expression de CD24 et@B38semblent représenter un

des premiers stades de différenciation lyngyt@ire B en périphérieEn effet,suite aune transplantation de
cellules souches hématopoiétiquelsez des patients immunodéficienta reconstitution du compartiment

lymphocytaire B débute par les cellules B C¥%3 CD38°™. Cesderniéressont ensuite progressivement

remplacés par des cellules B mémairau cours de la repopulation(Buss, Avery et al. 2005Ces observations

constituent un argument fort pour associer le phénotype TDR4°™ CD38°™ aux LB Tr. périphériquesTout

comme chez la sourisRUVTXH OYRQ VRXKDLWH pB/KGlansla atel MunBiRes K &DadmiR Q V

GIXWLOLVHU GHW XAHgMTORAIX CD24 ¥t BOR3 (Palanichamy, Barnard et al. 2((Benitez,

Weldon et al. 2014

&KH] Of+RPPH OD SUHPTIGUHG G QYWD FABIQRQSpULSKpULTOE VIHV
expression différentielle de CD24 et @& $LQVL ELHQ T dddLEDMrHeRQpviHdnEfQridment e

deux marqueurs, il a été défiliX fHQ FRPSDUBDZ2, R Q T &t a leur surface des niveaux supérieurs

de CD24 etdeCD38(Palanichamy, Barnard et al. ZIIOLa seconde distinction LB TU/T VIHVW IDLWH HQ

OH PDUTXHXU GYLPPDWXULWDPp &' HW tihgdtiotha'de CRHM ef teR'L [ YD PHAVANU @1 DX WW
par le fait que les LB Tr. CDZ4° CD38°™ sont majoritairement CD10 positifs. Ainsi, les cellules B CD27
CD10' ont été considérées comme immatures transitionn&ksni elles ont éténisesen évidence des cellules
CD21?""®s prochesdesLB T1, et desLB Tr. CD21°™ proches de$B T2. Il a éé également remarqué glee

développement ddsB Tr. CD21%"* précédait celui des Tr. CD2¥ chez les patients immunodéficieratgant

recus une greffe de cellules souches hématopo'l'éruqsani, Fulcher et al. 20LO




Les lymphocytes B transitionnels de type 3

/ID UpYpODWLRQ GfXQH WURLVLgPH SRSXODWLRQ GH /% 7U
phénotypiques sur le sang de patients déplétés esultB a untraitement aveain Ac monoclonal antiCD20
(rituximab). Au cours de la reconstitution du compartiment lymphocytajri¢ 8 été observé&n périphériaune
GLPLQXWLRQ JORED O Hmasgdeuts§BiLS OD2Y ¥tLEDQ8 & ki \surface des LB, suggérant un
SDVVDJH SURJUHVVLI GTXQ VWDGHLR PPerg/edlBH Y HMXW PO TDXU tieP O O X Q
nouvelle populatiole LB maturesiaifs CD24 CD38 IgD*™ CD27 a alors étédentifiée Celleci ne présentait
SDV GYDFWLYLWp SRXU OH WUDQVSRUWHXU $égéja décritésRAQore UIaLeteH P H Q
supposé que cette nouvelle population de LB manaéscorrespondrait a un stade tardif de développerdes

LB Tr., nommé B. Des analyses sur le phénotype OBsT3 ont également été réaliséemslde sang de cordon

et la ratgPalanichamy, Barnard et al. 2009

Enfin, il a étéproposé un schémaans lequel le stade deB T2 CD21°"™ CD10" CD5°™ précéderait

celui des cellules B prenaives CD2%" CD10 CD5%"" (assimilables & deisB T3), desquelles sont issues les

cellules B matures conventionnel]éﬁwyani, Fulcher et al. 20LO

Les études realisées chez la souris ont consigendB T3S FRPPH GHYVY FHOOXOHV LPPDWXUH\
revante, lesLB T3 ont été nommés comme des LB transitionnels tardifs, exhibartiénmotype intermédiaire
entre les staddsB T2 et mature & HSHQGDQW DXFXQH H[SpULPHQWDWLRQ IRQFWL
LB T3 dérivent de&B T2. La classificationla localisation et la reconnaissanceldBs7 FKH] Of+RPPH QH

pas claires et nécessitent des investigations supplémei(falesl).

Les différents phénotypes décrits prémédhent sont caractéristiques stades de maturation. Le passage
GTXQ VWDGH GH PDWXUDWLRQ j XQ DXWUH UHSRVH VXU OD FDSDFLW
survie. Dans le chapitre suivant, nous allons décrire legspde controle, qui régulent Idéveloppemendes

cellules B transitionnelles.
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B. Les voies de contrdle dauléveloppement des lymphocytes Bansitionnels

/D IRUWH H[SUHVVLRQ GH QB Ti.0lajdédbtidn idiPredgmdeQrHie GnbrYFas a leur surface,

ainsi que leur faible expression de Bctont des caractéristiques compatibles avec le fait qudl@s. sont des

cellules sensibles a laleétion négative, tout comme &ont les LB immaturede la moelle osseug€arsett,

Kohler et al. 199%

1) Réponse a la cytokine de survie BAFF

LesLB T1 ont une plus faible expressioe &ct2 et du BAFF(B-cell activating factor belonging to the
tumor necrosis factqiTNF) family) récepteu(BR3) que ledB T2. Les expériencesur le potentiel de survie des
LBTr. RQW PRQWUp TXTXQH VWEPRe®eMeL R sirgddadsxBi TS Dnbisfivorisecelle

desLB T2. En lienaveccet effet, il a été observé une augmentation importanteRBId2 dans un modéle murin

BAFF transgéniquéBatten, Groom et al. 20{|&ims, Ettinger et al. 20T5Egalemen une populatiorde LB T2

a été caractérisgear une expression intermédiaire du CDElle estissue ded B T1 et a été montréeomme

étant particulieremen sensible da cytokine BAFF qui participe a sarolifération in vivo [MeyerBahlburg,

Andrews et al. 209Q8De plus il a été démontré vitro que BAFF augmentla différenciation des LB immatures

en LB Tr.Enfin O TH[S U B¢ 2lsé&tat cagdbleesuppléem OTfDEVHQFH GH %$)) SRXU OD J

Tr. de type TYRowland, Leahy et al. 20J.0

Les voies engagées par la liaison de BAFF semblent a elles seules pouvoir induire une répongeefienction
desLB Tr, mDLV FHWWH UpSRQVH SHXW DXVVL rWUH FRP Ik &imdlatdiysHF O T

conjointes du BCR et des récepteurs de BA&Forisentla différenciation de4B T2 en LB maturesn vitro

Batten, Groom et al. 20P(FIG. 3.
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FIGURE 3: Controle du développement des lymphocytes B transitionnelses LB T1 immatures sorsujets

j OD VPOHFWLRQ QpJDWLYHXXDWWRSIDHWHBERRIQVBPQWDYFH IGHFUHQFLH
VXLWH j OTDFWLYDWduR ytoplasmique 39/ HVW QpFHVVDLUH j OHXU GLIIpUHC
derniers sont senEOHV | %$)) SRXU OHXU VXUYLH HW OHXU SUROLIpPUDWLRQ
Leur différenciation en cellules B matures est sous le §antd GH %9WN GH &' HW GH OfHIILFI
composé des kinases Lyn et Syk. Le stade de aj@veinent des LB T3 ne peut étre localisé, seule sa capacité
GITHQWUHU HQ DQHUJLH HVW UpHOOHPHQW GpFULWH FKH] OD VRXULYV

2) EngagementduUpFHSWHXU GIDQWLJgQH

Les cellules B immatures sont soumisela sélection négativeRUVY GH OD UHFR @@disvsud Q FH C

pJDOHPHQW VRXV OTLQIOXH QdntprésehxeQf éuan0drsk guilUR@ RV MXUY B 1D FW

kinases de la voie du BCR ainsi que sur leséoepteurs de ce dernigsoodnow,Brink et al. 199}|Cyster,

Healy et al. l99"&:ornal|, Cyster et al. 19T8
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/TXQH GHV NLQDVHV VROOLFLWpH SRXU OD WUDQVGXFWLRQ GH VL
la famille Srcpeutexercemn réle inhibiteur sur la réponse antigénique. Par exemple, il a été démontré que les LB

lyn” ont une prolifération plus importante que les LB sauvages suite a une stimulation de leur IgM de membrane

Cette réponse e FFRPSDJQpH G TX€rHe hDhadeNPAPQikddeEhan, Meng et al. 19?.7‘ ITDXWUHYV

kinases sont é¢menta considérerdans le développement des .LBar exemple,lia pWp GpPRQWUp TX

mutation du génsykdans les LB immatures issus de la moelle ossahdae leur différenciatioen LB matures

malgré une migration possible vers la raterner, Gulbransodudge et al. 1997Enfin, la maturation desk est

aussiVRXV OH MRXJ GH fathts e travs¢ripRdRel @tRelA, acteurs essentielde la survie des

cellules B en périphérie au travers de la surexpression é&(Becbssmann, O'Relilly et al. 200(FIG. 3).

Par la suite, des étudpkiscibléessur les LB TrrRQW G p P R Q WikkpstimiX4tiorsde teur BCResLB

T1 sembent étre particulierement sensibleda sélection négativé&n effet ils ont une faible capacité a eet

dans le cycle cellulaireine baisse drastique de leur suriee proliferent ps{Petro,Gerstein et al. ZOCHZSims,

Ettinger et al. 2006 $ O T L QI¥sLB M2Hbroliferentetont la particularité de se différencier en cellulesures

VXLWH | OTHQJDJH P H @4V CesXmanifeBtatisry Foxctionpele§ statrésultat deO 1D E WL Y L W

sérines/thréonine kinaséalles que ERK, p38 et AthPetro, Gerstein et al. 2003u and Rawlings 20(f2La

tyrosine kinase Btk est également essentielle pour le développement des cellfe®fit, unedélétion au

niveau du gene codant polo WN HVW | O Ré&fitidric® mghdcytaird BOLpH | agpélée

agammaglobulinémig\Vetrie, Vorechovsky et al. 19r.3 Plus précisémentdes modeéles murins ont permis

GIREVHUYHU TXH ODLEBT2 bp UB Qfurds \WacEsStaiGlal protéine Btk, mais également.CD45

Quant au passage deB T1 vers 12, il est entre autre dépendantlderésence de lqueue cytoplasmiqude

QdY . {Loder, Mutschler et al. 194®etro, Gerstein et al. 2002

Les LB T2 sont considérés comme les initiateurs du répertoire BCR mature et représentent une étape de
sélection dans le développemelets LB périphériqus. Ainsi, la stabilité du signalosome du BCR est croigsant

destBT MXVT R fnatXres en passant par &5 T2 (FIG. 3.
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/IHV YRLHV GH VLIJQDOLVDWLRQ GX %&5 VRQW pUBT3HIA dffetvdarisP SR U W\

une souris déficiente pour la kinase Btk, le nombreRBId 3 est drastiquement dimintréllman, Lindsley et al.

2007). $ OYLQY HB ViHetGH IV ld&ggement du BCR ddB T QTHQWUD L QHmoligatiahHiulIDLE O |

BN

calcium et démontre un défagfiobal de phosphorylation protéiquBuite & une stimulation du BCR, et en

présence de BAFF, ldB T3 ne se différencient pas en celkil® maturecontrairement aux LB I {Teague

Pan et al. 200y|Liubchenko, Appleberry et al. 20[L.2De plus, I LQFDSDFLWp GH adtp&ienQGUH

antigéniqgueGplILQLW OfTpWDW D Q HthéutEXetaGscorQids EassGei@edDure faible expression

GH Of,J0 j OD(®uH®RBWAMDaEOrduno et al. 20J11Initialement, il a étémontré que les cellules B

autaéatives tolérantes exprimerts HXgl\tDrBoodnow, Croshie et al. 1988ce qui est une caractéristique

phénotyjique des LB T3Ces particularités fonctionnellesrit que les LB T3 de la souris ont @@énsidérés

comme des cellules anergiqué&nfin, notons que daria rate, le turnover ddsB T3 estmoins important que

celuidedBTletltBT2, PDLV LO OTHVW SOXYV TSAHn@HLGhMSILeyGﬂ-BVZDT PDWXUHV

3) Les voies deJoll-like recepteus

/TDFWLYLWp GHV NLQDVHV -@eepRrs HiRsLddie Ja &isad We BRStnides\parametres
indispensables qui contrdlent le dbgpement des LB Tr.PDLY OHV VLJQDX[ GH OfLRPXQLW

également leur maturation.

En comparaison aux cellules B matuetsmémoires les LB Tr. exprimentplus fortement le Dll-Like
receptor 9 (LR9). Des expérienceim vitro R QW P R QiWwdggnsé XUk hinotifs CpGDN bactériens, ligands
du TLRY, lesLB Tr. du sangsontcapables de se différencier en plasmabladtesLB Tr. issus du sang de
cordon peuvent égalemene différencier ebnt été observés comnéant deselluleV VpFUpWULFHYVY GT,.
SRO\WDFFKDULGHV P Dénvaspacaioi &/ecQitduEthHJ *GH OTH[SUHVVLR@neGH O ¢

prdml qui code pour BLIMP1(B lymphocyte induced maturation proteih En parallélede cette réponse

humorale une partie de&B Tr. proliférentsuite a une stimulation de leur TLR@apolunghi, Cascioli et 4.

2009.
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/JH 7/5 TXL OLH OHV $51V VLPSOH EULQ HVW XQ DXWUH UpFHSWH:
'DQV XQ PRGgOH PXULQ WUDQVJpQLTXH LO D pWp PRQWUpP TXIXQH V
LB T1 au nivau de la pulpe rouge d®®D UDWH HW FH VRXV OYLQIO XidldeFadtagpeQ HQJL

plus, cestBT PXWDQWYV RQW pWp GpFULWV FRPP HJG dR@KdgmedeXaites G T,J0

LOQWHQVLWpPYV GﬂH[SUHbéN@IRa@,@&bp@IHT%aLHTﬂ GH 7

/ fngagement du BCRles TLRset de BR3participent audéveloppement des cellules B @it un réle
prépondérant sur les cellulBsautoréactives, giar conséquerttans la tolérance immunologiq(elG. 3). Nous
DOORQV PDLQWHQDQW VRXOLJQHU OYLPSRUWDQFH GHV /% 7U SRXU

de distribution observéekmns &s pathologies auto et alloimmunes.

C. Leslymphocytes B transitionnels dans la tolérancenmunologique

8Q V\VWgPH LPPXQLWDLUH IRQFWLRQQHO GRLW PDLQWHQLAg VD FD

exogeénes tout en minimM3Q W 1@dtivixdw R

En fonction du stade de maturation des LB et des signaux apportés @I DXWUHYV FHOOXOH)\
lymphocytes T (LT)helper la présentation antigénigu HXW DERXWLU j OfpOLPLQDWLRQ GH

RX ELHQ j OD SUROLIpUDWLRQ HW | OBy Grandgertll e EstibajleRs® 7841dés% V Sp|

cellules B nédformées sontwtoréactiveg\Wardemann, Yurasov et al. 200Bes mécanismes de contr@ent

particulierement influastsur ces cellules B immatures, ce qui placeLBsIT. a un stade critiqyex la foisdans
le maintien de h tolérance immunologique et dans la diversité du répertomgendant, cette tolérance pétre

rompue, aboutissant a des manifestations pathologiques auto ou alloimmunes.

1) Autoimmunité

La surve aberrante de cellules &itoréactives peut, entre autre, H [ S OplarTIX Hrésence de taux
excessifs de la cytokine BAFRes souris transgéniques pour BAFF présenter@ hyperplasie B etles

caractéristiques de la physiopathologie de deux maladies autoimmieriepus érythémateux disséminé (SLE)
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et le sydrome de Gougerot Sjogré8GS. En effet, dans les souris surexprimant BAFF, il a été observé une

VSOpPQRPpPJIJDOLH GHV WDX[ pOHYpV GH |BEMHADN \ainsi KiXePd2SVdRpd s H V

GILPPXQRJOREXOL Qatkdy D/Q@WdcOcH ¥t &l I£H9_1(§Mom, Fletcher et al. 20p17De plus, les

souris BAFF transgéniquégiéegdéveloppent un syndrome procheSt8S avec une infiltration lymphocytait®

GDQV OHV JODQGHYV VDOLYDLLﬂ-ﬂgfneI@dIim-UejIdDr‘ITtail‘FHr@delPa[DaWdaIIalQZGEZN ]

Dans la rateles souris BAFF transgénigseil a été observé un nombre élevéld T2 précurgursdes LB de la
zone marginaleL® ZM). De plus, lesLB T1 des souris mutargeexprimaient plus fortemer@D21 et fus

IDLEOHPHQW OFY,JD dasxdducbed YauVitge3. Ces donnéesesteisdaient une accélératior th

(

maturation de ces derniega LB T2. Il a été proposé un schéma dans lequel BfserisesUDLW OfpFKDSSHI

@foptose d&B T2 autaéactifs pouvanse différencier en LBle laZM. Ces derniers seraieit O fiatiQnLde la

SURGXFW AR it@drDineWwiferenciatioextrafolliculaire en plasmocytes ou biesia un passage par les

centres germinatifgBatten, Groom et al. 20p0

Enfin, I TpWDW DdedHUBJIB TeXrHonféreprobablemenun réle dans le maintien de la tolérance

immunologiquell est intéressant de notguedans des souris prédisposées a développer un lepus T3 sont

sousreprésentés en comparaison &BxT1 etLB T2 [Teague, Pan et al. 2007

Dans le cas du SLH 1 X Qles optionghérapeutiqueghoisieest IfLPP X QR V X BSgaHul Xd- R Q
monoclonal antCD20. Les patientsqui présentent une réponse clinique prolon¢gens rechutepnt une

expansion des LB Tr. circulants au cours de la reconstit@igrius impolWD QW H T Xéeuxdi OffR Q W

répondeurs a court ternfavec rechutejAnolik, Barnard et al. 20(71l a également été montré que les patients

atteintsde SLE présentaient une particularité dandisaibution de leurs lymphocyte8, avec une proportion

plus grande deLB T2 en comparaison aux témoifisandoltMarticorena, Wither et al. 20J.1De plus, cette

augmentation corrélait avecsléaux de BAFF sériqueEn ce qui concerne lekB T1, les données sont

controverséedls onta la foisété montrésommesurreprésentés damss patients lupiquesu kien équivalents

en comparaisoaux controlesains{Sims, Ettinger et al. 20(|sandoltMarticorena, Wither et al. 20J.1
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En outre dans les glandes salivaires de patients atteintSGly il a été observé parianoscopie une
infiltration de LB ayant un phénotype assimilable a celui OBsT2. En effet, ces cellule% H[SULPDLHQW O

01,J0 &'CD2BWe plus la présence de la cytokine BAFF a été obsettads les zones ou se situaiess C

LB T2 [Daridon, Pers et al. 20p@FIG. 4). Enfin, il a été montré que le nombre de LB Tr. était diminué chez les

personnes agéesainesen comparaison aux témoins jeun€e ddicit pourrait étre associé ane perte de

toléranceprogressivesynonyme de sénescence immunologidueygal, Upton et al. 2033

2) Alloimmunité

La transplantatiorest considéréeomme la meilleure option thérapeutique poemplacerla dysfonction
GTRUJDQHV YLWDX[ &HSHQGDQW OD VXUYLH j ORQJ WHUPH GX WU
FRQVPTXHQFH GIXQH UpSRQVH kfeeifK@hied donteHIEsHalg-HY donr@ur BouvgirH
PDLQWHQLU OD WROpPUDQFH €@ Kvita oepReMOH) VH XWARQ Y HWHGBRHP P X QR

continue, représente un objectif thérapeutique majeur en transplantation.

Plusieurs cohortes depaients transplantés ayant une fonction rénale stable sans traitement

GILPPXQRVXSSUHVVLRQ Gi&a&XdédritesXllsPsRritoQaidéreg cdnne tolérardpérationnels

Brouard, Dupont et al. 200§Newell and Larsen 2006 Chez ces patientsl a été observé un pourcentage

supérieur de LB Tr. en comparaison aux patieBtpQpILFLDQW GIXQH L RyKrtQne YoXcCE@GUHV VL

rénale stable (Newell, Asare et al. 20}0 Egalement, les patients qui présentent une dysfonction rénale

accompagne G XQ UHMHW RQW XQ SRXUFHQWDJH GH /% 7U GLPLQXp HC

UpQDOH HVW DOWpUpH PDLV VDQV [CRLOT, Qimsbik W aG HjLWDE pus\We G X W I

pourcentage de cellules B Tr. est drastiguement diminué pour les patients qui développent un rejet humoral

chronique en comparaison aux patiesigblegNouel, Segalen et al. 20jL£Enfin, il a étédémontré qu X @idle

fréquence de LB Trétait associée ac un risque aca de développer un rejet ainghabir, Girdlestone et g

2019 (FIG. 4.
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En conclusion, les LB Tr. semblent avoir un effet bénéfique en transplantation, puisque leur nombre est
augmenté chez les patients tolérantsdehinué au sein des patients qui rejettent leur greffon. Dans
OIDXWRLPPXQLWp FH VRQW SULQFLSDOHPHQW OHV /% 7 GRQW FF
sensibles a la cytokine BAFF impliqguée dans leur expansion. Que ce soit dans ue coatieologique ou
normal, ces LB T2 ont plusieurs destins cellulaires, et leur maturation conditionne la formation ainsi que la

conyposition du pool de LB matures

FIGURE 4 : Les lymphocytes B transitionnels dans la tolérancemmunologique. Les LB T2 sont
particulierement sensitdea la cytokine BAFF esontaugmenté GDQV OH OXSXV ,0V VRQW |
augmentation du nombre de LB ZM autoréacti$s.O 1 L Q ¥HLB W'H pe@vent étre associés au maintien de la
tolérancepériphérique, notamment suite a une transplantation. La population des LB T3 semble avoir un role
protecteur particulier.

D. Devenir des lymphocytes B transitionnels

Parmi lesLB T2 sont distinguée deux poplations au destirs cellulairesdifférents  '@nepart, les LB T2
SUpFXUVHXUV GHV /% PDW Xutid les| EBOTQrdedtseird. et B/ meltMves@eHa ZM] La
U H Q F R Q WoltbhdGitflaxi @ecrutemerdie cellulesAg-spécifique issues du pool de LB matures. Dés lors, les
LB peuvent possédaes fonctions effectricesariéescomme la présentatiQ G A\ &ux LT etoula génération
GH SODVPRF\WHWCSHRIKFBMHXW V AH] VFKpPD GH OfLQLWLDWLRQ GH O

Une hétérogénéité cellulaire et fonctionnelle ettouvée parmi le pool de LB matures spléniguéssont

distingués les LB ZMet les LB folliculaires (B Fo) [Kumararatne and MacLennan 19fHillai and Cariapp

1=~

2009.
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1) Les lymphocytes B matures de la zone marginale

Les LB ZM exclusivement présents dans la raent IgM™"™ |gD™"*s cD21°"™ CcD23*"** [Oliver,

Martin et al. 199f. Dans une souris adulte, ilprésentent entre 5 et 10% des cellules B matures spléniicue

génération ainsi que leur localisation dans le sinus marginal sont indépsridkatd liaisa avec le LT au travers

du CD40(Oliver, Martin et al. 1999 Ainsi, les LB ZM ne représentent probablement pas une population post

centre germinatif. En effef, OfLQVWDU GHV FHOIeSsX.B HWonlbla capackipdd lse\URféreénbber

FHOOXOHV Wp MRXW UQ f HQ4tE HbQVElbna@xHFindépendantst participent ainsi a la réponse

immune précocgBalazs, Martin et al. 2002 Ces cellules B de la ZM ont la particularité phénajypi

GYH[SULPHU IRUWHPHQW OHV UpFHSWHXUV GX FRPSOpPHQWg&"' HV

opsoniségMartin and Kearney 20()2Enfin, lesLB ZM sont capables de faire la navetters les follicules ou ils

peuventS U p V HAY W éaldblenfent rencontré dans la ZMnamon,Zachariah et al. 20118\rnon, Horton et al

2013.

2) Les lymphocytes B folliculaires

La majorité des cellules B matures sont des LB circulants qui migrent au sein des follicules présents dans
les organes lymplides secondaires, et sont alnesnmés LB FoDans une souris adulte, ils représentent entre 80
et 90% ds cellules B matures splénigud3eux types de cellules B Fo sont distingués. Ceux de type 1 sont
PDMRULWDLUHY HW VH FDUDFWpPULVHQW SDU XQH IQuanvVateuxd,gSILBHV VLR ¢

Fo de type 2 expriment fortement ces deux immunoglobulines a la memBemnderniers se distinguent des LB

ZM par une faible expression @21 {Cariappa, Boboila et al. 20pLa différenciation des LB Z en LB Fo de

type lest dépendaatGTXQ VLIQDO DQWLIpQLTXH IRUW DSSRUWp DX %&5 'DQ\
une positiocQ D G M D F He@&¥ HT, jceOgfiiChlldfois, facilite une réponse antigénigdépendante, et promeut

la formation des centres germinatifs. Differemment, la voie vers les LB Fo de type 2 est sous la responsabilité des

signaux{Cariappa, Boboila et al. 20ptoniques du BCR et de la cytokine BAFF. Ces derniers composeraient une
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possible source cellulaire peant alimenter la ZM et ainsi participer a une r@épse TFindépendante extra

folliculaire (Pillai and Cariappa 2099

3) Les centres germinatifset la réponse antigene spécifique

Aprés avoirfait le « processing> Gufi Ag, les LB matures activés deviennent compétents pour présenter

cetAg aux LT CD4. Ces LT alors amorcépeuent se différencier en celluleffectrices donfont partielesLT

folliculaires helpel(Tfh) {Barnett, Simkins et al. 20].4Ces derniers soessentielss OTLQLWLDWLRQ HW D

centre germinatif. La structure du centre germinatif est représentée en deux zones. La premiére, appelée zone
sombre, est formée par des LB nommés centroblastes. stadeles cellules BGLPLQXHQW O fédifSUHV YV

BCR a la membraneproliferent etsubissent des hypermutations somatiques sur la région variable des genes

GrfimunoglobulinegdJacob, Kelsoe et al. 199Pascual, Liu et al. 19?.4La finalité de ces mécanismest de

former desAc GH SO XV | RUW HADPUis,Qds \deptréRstdd aBdtent lewlifgration et migrent vers la

zoneclaire ou ils réexpriment leur BCRRCaron, Le Gallou et al. 20p9ls sont alors appelés centrocytes. Ces

derniers sont exposés audg qui sont incorporés dans les complexes immuns a la surfaceetiates
dendritiques(DC) folliculaires 6L O DIILQ ledV faible Xedc&irocytes ne recevront pas de signaux de
survie et vont entrer en apoptose. OTLQYHUVH VL OHV PXWDQWV RQW XQ %&5 GH |
GHVWLQV FHOOXODLUHY SRVVLEOHV '1DEdbr& polrkoliféret ety sdilgéds U HW R

hypermutations somatiques supplémentaires. Siesrl,.Bentrent en contact avec les Tth, aprés quoi ils peuvent

RSpUHU XQH FRPPXWDWLRQ GH FODVVH VZLWFK SDU UHRRRELQDLV

I\/Iuramatsuetal.20(ﬂ4i-leesters, Myers etal. 2014 , 0V SDVVHQW DLQVL GH OfH[SUHVVLRQ

GIDXWUHV UpJLRQV FRQVWDQWHV GYLPPXQRJORBRX&anQd¢¥foctidris ,J$ R

effectrices différentes. Les LB sortent alors du centre germinatif et deviennent soit des plasmocytes ou bien des

cellules B mémoiregCamacho, KoscWilbois et al. 199§Caron, Le Gallou et al. 209
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4) Lymphocytes B mémoirest cellulesVpFUpWULFHYV GIDQWLFRUSYV

La littérature propose de définir une cellule B mémpieU OfH[SUHVVLRQ ¢CDRDCEtté PE U D C

expression correle avec des fonctions cellulaires telles que la prolifération, la présentation antigénique ainsi que la

différenciation en celluH V V p F U p\e| Talo e, VivG@flal. 1998

Parmi les cellules B mémos&D27" sont distinguées celles 1g& IgM négatives qui ont procédéla

commutation de class&s HOOHYV ,J" HW ,J0 GRXEOH SRV lisatyp¥ teMedr BCRARBW SDV

mémoires « IgM-only » ou «IgD-only » {Kaminski, Wei et al. 20]12 Les cellules B mémoires IgDigM”*

représentent 15% dé&B circulantsdans lesangpériphérique Elles sont issuedes LB de la zone marginabe

bien des centres gamatifs, et présentenGH IRUWYVY WDX[ GTK\SHUPXWDWLRQVs§RPDWL

JGQQHV GYLPPXQRaO REXDLEQ hl.\/l9£TFNeller, Braun et al. 20Q4Quant a elles, les cellules B

meémoires 4gM-only » représentent environ GHV /% FLUFXODQWYV /D PDMHXUH SDUW

régions variables mutées et sont semblables aux cellules B mémoires ayant commuté @mfitadses cellules

B mémoires 4gD-only » sont largement minoritaires et représehteoins @& 1% du pool B circulantg<lein,

Kuppers et al. 19E“Z<Iein, Rajewsky et al. 1998

La majorité des cellules circulantes CDISD27°™* CD38°" V p F U p WAd kdhtcunsBi§rées comme
des plasmablaste&« HUWDLQHY pWXGHV VXJJqQUHQW TXIYXQH SDUWLH GHV SOI
Le terme« plasmocytes HVW XWLOLVp ORUVTXH O TR QAS &yanDatieit te\staddel lidXde HV VvV
différenciation. Elles sont alors caractégspar un programmeganscriptionnel spécifiqueSDU OfH[SUHVVLR:
PROpPpFXOH G YD G e Yort& €p&ssion d&' HW QH SRVVGGHQW SHX RX SDV G
surface.Au niveau de la rate, deux voies de développerp&gmocytairesort décrites.Ceux provenant des
centres germinatifs sont surtout destinés a étre des plasmocytes a longue durée de vie résidant dans la moell

osseuse$ OYLQYHUVH FHX[ LV \@cuaifeserbht Bdd plasni@eytad pViduiie durée de vie et

migreront payers cet organe lymphoide primal@mith, Hewitson et al. 194®racki, Walker et al. 2030
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/I THQYLURQQHPHQW F\WRNLQLT Mifiérendidtion. tr@ihaleSdesQ B Bripdty@fR X U X C
HITHFWHXUV /HOQH \G HVQWO HL - QN4 dsébiel paN leQTh. Par ekempﬂe,éourisilZl"‘ ou

il21r", possédent des centres germinatifs mais ont une défaillance pour la proddctidti dV SpFLILAGXHV G F

Ozaki, Spolski et al. 2002Egalement, Stat3jui agit en aval dans lewies engagées paf] -2, OLF6, OLF10

et QLY HVW FDrisloire O HGY U H WhinipRe&p e@tkant ercompétition avec Bcl6. Blinyd est un

facteur de transcriptioassentiel pour la différenciation terminale des LB en plasmo¢ytescki, Walker et al

201Q.

Les cellules BIr.onW XQH SRVLWLRQ FHQVBUdD @dvers 8eQevr infilRa@dN Rahp @ q V H
tolérance périphérique et dans le contrdle de la maturation des LB. La tolérancestepleseontrble de la
réponse humoraleis-a- Y L \Ag@fidogénesmais ausssur des fonctions immunorégulatrices que présentent les
/% 3DUPL HOOHV VRQW SULQFLSDOHPHQW GLVWLQJXpHV OfYLQKLEI
régulateur§Treg) DLQVL TXH OYLQKLELWLRQ GH OD Ginflapdc@dsLCegfarRtQNGHYV [/
UpJXODWULFHVY VRQW QRWDPPHQW M RXoMnOdntifiaariatb@eAl- 0Gdel8sbntS U R G X

les phénotypes et les fonctions des LB régulateurs

lI.  Les lymphocytes B régulateurs

La premiere JJ HXYH G 1 X (@@h d&/I1X BSoddéavnmatoirepar les LB fut apportée en 19@éns des
modéle de rongels VRXITUDQW G JBXTXH SHIDMHDMLELO LW p U H WA prépéte BodeQ LY H [
VIHVW EDVpH VXU OfXW L OrioMmbiépl&dEd sGitd aFUREFiKEDN dE dytlGpBosphartiets.
rongeurs onensuitepWp LPPXQLVpV DY HRU3BHuequesyjduts pi¥ta@dtierniersont recu:
soit un pool de cellules spléniques déméen LB, ou bien des splénocytesat; provenant dans ces deux cas

de donnews immuniséspar OfRYDOEXPLQH &HV H[SpULHRRFHR QQCREXBMUpP T X

cellules non B avaient une réaction cutanée accentuée en comparaison & sete splénocytes totafikatz,

Parker et al. 194Neta and Salvin 1954
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Les études évoquées précédemmeneanouragé les travawiblant spécifiquement les L& leur rle dans
OH FRQWU{OH G HnQA99656MoD Bx RIPdDt\WItilisé @n modele de souris UMT présentant une délétion
GH OD UpJLRQ WUDQVPHPEUDQDLUH GH OD FledsoQrid déficieRtSsCGeeIEXD QW
«contréle» (non déficientesont été immunisées par le peptide MBP (myelin ba88ic RWHLQ DILQ GYLQ
encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAfEhestrée par les LT CD4Suite a cette immunisation, les
souris« contréle» et UMT ont développé une réponse lymphocytaire de typelferl (Th1), avec une sécrétion
Grterféron (FN)- deTNF-. HW -%& & 40 jours, | a été observé que les souris pktibnt la fréquence eal

fonction des LT CD4" sont normalés ont uneforte sévérité de la maladieH W QMtHb&s Ve Kemissign

contrairement ausouris «controle» (\Wolf, Dittel et al. 199h

/1H @médde ces travaugrésente des LB suppresseurs GH OLQIODPPDWLRQ HW GH O
terme «égulateurs ne sera utilisé que pltard, lorsque les études smsintéressées aux mécanisroelulaires

et moléculairesmpliqués dans cettsuppression.

A. Phénotypeset fonctionsdes lymphocytes B régulateurs

1) Interleukine 10 et immunorégulation

/9,410 a initialement été d&ite comme étant sécrétée pasdlones ddymphocytes Thanuring et a été

DVVRFLpHELWUIRQ@ GH ODFN U RG X FWH RIF@HQ Y, Bond et al. 19T!.9In vivo, les

SULQFLSDO HV-1¥ BoxtUiésHwon&eftes, les macrophages etlylephocytesTh. Cependant, cette

cytokine est également synthétisée par les LB,D&s, les LT cytotoxiques les Tregde type 1,les cellules

natural killers (NK), lesnastocytes, et les polynucléaires neutrophitesat, Grutz et al. 20L0/fHIIHW -GH OFf,

10 sur les LTpeut étre directHQ LQKLEDQW OD -SU pe@tXabBdst EREDQGLUVHFW DX WUDY

OLPLWDWLRQ GH-ODSNUQWHKYVHHG® X0 AY (CPY paeH @ \aobdiitleéhskite & ure |

inhibition de OD S UR G X F-W LSDQJ (DTED)O(hd'r@a, Astehmezaga et al. 1993 (Q SOXV GYDJLU V

UpSRQVH -IKagit €U lgs fonctions immunes des monoc#s.inhibeentre autre la production de TNF

G 9L, ét G -6/ par les monocytes activés avec des lipopolysaccharides: (igg®ds du TLRY et agit @

facon autocrine en limitant lewxpression du CMHI[de Waal Malefyt, Abrams et al. 199IEnfin, il a été
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observé XQ QRPEUH pOHYp GH FHG@OdGsHeg patleMCaKdiie dd FLHE \AinGl flué chez leurs
SDUHQWY DX SUHPLHU GHJUp &HV GRQQpPHV VRX\oHriWeH QeGiei &gV T XH
H[SOLTXpH SDU GHV IDFWHXUV JpQpWLTXHV /THQXEWR QDH%qigW VHP

les conjoints des patients lupiques possederraaagi un nombre élevé de cellules qui sécréetent cette cytokine en

comparaison autémoins|{Grondal, Kristjansdottir et al. 19p9% O 1 L QiaHté \ridntraune déficience en W

10 dars la polyarthrite rhumatoide (PRexpliguant entre autr®@ {DFWLYDWLRQ SHUVLVWDQWH (

Katsikis, Chu et al. 1994

/IHV O\PSKRF\WHV % VpFUgQWHQW OfLQWHUOHXNLQH HW C

La premiére étude sua régulation Bvia O %10 fut réalisée danginflammation intestinale chronique.
Les souris ayant eun «knockout .2 @ SRXU OD FKDVQH . GX UtprEKOS &VdellesillKOY FHOC
développent spontanément cette maldtiee £té observérdgre ces deux mutantX QH GLIIpUHQFH GDQV O
GH OD JO\FRSURWPLQH &' G j OD VXUIDFH GHV /% LVVXV GHV JDQJO

effet, en comparaison aux souris-1l0KO, la protéineCD1d estplus forement exprimé par les LB des souris

ter .KO (Mizoguchi, Mizoguchi et al. 20(21l est intéressant de noter que la queue cytoplasmique de CD1d est

associée aux cascades de sigatibn impiquées dans la transcription du géht0 {Colgan, Hershberg et 4l.

1999. De plus, lorsqu€D1d Q THV W S D \Onfthh8natioR ptestinaleléveloppéeastbien plus séveré-IG.

5),
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FIGURE 5 &KURQRORJLH QRQ H[KDXVWLYH GHV WUDYDX[ VXU OD U
lymphocytes B et phénotypes des cellules B10 murindsa régulation de la réponse T par les cellules B a
surtout été observée dans des modéelkkdYLRSDWKRORJL T X AY LespE bi@piGe Qadrits parfinkl€s

LB spléniques TMZP, CD5 CD1d°" ainsi que dans la population des plasmablastes.
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Ce role régulateur des LB prodaet U V -B0[ndmméB10 (lwata, Matsushita et al. 20},Ja par la suite

été confirmé dandeux études baséesrsles modéles murins déficients erllQ. Fillatreauet al. ont étudié les

LB régulateus (Breg) dans O 1($( L Q G X Lakhiklis Dligodéndrocyte glycoprotein (MO®) Dans cette

étude, des souris sauvages ont été irragi@esreconstituées 80% avec de la moelle osseuse de souris pMT
déficientes en LB, eta 20% avec de la moelle de soutiOKO. En conséquence, ces souris chimériques ne
FROQWLHQQHQW SDV GHO/maiSa0% @es Rit&DaenB0%Tdes LT expriment cette cytokine.

LeV VRXULYV VDXYDJHV LPPXQLVpHYVY SDU 02* RQW XQ SLF GX VFRUH (
Comme ila déja été démontré par Wat al. OTDEVHQFH GH /% QH SHUPHW SDV FHWYV
souris possédant des LRO .2 Q T H QGuslenttQpas dans cette phase de rémissinfin, des LB de souris
VDXYDJHV GRQW OID aStté mauXd-par MG oBtetd purifedsvivg puis transférés dans des souris

chimériques dont les LB soiilOKO. Il a alorsétéobservé que les souris chimériqgues malades sont entrées en

UpPLVVLRQ FRQWUDLUHPHQW [BA(Q FVIBtPéBULS?Wé’eNiEe@ﬂ.RCFRMrS@pVOtEbtd!KNX GH

descellulesB10a également été décrt DQV O 1D U W K Udolagene QeGypeé WHXEB TUXPGHOOHYV \ SH

une inhibition des réponses Thl et Thl/&auri, Gray et al. 20(Carter, Rosser et al. 2Q1(FIG. 5).

La communauté scientifiqu¥ 1 HV W [pEUF RENG le#lB ayant un phénotype HLO" comme des B
régulateurs et ce, quel que soit le modgbathologiqueutilisé. Dés lors, ls études ont eu pour objectif de
perfectionner ce phénotype B10 en tentant de détermpmersémentes populations de LBnpliquées dans la

sécrétionO $10.

Les populationsle cellulesB murires productricesG 1-10

'DQV OYDUWKULWH L Q,dXLéE hbsemd)gue tes BRéddeyded qd@sHsouris en rémission
exprimentplus| fL-10 que ceux des souris étanhglaine phase aiglie de la mala®ieis, il a été montrque ces
cellules B10 étaient majoritairement CI¥2%, CD23 et IgM™™, ce qui correspond aux phénotypesLB T2
précurseurs delLB ZM (T2-MZP). Aprés un transfert ddsB T2-MZP dans des souris syngéniques immunisées
par lecollagéne de type lle score cliniueG H O  Dohs@redidit Widins élevéue pour les souris ayant recgu

des LB Fo ou.B ZM. De plus, les LB T20=3 LQKLEHQW OD S URIBX W VR la&gcrifion
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@f- /HV DXWHXUV RQW pJDOH P H Q Wa GpthBeQMil LEmit TidépeminteddaLcBritatt L R Q

cellulaire (Evans, ChaveRueda et al. 20(7 Les sourisil1l0OKO ont plus de lymphocyte$h sécréteurs des

cytokinesinflammatoires IFN  H W17, /et possedent moins de Trgge les souris sauvages. Careml. ont

démontré que la balance entre legphocytes Th1l/Thl7 et les Trpguvaitétrerétablieaprés un transfert de LB

T2-MZP issus de sourig10** dans les sourig10™ [Carter, Vasconcellos et al. 2d1Comme il a été présenté

SUpFpPpGHPPHQW OfH[SUHVVLRQestute Q3 ca@dtErRtBuER YhprioQpiqués des B10.
Yanabaet al.ont étudié le potentiel régulateur des LB CIfCD5" GDQV XQ PRGqOH PXULQ GYTK\S
contact. Cette réaction inflammatoire est orchestrée par leold la dépendance& HAG) qui est présenté aux

LT par les cellules de Langerhans de la pagantmigré dans les ganglions lymphatiquirsinants.Dans ce
PRGgOH DXVVL OD SUpVHQFH GHYV /%Esdotdpgaiaigdn@uk sOuri® savveesdl§ L Q1 O D
Fla SUR G X F WIDRaD e fellules B de la rate et de la cavité péritométikges par des LRSt plus élevée

dans és souris transgéniquesgui surexprimat CD19 Les cellules B spléniques 410" ont ensuite été
caractérisées comme étant majoritairement CTI€CD5". Il a été démontré que le transfert de LB CB%Ed

CD5' spléniques das des souris sauvages déplétées enBG XLW OTLQIODPPDWCER GsHtttQ pH S

étaient similairesguele transfert ait été réalisBYDQW RX DSUqgV O DAY {HWhaERoOdzY @t\*.L RQ S

2009. De méme, les cellules B CD1° CD5' issues de souridonreusesCD20" limitent les symptdmes de

OT($( DSUQV DYRLU pWp WUDQVIpépiptdes eB DEBViteGaiine imROObSLpOragsonyi D J H V

Ac monoclonal antCD20 (les LBcd20” VRQW UpVLVWDQWYV | O-DDE)p SP seRI€s BD U O 1!

CD20" transférés qui ne sont pas CITHCD5" ne régulent pas la progression de la malddietsushita

Yanaba et al. 2008

La molécule TIM1 (T cell lgdomain and mucin domain protel) a également été utilisée paiablir
un phénotypeB10. TIM-1 est une molécule de costimulation qui module la différenciation des LT CD4

effecteurs./HV FHOOXOHV % TXL OYH[SULPHQW V Rd@natek! purit ByahtHe¢u Hrii@ %

JUHIIH GIfvORWY GH /DQJHUKDQV SHUPHW XQH PHUOOQDikXWekhoweXd)YLH G

2017). De plus, notons que les cellulesI®1d°™* CD5" sontparticuliéremenenrichiesen LB TIM-1*. Enfin, il

a également été décrit que les cellules B1R11b CD5) du péritoine représentent une population enrichie en
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B10 en comparaison aux B{ED11 CD5) HW OLP LW HQ Wré3¢nteQdr® BePlid M tdsiipale

Maseda, Candando et al. ZT)_’LEn conclusion, il est importamle considérer que les phénotypes utilisés pour

identifier les B10 ont desedondanceset cemalgré des différences de localisatipnisqufLOV VRQW UHWUR.
la rate, le sang, les ganglions lymphatiques, et le périteineffet, les LB T2MZP expriment CD1d, une partie

des cellules CDIY**CD5" expriment TIM1, et les Bla sont positifs pour CD5.

Les cellules B ayant atteint un stade terminal de différenciation en plasmablaste/plagossytienia
FDSDFLWp GH VdB.UgsWduR QOBA Hex@ifhet la protéine Thy 1.1 (CD90.1) sous le cdidrdes

POpPpPHQWYV UpJXODWHXUV GITXQH FRQVWU X fansgéh@1 - KSLRP/R.V FOFIBIOFU HIY

OD VXUIDFH GH 7K\ HVW OH Ll@iI\@#th,CE—IhIrri@]ibnStLHRGOf]EWLIIiHSQ‘]tGeﬂ,/

modeéle murin, Masedgt al.ont pu séparegx vivoles cellules B IE10" (Thy.1.T) induitesin vivopar des LPSI
a alors été démontrd XTHQ FRP SDUD L-MRI€s IBAL-10%onicapables de sécréter des Ighm, lien

avecune surexpression des ger@snpl, xbpletirf4. De plus, les auteurs ont observé que ces B10 peuvent

également produire des Akg-spécifiques ainsi que des alito{Maseda, Smith et al. ZOrLZ‘ DQV OT(%(

Matsumotoet al.ont démontré que les plasmablastes CDI3B44°™ sont les principales cellules qui sécrétent

O 110. Ces plasmablastes-1I0" sont particulierement observés dans les ganglipmphatiques drainants et
UpGXLVHQW OYLQIODPPDWLRQ GDQV Of($( LGEE)W H VSD HWZHQWLEBO
S UR G X F WID RaD leG fllasmablasténfin, il a été démontré que SODVPDEODVWHY UpGXLVHQ)
molécules de contact CD80 et CD&Mda surface deBC, ainsi que leur expression des géigst ill2a. Les

auteurs ont expérimenté une culture mixte awdes DC, des LT CD4exprimant un TCR spécifique de MO&

des plasmablastéd0** ouil10™. Il a été constaté que lorsque cette culture a été réalisée avec des plasmablastes
110" OD SURGXFWSIRD GHV)17 pWDLW LQKLEpH (Q U H wH3epedoisqiieHawW WH U
culture mixte &té faite avec des plasmablast®8”. Le potentiel régulateur des plasmablaste40L VIH[SOLTXH

QRWDPPHQW SDU OHXU FDSDFLWp j LQKLEHU OYDFWLYLWpPp GHV '&

Matsumoto, Baba et al. 20[L£Enfin, Shereta. RQW REVHUYp DX FR X $ama&llsQ ptese@deH FW L F

de plasmocytes CD1%% prRG X FWH-XU W W $8of Lés auteurs ont démontré quaWR XW FRIBPH OFY,

O%,/ HVW QpFHVVDLUH SRXU TXH OHV VRXUSMHMW&HM.@VT@:FI(B@.($( HQWL
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/IHV SRSXODWLRQV GH O\PSKRF\WHV % KXPDLQV SURGXFWF

La tolérance immunologique ainsi que la régulation de la réponse inflammatoire sont deux notions
complémentaires.& KH] O +RIP¥YH/%O07U VHPEOHQW rWUH LPSOLTXpV GDQV
OYDOORLPRPWOPWIHQW SDU UDS SR ubsentOMzis\ap€a-He Wur RitQatibiX dehttal dens

le développement lymphocytaire B, les LB Tr. CB24-D38°™ sont égaément considérés comme des Breg

Blair et al.ontmontré que la majorité des cellules B CB¥dCD5" circulant dans lsang chezO 1+ RP P H
sont égalemerdes LB Tr.CD24°™ et CD3&"™. De plus, aprés avoir été siéx vivq les LB Tr. sont capables
G T L Q K ldiifé#duciatibn des LT conventionnels en hositifs pour IeETNF-. H VIFND JEn outre,la capacité
des LB C24°™ CD38°™ & inhiber la réponse inflammatoire des LT CDAY H [ S O lpartieidaHeQr capacité a

SURGXL10H &HW/WH IRQFWLRQ UpJXODWULFH HVW H[DFHUEpH VXLWH |j

voie de signalisation dans laquellgdeteur de transcription STAT3 est implichair, Norena et al. 2030

JHV /% UpSRQGHQW j GHV VLJIQDAY[ FBH\R QWO FMX 6 HU CIRIILUHQ H

YLUDOHV DLQVLQHWV|SBXNYV B5WRRENIHUM MIQHY FHOOXOHV % VRQW FD
V p F U p ALei dié fachn/epontanée (Q UHYDQFKH VXLWH j FHUWDL QHM péwwéte X O D W

LQGXLWH GDQV GHV /% TXL QH O §ddednittsRant apaelss [§aBY0,Lp@ydnite <l B1Q W

Iwata, Matsushita et al. 20JL1

Les LB Tr. ne représéent pas la seule populatioellulaire % KXPDLQH FDSDEOH0.GH SURG
effet, la populatiorB CD24°" CD27 contientdes B10 etlesproB10. Ces cellules sécrétent (sans stimulation)
S O X V-1Gdlg/les. B CD24%""*SCD27. En comparaison a ces dernides, LB CD24™ CD27 répondenplus
HITLFDFHPHQW j OfHQJDJHPHQW GH'X&'SRXOKX |V pFal(p B XSSl ation
par un Ac antiCD40 ajoutée a celle apportée par des motifs @ION a été montEe comme étant
particulierement SHUIRUPDQWH SRXU LQGXL-UHpa®D leS PrBEAX FeWdrdbgble@ent @ey ,/

OTH[DFHUEHU SDUPL OHV % in Htr&@&I¥s celiDleDB LG pFrRoat Vi bapacité
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de limiter la productin de TNF. desmonocytes, et cela de fagcon-Il0 dépendantelwata, Matsushita et a||.

2011.

également mis en évidence une nouvelle population® IgD27" capable de produire cette cytokine.

En 2014, Khodeet al RQW FRQILUPp OD FDSDFLWp TXIRISVauletty oMt 7U

Contrairement aux LB matures EB mémoires IgM les cellules B ménires a Ig/ ont été décrites comme
FRPSpWHQWHY SRXU LQKLEHUR,EDe SNFR GORWQ R Q. R phis) les LB mémoires

a IgM ainsi que les LB Tr. limitent la prolifération des LTCD@ RWDPPHQW DX WUDYHIWOMEGH OD
HITHW OfTXWLOEWVRWKXPRQ W TOHIL LBA-Féduit e it YddentieDrgulateUen outrele contact

FHOOXODLUH HVW XQ pOpPHQW LPSOLTXp GDQVDEGWIGRAIOWLEQWHR®Q] GEH QO

10 {Khoder, Sarvaria et al. ZOrLéFIG. 6). Bouazizeta. DYDLHQW GpMj GpPRQWWourFéhgerD SSR L

OD SUROLIpUDWLRQ 7 (Q HIIHW OHV DXWHXUV RQMWO0 x8¢rdtée lpsrpéds G HV
LB activés Aprés ajout des surnageadtmns la culturee@ LT conventionnels, il a été observé une inhibition de la

prolifération de es derniers. Cette inhibitiopWDLW GLPLQXpH OR U9 TuX bloqdeperWin. X Wp G

bloguant {Bouaziz, Calbo et al. 20J.ONotonsaussi TXH OYLQKLELWLRQ GH OD SUROLIpl

QpFHVVDLUHPHQW G Bi#iDeBtBEcessitus ton@dt cellulae notammentia O fLQWHUDFWLR

les molécules CD80/CD86 des LB et CD®XLT (Lemoine, Morva et al. 2031

30



FIGURE 6: Cellules B productrices GILQWHUOHXNLQH HW IR QFWILaRpbductiomJ X O D W
G 1-10 principalement décrite pour les cellules B mémoires et transitionnelles peut étre associée a trois fonctions
régulatrices OJLQGXFWLRQ GH 7UHJ OYLQkhELWWER @-NGHHOD OFILIQKU H Q WIL R
SUROLIpUDWLRQ 7 /HV FHOOXOHV VpFUpWULFHYV GY$F DLQVL TXH GH
pJDOHPHQW FDSDEO-HVHMH GILREXIEHH @PD/UpSRQVH 7 e bta@medtHV FH
WUDQVLWLRQQHOOHY VRQW SDUWLFXOLqQUHPHQW FRPSpWHQWHV SR
GYfY,/ HW LOQKLELWULFHY GH Of{DFWLYDWLRQ GHV '& HW DLQVL GH OD .

Toujours @ns le sangériphérique, les plasmablastes CD2B27°" CD38°™ ont été montrgcomme

S UR G X F W-HOXAUMra@efis Gufi modélede différenciationin vitro, il a été observé quedeglasmablastes

ainsi que les plasmocytes CD13&duits en cultureexprimentfortement O $10 (de Masson, Bouaziz et TI.

2019. De plus, &s cellues IL-10" induites par une stimulation du CD40, par des CpGL HW GH4, 0T,/

présentent un profil transcriptionnel proche de celui des plasmablastes avec une induction dAsCgNes

IRF4, PRDM1 DLQVL TXTXQH EDLVBGLG@AHPS ltriEset Vemis @n GuHureles B10 induitse

différencientetVpFUgQWHQW SOXV GT1,J0 HW G0 vib* XTX H | OHHW B K O-@0 KEHA/HWG H  C

Drozdenko et al. 20}4Enfin, il a été démontré quessl LB CD27 CD38 obtenus apres différenciatiom vitro
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sont @pables de sécréter degM et O %10. De plus, és cellules B immaturesansitionnellesCD27 sont les

plus compétentes pour se différen@erplasmablastes CD2ZD38 V p FU p WHX|

2014.

Chez la souris, les cellules Bla ont été décrites coBiAeGriffin et Rothstein ont cherché identifier

Mat&ufinato, Baba et 4

leurs homologues humain&n se basant sur un phénotype B1 (CD@D27 CD43) déja décritFKH] Of+RPPH

Griffin, Holodick et al. 201}, les auteurs ont pu mettre en évidence une population rare de B1 exprimant le

CD11lbetayantun fotSRWHQWLHO S RXé&h dompadbsontdix delflilels matures et mémoires @D43

aux B1 CD11b Les B1 CD11bsont capables de limiter la production de TNFSD U O H V derfagon 11:10

dépendant¢Griffin and Rothstein 20)4FIG. 6).

/91 pW X GHE1@ Hans un environnement allergiqgue a permis de mettre en évidengg@cknismes

cellulaires T et B impliqués dans la tolérance immunologiglie.favorise OD SURGXFWLRQ GT,J* W]

LQKLEH OD FRPPXWDWLRQ GH HOAO

IgG4 ont des propriétés aniQIODPPDWRLUHYV H[SOLTXpHV SDU XQH )b LH

der Neut Kolfschoten, Schuurman et 2007

QIDFWLYHQW SDV OD H

\RIVdEDAGBH v& SRR & Ol plf

BBQAN, Hale et al. 199

8

JENTHIN YL 0N eON 20 as?emge@méom HueSlesU O

SET)

H DIILC

. Enfin, les IgG4ne peuvent pas former @emplexes immuns et

Les étudeportant sur la régulaton &EpFULWHY SUpFpGHPPHQW VH VRQW -FRQFH!

10 par les LB en ciblant une population cellulaire particuliere avec une dénagpdloei. Van De Veeret al.ont

choisi une approche dffé HQWH HQ UpDOLVDQW XQ genp3NeXpBriks PfrXe€3 ddlQlésHBIE O H

VpFUgqW-HRQ WHPHQLTXHPHQW OHV DXWHXUV RQW S$X | \OROH Goddl B ¥ XKH

permettant la capturde OD F\WRNLQH HQ VRUWLH OG&énomirpiklLgenednt &éraofitttsR F\W R

surexprimés pales LB IL-10" en comparaison alxB IL-10, dont,/ 5 .(codantCD25), NT5E (codantCD73)

et TFRC(codantCD71). Ainsi, les cellule® IL-10" ont été décrites comme CD26D73 et CD71 etinhibent la

prolifération des LT CD4V S p F L | L TAY.H e6atteOr§ ont aussiontré que des IgG4 étaient sécrétées par les

cellules 1L-10" suite a une stimulation de leur TLRDa été observ@ue ks cellules B spécifique§& Hallergene

ont des taux élevésed transcrits de&dgfs4 et G HLAQW. De plus,ds patients allergiguesntaminégpar levenin
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GYDEHLOOH S RBY@d@¢ @sVpate@eyant Gcu une immunothérapie spécifiquevdain {van de)

Veen, Stanic et al. 20J.Fn conclusion,ds LB IL-10" semblent avoir un réldans la tolérancauxallergénes au

WUDYHUV GH OD SburR@GXtRaMsLIR tiGHeltasmocytes régulateurs.

LHV pWXGHV FKH] O 1 +aRdemifier RQoalluleK BidquiFoktda capacité intrinseque de produire
O 110. Une autre approche a été envisagée afin de déterminer les conséquences plemnetyfoigctionnelles
GIXQH VXUH[SUHVIVQBRLEH GP,QV OHV /% SD U cidahDi&génél FONSLaRiCEt G 1 X Q
al. ontobservé TXH OHV /% WUDQVIHFWpWp ¥ X W HUW PH@XW GHLR etWwisJde QL VW
VEGF (vagular endothelial growth factogn comparaison aux LB transfectés avec un plasmidatble». De
plus, ca cellules B ont des niveaux ttanscrits de PRL1 (programmed cell death 1 ligand 1), de CD40 et de
&' VXSpPpULHXUV DX[ /% TXL QHO.\AKSEILHEESUrBXdrésdionSsBrivniddifle OTH[SUHV VLR
GH SURWPLQHYV LPSOLTXpHV GDQV OdgmsiFquedanfarsédré@ontieVkhol@dtles B W D FW
inflammatoires En outre, ceti LQGXFWLRQ G H,-AD fndyiSudeitranscripti@n@es genBs4 et XBP1
LPSOLTXpVY GDQV OD GLIIpUHQFLDWLRQ WHUPLQDOH HQ SODMPRF\Wt
dans les LBeur permed § L QeKl& Hifférenciation de$1DDCs (monocytederived dendritic cellsginsi quela
sécrétion d la cytokine inflammatoirtl.-12p7Q Enfin lorsque des PBM&Iperipheral blood mononuclear cells)

VRQW FXOWLYpHV DYHF @bl \éeur @wolféxatidn [eStG ] P ¥ Qifhibaefjue lorsque laulture

estfaite avec des LB notmansfectégStanic, van de Veen et al. 2015

2) Immunorégulation par GIDXWUHV PROpOXYWHHOAXNLQH

/IH JUDQ]J\PH % VRXV OH FRQWU{OH GH OfLQWHUOHXNLQH

Le granzyme B (GrBkest une sérine protéase principalement produite par les cellules NK et les LT
cytotoxiquesElle LQ G XL W &©Odeb &Rues\cibdes. Par exempés Treginduisent la mort des cellules T

effectrices epeuvent aussi en inhib& prolifération. Ces mécanismes sont indépendants de la perforine et font

LOQWHUYHQLU OH *U% DL Q Ydonfie X @t &l.FQ(OIfB\LBSDWpIESH&:@O((@QDSIDM Bgalement

FDSDEOHY GH SURGXLUH OH *U% HNal’(Esﬂldlr@rtOl’_oErthet(alDZETﬂ)JROLlpUDWLRQ
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/9,421 induit la différenciation desB HQ SODVPRF\WHV GR XQ HO YIWAHERDRE®D\W H R Q

Ettinger, Sims et al. ZOTS /IRUVTXH OD VWLPXODW2RESt &pliuétdcorfodtdment( a/

OTHQJDJH P H GaWwroGuxtiorh &5rB est induite et cela, de fagon plus prononcée dans les LB naifs que

mémoires|Hagn, Schwesinger et al. 20®e plus,/HVY VWLP X O ILV21 & Q& uB\D ahtiM ont été

démontrées comme efficaces pour induire des LB 'Gnjoritairement CD5 FDSDEOHYV GYJLQKLEHU OTL
desLT CD4" &HWWH VXSSUHVVLRQ SRXUUDLW VGH3 0D TGXQYW SDOJ RKHD VI IHW
D pWp PRQWUp TXH OLQGXFWLRQ GH OD SURGHKWWLRQQ GMHJI HEN GB/D GV

accompagnéeSDU XQH KDRVUWNVER@GIDXWUHYVY PROpFAMNIAYt QORPAQRO pDPRQ

2,3 doxygénase (IDO]Lindner, Dahlke et al. 2033IDO est une enzyme qui réduit la quantité de tryptophane

dans le milieu. Son activitéonduit a un arrét de la prolifération des LTaatorise O pPHU JH Q FNMNGH 7UH .

Sharma et al. ZOTFSharma, Huang et al. 2Q1Enfin, il a été montré dans la leucémie lymphoide chronique

/1& TXH OD GRXEOH V-2llePdeOrnotd G@DSIDnduidd]sétion de GrB par les LB. Ces

derniers dévoilent alors une activité cytotoxique et sont capables de tuer les cellules autbleguesomsidérés

comme des LB suppresserahrsdorfer, Blackwell et al. 200(FI1G. 7).

FIGURE 7 : Mécanismes régulateurs 1-:10 indépendants des lymphocytes BLfHQJDJHPHQW GX % &'
O LDLVR1&#uiserfila/production de GrB dans les cellules B. Cette protéase est capable de dégrader la
FKDvVQH GX 7&5 HW HVW DVVRFLpH j OTLQKLELWLRQ GH OD SUROL

34



stimués par des motifs CpGDN expriment IDO qui leur permet de contrdler leur différenciation en
SODVPRF\WHV HW GYLQGXLUH GHV 7UHJ HQ DH-EBpieldr WHiHReDr QUYTBR OD S
CTLA-4 est également important pour la différetioia de LT conventionnels en Treg producteurs de -TGF

Enfin, la forte expression de POl permet aux cellules B de limiter la différenciation des LT Cb# Tfh

Khan, Hams et al. 2015

Le CTLA G D Q VIGFD/IDO

La protéine CTLA4 a un réle inhibiteur eEORTXH OH VLJQD OedrAdléecul§p@®DBEDSE W HQ\
exprimées a la surface des CReAJe CD28desLT. Il a été démontrdue laprotéine de fusion soluble composée

du CTLA-4 associé a une immunoglobuli(@TLA-4-1g) induit OD S UR G X FW IS®RQD®{Ehmann

Orabona et al. 20(2La reconnaissance du CTER par lesDC favorise O D FW LY LD¥ plu§ Yes dreg

DFWLYpV SURGXLWVKQW BEXOWHR G X FW LU&QCG/ M2 SSIHY Stituiv@ dE RTLAS

par les Tregest impliquée dans leur capacité a maintenir la tolérance, au travers de leur activitéD¥Dr les

Fallarino, Grohmann et al. ZBﬂ)Grohmann, Fallarino et al. 20PEgalementCTLA- HVW QpFHVVDLUH |

G 1 X Qrd nmvl¥cule immunomodulatricde transforming growth factor (TGF). En effet, CTLA4 est capable

Grduire la différenciation desT conventionnelsle souris sauvages Treg|Zheng, Wang et al. 20P6

&KH] Of+RPPH OHV /% DEWLWRY VS IFD STHAO 8egFHipd Ges LUEDAG H V
IL-10%, ainsi que des LTRB4" TGF * 'H SOXMO HVYW LPSOLTXpH GDQV OYLQK-LELWLR
etle TG~ dans la limitation de la prolifération des LT. IDO peut également étre produite par les LB ictivés
vitro (Q DVVRFLDWLRQ DY-HF,QDPSWLYLMW P A XQKREELWLRQ GH OD SUROL

possiblementD X WUDYHUYV G Hre@. Eof@ GeXHWVWAL RHY WHKQ DFWHXU HVVHQWLHO SR

SDU OHV /% SRXU OfTLQKLELWIDR@ \GIH TXMH SWW&QTNBWIUFBU@a@H&MI./?

2019 (FIG. 7).

(Q FRQFOX-Ya, ®Q le DR/ et le GrBreprésentent des facteurs solubles essentiels aux activités
régulatrices ge possederes LB. Egalement, les signapergussuite au contact cellulaire représant une part
importante dupotentiel inhibiteur des Breg. En effet, CD40, CD80 et CD86 soas anoléculesmpliquées
parfois en association avec la sécrétion de cytokigess la régulation e réponses proliférativet

inflammatoireT.
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B) Les signauxinducteurs GfLQWHUOHXNLQH GDQV OHV O\PSKR

Parmi les LB spléniques CDPEf CD5' ont été identifiés des B10 et des proB10. Yoshizdkal. ont
pOpJDPPHQW GpPRQWUp G D Q V"apEs$ provenaht @eHouridZirg, 'cd@0” ou mhcll”,

transférés dans des sowr@l9” immunisées avec MOG, ne sont pas capables desfitai sévérité de la maladie

en comparaison aux B10 et proB10 issus de souris saupagaszaki, Miyagaki et al. 2032En conséquence,

la présentation antigéniqueDl UHFR Q Q D L \-21DIQdortackil CMLLOQWHUDFWLRQ &' &' [/ HW
GH OTLPPXQLWp LQQpH VHPEOHQW rhWUH GHV SD UBDW qS\RXHV ALIPLS KU D

réponse inflammatoire-tiépendante.

1) /TLQWHUO KHXNLQMHL Q I O XgHaFmhée&dtVJ PFHSWHXU jd@TDQWL.
CD40 et des autrescytokines

Les lipopolysaccharides et les motifs CA®N

Les types destimuli et les réponses cellulaires qui en découlent inflesentOfH[SUHVVLRQ HW OD
G H Q@ Qertainsmotifs moléculaires assosi@ux pathogénes (PAMHavorisentla différenciation des LB en

plasmocytes et, pda, la réponse humoralErieg 2007. Les LPS et les motifs Cp@DDN font partie des

PAMPs HW OD WUDQVGXFWLRQ GHV VLIQDX[ VXLWH j OTHQJDJHPHQW C
protéine adaptatrice Myd88. En 2011, Newtsal. ont étudié FHVY FHOOXOHV SURGXFWULFHYV
infection bactérienne p&almonella typhimuriunSalmonellainduit des plasmocytes spléniques CDC®D138

ILI0* HW Of$51RO®H D BDYV pWp REVHUYp G D.Q¥F pDsie nbribGe @ Dasrvocytess: '
DLQVL TXH OH QILMYHDRQM $BUPLQXpY ORUVTXH OHV /% QYH[SULPHQW

EDFWpPULHQQH OHV /% QRXYHOOHPHQW G L-L0pipliquée.gavs l QupPressiohP R F \!

de OTLQIODPPDWLRQ SUpVHQWH ORUV GH OD UpSRQVH LQ@eks|HW FF

Lampropoulou et al. 200 1RWRQV TXfHQ RSSRVLWLRQ j OD VRXULV OYH[SUHV

TXDVL QXOOH PrPH DSUqV DFWLYDWLRQ FHOB@QI@@BG}JSHO@(&DZ@PB)YHUVI

Cette difféerence inteHVSqFHV MXVWLILH OfXWLOLVDWLRQ SO Xurihg,eTaded QWH
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motifs CpGODN pour activer les cellules B humain®sir exemplestimuler les cellules B murines par des LPS

HW SDAp&MieftOD VpFUDpW YRQ@bE Boliaziz et al. 20[p8oshizaki, Miyagaki et al. 2034FIG.

8).

FIGURE 8 : De nombreuses voies de signalisatiortroisées ou uniguesSHXYHQW LQGXLUH OfHJ[S
géeneill0 dans les cellules B/ { DVatdh du BCR, de CD40, des TLR9/4AGH-O%, HW GH SOHQWUDLQF
XQH SURGX-EOApERE3 LB Mg kpuissance de cette induction semble dépendre des combinaisons de
stimulations percues par la cellule. Par exemple, une double stimulation par un-ByMaeti CD40L est plus
HIILFDFH TXIXQH VWLPXODWLRQ MQRS&SOERSOHNAt &0 &htrS teXces co@itsndisdnsietO |, /
SDUWLFLSHQW j OTDPSOLILFDWLRQ GHV VLIJQDX[ %&5 &' 7$&, HW
transduction des signaux des voies TLR9/4, est impliquée dans la différenciation terminale en plasmocytes
producWH X U-WW.G T,/
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(Q RXWUH FKH] Of+RPPHn vio® G&iL IR plOIDXPOUHDW %R Q SODVIBRF\WH

implique des étapes de stimulations spécifiques. De Magsain RQW XWLOLVp XQ SURWRFROH G

avecdesCp&'l O45 O4¥,/ O4,/049,/&" | HW-QdEMisson, Bouaziz et al. 2415

/I THQJDJHPHQW GX &'

Les stimulations combinées par un Ac monoclonat@b40 et des motifs Cp@DN ont été montrées

FRPPH SOXV HIILFDFHV TX{XQH VODNPpo@ Dnduirdk Ges >XBQOL &t XprbBHIDdikR, (& S *

Matsushita et al. 20J1'DQV XQ PR G q6AE iRdKiteLp@ MBI, il a été montré que les souris sauvages

irradiées puis reconstituées avec une moelle osseuse chimérique (80% uMTcd20% QTHQWUHQW S|

rémission. Le contact cellulaia OfLQWHUDFWLRQ &' &' / VHPEOH -18,@ssaixlV GH

pour inhiber la réponse inflammatoire des rFﬂIatreau, Sweenie et al. 200Poeeta. RQW pWXGLp OfLPS

GH OD YRLH &' GDQV OfpPHU dinmodéle GuHiN détibledhsyeXiqid sbiexpiniaati40I

et cd22” /I TDEVHQFH GH &' HVW UHVSRQVDEQIleEs B E¥QBcKRISCHIutDUR&V LY D W
prolifération aberrante suite a une stimulation de leur CDé(Qlus, les deux types de souw4O0Hransgéniques

ou cd2XO produisent des autoAt.es auteurs ont observé que le nombre de B10 était particulierement élevé
dans les souricd40Hransgéniquesti2ZKO en comparaison aux souris uniquemed2ZKO ou cd40F
transgéniquesCes derniers étaient majoritairement @3 CD5', et leur transfertians des souris sauvages

limite le score G HEAEinduite pauneimmunisation par MOGDe plus les sourisd40Hransgéniquesti2ZKO

RQW XQH SURGXFW L ReQgGoDeXcélldLdRZK O oS $DiIXIWIRIS20)IENfin, il a été démontré

TXH OTHQJDJHP Fagpiée @ X HE&S U H V V L1R Qar Gkl céllyled Bsuite ala phosphorylation de

STAT3|Blair, Norena et al. 20J{FIG. 8).

/I THQJDIJHPHQW GX UpFHSWHXU GIDQWLJgQH

/ID PDMRULWpPp GHV PRGQqOHV PXULQV TXL RQW pOVW0 Xdand @LVpV
UpJXODWLRQ % VRQWFGpS.H QI@GRHenahy dGBCROSne des options qui a été envisagée

SRXU LQGXLUH O DBLOSdntReGaitFe¥dnsRel LB fle/souris NOD (nadbese diabetic)Ces souris
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développent un diabéte & \SH DXWRLPPXQ RUFKHVWUp SDU OHV /7 FDUDFWp
GHV VORWY SDQFUpDWLTXHV SURGXLVDQW OfLQVXOLQH ,0 D pWp C
SURGXLVHIQW GRUVTETLOV VRQW W-IYM X plysVleS DurisXNQDanEuSdmr des

LB de souris NOD stimulés au niveau de leur BCR ont une incidence de la maladie plus faible que les souris

NOD recevant des LB stimulés issus de souris NKDID. [Hussain and Delovitch 20p7

La cytokine BAFF et ses récepteurs

(QILQ LO D pWp UpFHPPHQW GpPRQWUp FKH] OT+RPPH XQ U{OH
10 par les LB. Saulepastoneta. RQW UHPDUTXp TXIXQH VWLPXODWLRQ-1®pal %3$)) |
les LB provenant de volontaires sains, ou bien de patients atteibtsCde/ {fDMRXW GI1$F HAREXDQW YV
anti-BAFF-R (récepteurs de BAFFYU p G XLW O D Vifpar ped/R de@ni®ihs/ou de patients LLsEimulés
par BAFF et des Cp®@DN. De plus, les souris déficiestpour TACI et BAFFR ne sécrétent que peu ou pas

GY./ (QILQ OHV VRXULV .2 SRXU 7-$&en @pbnvepdek) sfihUih@pné faiDdes GPS, de

CpGODN et par BAFHSaulepEaston, Vincent et al. 20.9 est intéressant de noter qUACI, et les TLRs

ont en commun la protéine adaptatrice Myd88 lors de la transduction des signaux initiée suite a leur engagement.

JTLOQWHUOHXNLQH

/1,435 est le dernier membre décrit de la famille des cytokines hétérodimérigli2sHlle est produite

par les Treg naturels et participe a leur activité suppregSivieson, Workman et al. ZOT).?EIIe est composée

GIXQH FKDVQH (EL (%9 LOQGXFHIR/BHABW G PREHREDIRIE Hale @He

in2a. /91,4 LQGXLW GHV /% -SURBSO-BVHXW GILOKLEHU OD SUROLIpUDWLF
/% VSOpPQLTXHV VWLPXOpV SDU GHV /36 GHYLHQQ W eRdrRSpanel QW ST
GIDYDQWDJH O D-35 parlesX_BVDE BIGs, BYLB 185" sont particulierement enrichparmi les LB

CD19°" CD5' IL-10". En outre)e transfert adoptif de Breg induit avec @e%3% recombinante dans des souris

atteintes G | X&qutowmuneSHUPHW GIDPpOLRUHU [@/Ehgy FRW ZB]T&III@g&%IihEmDGLH

pWp GpP R QWBU pelr &ttd &Defée apres une stimulation du TLR4 et de CID&igen, Roch et al. 204
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Lescytokines interféron de type 1

'H IDORQ JpQpUDOH OHV ,)1V GH W\SH , VRQW GpFULWV FRPPH

induisent la production de BAFF, activent les LBfatorisent OD S UR G X FW [KRUQbiG T DA IR$ & .

2004(Kiefer, Oropallo et al. 20)2Malgré cescaractéristiques, , )-1 est utilisé comme thérapie dans sclérose

en plaque(SEP) (Panitch, Goodin et al. 20p5ParadoxalementO )1 D PRQWUp XQ U{OH SUF

OfLQIODPPDWLRQ QRWDPPHQW GDQV O{U8$ (CRIssirCt BIOW 43¢hubertetyY IRQF

a. RQW WHQWp GH SUpFLVHU SDRJITWHSORXB QBIRRLY P PR DOV, RiBstednid p VHQ V
nerveux centrahu cours de la SEP. Que ce soit chez les patients atteints de SEP traités paRIKNELHQ FKH] C
témoins, il a été observé que le pourcentage de B10 était plus impmatarities LB Tr., que dans les LB
matures ou mémoires. De plus, la stimulatiordpaD §,) HQ S O XV -BCR$ antiC/ et de Cp&DDN)
DXJPHQWH OD (@ pdd [e8VRBRIQs frdvehant de volontaires sains, en comparaison aux cellules qui
QTR QW S D V- Utkhtin laGfésehce des LB est nécessaire pour que le traitpareliN DSSOLTXp j Gt
VRXULV ($( VRLW HIILFDFH (Q HIIHW OYDEVHQFH GH /% GDQV OHV V

GH OTLQILOWUDDM GO D7PERHOOH pSLQLQUH TXL HVW YXH GIDQWMSOHV V

traLWHPHQW- SBWWO®DUJIHPHQW GpSHQGuB@hNuert,cmeoabzsrwmspQFH GHV /%

2) Les mécanismes moléculaires qui contrdlent la productiotdW OJDFWLYLWp GH
Onferleukine 10

/ 1,410 interagit spécifiquement avec un récepteur de surface, composé de deunitgsugui appartiennent

a la famille des récepteurs cytokiniques de clasg€RF2) GRQW IRQW pJDOHRHOWORDUWWLH

Bazan 199()Ho, Liu et al. 199R Sontdistinguées la sousité IL-105. TXL MRXH XQ U{OH GDQV OL

affinité et la transduction de signal, ainsi que la s¥UQ L W p CRFRIX Les cellules CRF2 déficients
UpSRQGHQW DX[ ,)1 GH W\SIA. Detpls|es sBDis defiSiEntés jpddfCRBAEveloppent une
FROLWH FKURQLTXH DFFRPSDJQpH GIXQH VSOpQRPpJDOLH uisW PRQ

I110KO. Cette sousXQLWp -18H KOMW GRQF XQ pOpPHQW HYV V-HQMW brd€s 8RIxXU O

WUDQVGXFWLRQ GX VYipd@® M MXrfideO=0 HOpB SSRUWH
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Transduction de signauxa voie des kinases Jak/tyk et des facteurs de transcriptionsSTAT

Lorsquedes cytokines comme les IFN# les interleukines engagent leurs récepteurs, il en découle
OYDFWLYDWLRQ GH SURWpPLQHV WA\URVLQH NLQDVHV GH W\SHV -DN
phosphorylation de facteurs de transcriptienla familleSTAT, qui transloquentle la membrane vers le noyau
ou ils se fixent sur leséléments<enhancer des promoteur& H O § Bd inajorité des protéines STATorment

des multiméres et se fixent aux élémeneénkancer GAS IFN DFWLYDWLRQ VHTXHQHNSRR VVH!

region) (Pearse, Feinman et al. 1991

"DQV OHV PRQRF\WHV HW OHV /70 ibhGXD W VDD G h PIRQMRENGEEHNQ OFR P

SDUWLH 673$7 . sdi'a régiédh7/GRRCette liaison est le régat de la phosphorylation sur lggosines

des protéines kinases tyk2 Jak1({Finbloom and Winestock 19p5Riley et al. ont démontré que les protéines

STAT3 et Jakl sont nécessaires pour la fonctionimthimmatoire GH Q0] Ues auteurs onprétraité des

souris stat3" etjakl'/' DYHF GH OYDQW GTHQ H[WUDLUH OHV PDFURSKDJHYV
stimulation par des LPS, les macrophages de ces souris mutantemidetjakl QfLQKLEHQW SDV OHXL
de TNF. $ OJLQYHUVH OHV PBEB&IIRWKWOMYDGHWRRQMY FDSDEOHV GYLQI
TNF-. VRXV OfLQIO-XtHDeRHIs,GlH ékrfcanstaté que la voie Jak/STAT est certes nécessaire pour
REVHUYHU -Q QHOIHR\WP DWWILU RDGN OXFYHOOH QH UHSU R\$euQmpérat8.LER ED E O

effet, 6 GRQW OJDFWLYLWp GpSHQG RXVYKLEH BHW WHD YSRIED GPNGEHREY

lignées cellulaires de macrophages et de(BBey, Takeda et al. 19f9 (QILQ- OHW Of,6* VRQW

PROpPFXOHV LQGXLWHY ORUV GHHWD jU@F.F0 U H WP pG RFERQEQiGEpHHE H O 1,

GILQKLEHU OYLQGXFWLRQ Hbbht G:HXasphdryBiibras\tyresDesdel STATOqui se

PDQLIHVWHQW H QicSAhpARIQE BIEAG) 9.
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FIGURE 9 : Transduction de signal et contréle G Hexpr§ssiondu géneil10. Apres liaison a son récepteur,

O 110 implique la phosphorylation de la kinase Jakl puis du facteur de transcription STAT3. Ce dernier
transloque dans le noyau et se fixe sur la régienhancerr *55 SRXU LQKLEHU OfH[SUHVVLI
TNF-. /fighgement du BCR entraine le relargage du calcium’j@atenu dans le réticulum endoplasmique.

Cet effet conduit au déplacement des molécuesngeurs STIMs a la membrane. Il en suit une entrée du Ca2
extracellulaire qui permet a la calcineuri@®@fDFWLYHU 1)$7 &H IDFWHXU GH WWB®QVFUL
codant luiméme un facteur de transcription important pour la transcription duild@édnfin, la traduction de

O 1$5 1 P1Q peut étre inhibée parmaicro-ARN non codanmiR-194 (HarrisArnold, Arnold et al. 201
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En conclusion, ilestQWpUHVVDQW GH QRWHU OD GXDOLWp H[EVVEDQWH

HITHW OH U pIEHS BexhblalileHh €@dixsdéNs (Ho, Liu et al. 1998 HW OD VWUXFRSIXUH G

SURFKH GHIFNH 50vkh, @#idddhdran et al. ZTDQ RXU D XWLD & UN rol®dnfinflammatoire qi

VIRSSRVH j FHOXYHIHH®IGOW HOSSRVH SUREDEOHPHQW VXU XQH FRPSp)
autres cytokines, en limitant la phosphorylation des facteurs de transc&Jths communs aux voies pro et

antrinflammatoires.

Les senseurs du calcium

La hausse du calcium (€a LQWUDFHOOXODLUH HVW XQH UpSRQVH PDMHXL

GX %&5 (OOH FRQGXLW j OYDFWLYDWLR@ GHKLQB P EXGED WD BWHIDSW\H \(

Feske 200 /YDXJPHQWDWLRQ GH O d&R QeF ¢yQdremaydurR QeuH @écanBmes

principaux. ®ntdistingués OfHQWUpH G X F D O F L ¥rPantlpwehibfarke( sk &tle Wathrytide D Y

du C&" du réticulum endoplasmique (RE'H VHFRQG PpFDQLVPH QpFHVVLWH OfJDFWL

STIMs (stromal interaction molecud® 1 et 2, qui détectent la déplétion ed*@mns le REOR-Hora, Yamashitzr

et al. 200}3Matsumotoetal.ontdémontréTX‘HXQH GpILFLHQFH HQ 67,0 HW @a7-10 DOWc
par les LB. De plus, il a été observé que les LB de souris déficientes pour les protéine®ETuN défaut de
SURGXFWLRWXGWH j XQH VWLPXODWLRQ GH OHXU %&5 FDU LOV QH \

factor of activated T cells)(QILQ OD S U RIDKd# WdlBd@pehtlante deSTIMs permet la suppression

GH O {\stéumoto, Fujii et al. 203FIG. 9.

/9,410 est une cytokinantt LQIODPPDWRLUH L Q FaRtDity Ryulaide Exeidég@arDedV O
Breg. St HSHQGDQW OHV SRSXODWLRQV TXQ comReigsNB TrVou %6 pB COFEQ W LH O
CD27', sont parfois anormalement distribuées dans des patholdigies autoimmunes. Dans le dernier chapitre
GH OfLQWURGXFWLRQ TXL VXLW Q Roxdérnahid ReaaMitidnQles popuiatiods GeHBréyD O L

HQ SDWKRORJLH FKH] Of+RPPH
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C) Lymphocytes B régulateurset transitionnels enphysiopathologie chezOf+R PP H

1) Breg et autoimmunité

Le lupus érythémateux disséminé

LeSLEHVW XQH PDODGLH DXWRLPPXQH FRPSOH[H QRQ VSpFLILTXH

autoréactives et hyperactivégans la pathogénése du SLE am@@uvé par le succés clinique du traitement par

rituximab (Lipsky 2007.

Les cellules Bprovenant de patients atteints de StttactivéesSDU OfHQJDJHPHQW GH &'

sont défaillantes pour inhiber la prolifération des LT autologues en cuitwigo {Lemoine, Morva et al. 2031

Ce défautntrinsequeGH UpJXODWLRQ QH VHPEOH SDV SURYHQLU GYXQ GplIDX
Gao et al. ont observé que les LB de témoins actip@s le supeAg SAC (Staphyloccus aureu€owan 1)

inhibent laprolifération des LT autologues, ainsi que celle de LT hétérologues de patients SLE. De plus, les LB

DFWLYpV GHV SDWLHQWY OXSLTXHV QH VRQW SDV FDSDE(Q®M, GTLQFK

Dresel et al. 2014

Les patients atteints de SLE afgspourcentagede LB Tr.CD24°" CD38°" et de LB mémoires CD24
CD38 respectivemensupérieuret inférieur a ceuxles volontaires sain€ependant,ds cellules B Trde ces
patientssontdéfaillanes pour inhiber la différenciation des LT CDHQ 7K SURGXFWHWUGHGT1)1
(Q DPRQW FHWWH DQRPDOLH IRQFWLRQQHOOH VIH[SlsédcekenSdne) OH |

SHX GT,YVXLWH j OfHQJDJH P 8efie\ho6 ipddse ekt diie a un défaut de phosptiomytie

STAT3(Blair, Norena et al. 20J{FIG. 10)

Yanget al. ont distingué deux groupes de patiesiis des critéres cliniquesn considérant des patients
ayant un lupus en phase activersus FHX[ TXL VRXIIUHQW GT1XQ 6/( LQDFWLI /HV
pourcentage de LB CD¥&f CD5" est augmenté dans les patients ayant un lupus actif, en compaaaison

témoins et auypatients ayant un SLE inactiDe plus, il a été détecté des infiltrats de LRQI dansles tissus de
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la peaudes patients. Les LB CD®f CD5" GHV SDWLHQWV VRXIIUDQW GYTXQ 6/ODFWLI
que ceux des patients avec un SLE ensphiaactive.En paralléle de cette augmentation de cellules B au
SKpQRW\SH %UHJ OHV SDWLHQWYV 6/( DFWLI RQW XQ SRXUFHQWDJH
FRQFHQWUDWLRQL 80X seRpTWH. GRUUgOH D Y-HFERiH M3dilie Gbl LB §art

VWLPXOpV DYHF GHV VXUQDJHDQWYV GH FXOWXUH GH 71K10Gd#H SDWL

FRPSDUDLVRQ j OD FRQGLWLRQ Re LOV UHORLYHQW GHV \(¥UWgdDJHDC

Yang et al. 201§

La polyarthrite rhumatoide

La PR est associée a une perte de mobilitéadune atteinte articulaire. Le réle des LB est crucial dans le

développement deette pathologie autoimmuneu WUDYHUV GH OD AcdUdRGmeFve Lfa@urss 1D XV

rhumatoides et le&c anti-protéines citrullinéeg<uhn, Kulik et al. 2008.

FloresBorja et al. ont étudié le comportement régulateur des LBCD24°" CD38°™ dans les patients
souffrant dePR Il a été démontré en cultuire vitro que s LB Tr. des patients inhibent la productiénf ,J 1 HW
de TNF-. SDU OHV /7 FRQCDAHIDS LRSI @fficAcément que les LB Tr. de volontaires sd&ins.
revancheles @llules B Tr. des patienBR Q TpWDLHQW S D Yimitét ld EifféFeHcAtRIBULT naifs
CD4" CD45RA" CD27 en Th17 VpFUp W HIWUBh @iffe,/les LB Tr. de patients ne sont pas capables
GILQKLEHU OD GLIIpUHQFLDWIDRSRAEGB2AT) £n Thp FFR [ bu-eY Th&7. Notonaussi
gue les LBTr. de témoins ne sont pas efficaces pour inhiber la diféméaon ces LT mémoires en Th17, mais
sont F D S D Eiltire pgde Treg Foxpgue les LB Tr. des patients atteintsRie Cette propriété régulatrice
HVW HQFRXUDJpH SEBELO, MalB né péntble\Wdddhe cetd etudéqire intervenir le TGF QL XQ
contact cellulairevia CD80/CD86.1l a été observéjue les LT CD4 GHV SDWLHQWV VRXIIUDQW G
défaut intrinseque de réponse atimuli émis par les LB Tr. En effet, les LB Tr. des volontaires sains sont
performants pour induire délreg a partir de LT provenant des patiel¢s auteurs ont séparé les patients de leur
pPWXGH HQ GHX[ JURXSHYV VXLYDQW TXYLOV VRXIITUHQW GH 35 LQDFW

fréquence des LB Tr. inférieure a ceux des patiemts une PR inactive. Les volontaires sains possédent plus de
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cellules Tr. que les patients avec une PR inactive, ce qui est balancé par une fréquence plus faible dé LB CD24
CD38°" de type plasmablastels.a été constaté que les patients atteint®@eont un pourcentage réduit de LB
CD1d°™ CD5" ainsi que de LB IL10" en comparaison aux témoins. Enfin, il est intéressant de souligner que la
fréquence des LB Tr. des patients est modifiée en foReQ GH OYDFWLYLWp GH n(pBralREODGL}

GTXQH GLPLQXWLRQ GHV /% 7U FLUFXODQWYVY GDQV OH VDQJ GHV SD

liquide synovial(FloresBorja, Bosma et al. 2033

Daienetal. RQW FRQILUPp GDQV OHXU FRKRUOMWIaIsGPb $BW REQEYVH3 B 10
&HSHQGDQW FHWWH DQRPDOLH QD SDV pWp REVHUYpH SReSU OHV
auteurs onstatistiquement démontré que le taux de facteurs rhumatoilesQVL TXH OIYDFWLYLWp G
inversement corrégavec le pourcentage de BlDans cette étude, les pourcentages que représentent les
populations de cellules B CD9%° CD27" et Tr. ont été observés comnsmilaires entre les témoins et les
patients souffrant de PRnfin, il a été démontré ques cellules B CD248™° CD27" ont, comme les LB Tr., la
FDSDFLWp GLQGXLUH GHV 7UHJ j SDUWLU G Hudtiit@®ceOddux peptilafdRO R Q V

Qf{HVW FDSDEOH G{H[HUFHU FHWWH SURSULpWp UpJXODWULFH GDQV

PR(Daien, Gailhac et al. 20J4{FIG. 10)

La naladie de Grave Basedow

La maladie de GrageBasedowWGB HVW XQH PDODGLH DXWRLPPXQH VSpFLILT
SHUWH GH WROpUDQFRULRRREROGIIR JQ DX BAGjRIGIESONMIrRIES rEchmeiidy/ Re la

thyréostimuline. Il en résulte une hyperthyrojdieutenue par des infiltrats de cellules T ¢BE:nt ZOOT. Zhaet

al. ont constaté que les patients atteitGB ont moins de B10 que cegant en rémissiorbes auteurs se sont

FRQFHQWUpPV VXU OfYpan7GddcriBsttammioerichis en proB10 et HiOaia, Matsushita et a{

201]) ,0 D pWp R EdhpdrgisonTaXif pe@ents en rémission et aux témoins, les patients nouvellement

atteints par la maladie possédent moins de LB f22D27". Isolée des volontaires sains, cette population est
FDSDEOH GYLQKLEHU- OBWS GRIGEB)W LA @di facbn 11-10 dépendanteainsi que la

prolifération de ces derniers de facon1Q indépendante. En revanche, les cellules B &2£D27" des
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patients GB TXJfLOV VRLHQW HQ UpPLVVLRQ RX PDODGHV QH VYaRQW S

différenciation en Thl des LT CD#ha, Wang et al. 20]2Enfin, une autre équipeabservé ga la simulation

des LB de patients GBar des thyroglobulire (auté\g) y augmentent le pourcentage de BkOistensen

Hegedus et al. 201 %FIG. 10)

FIGURE 10: Les populations delymphocytes B régulateursdans les pathologies auto et alloimmunegtes
FHOOXOHYVY % 7U GH SDWLHQWY DWWHLQWYVHMH GBY ( RKWVE KK@WG $ DDvX @ DC
des LT CD4 en Thi, ce qui a aussi été observé dans le rejet de greffe rénale et la PRs [Be pBiI Tr. des

patients souffrant de PR et de SLE ne peuvent inhiber la prolifération des LT. La population enrichie en B10
CD24°"™ CD27" est également fonctionnellement altérée dans les pathologies ou la tolérance est rompue. En effet,
HOOH QFfFBPBEWEDMHVGTLQKLEHU OD SROD Wk VD haledts7akeints \de GB pi&) ROL I p
GDQV OD F*9+' OHV /% RQW XQ-GpHDPX®L GXp SSLRG X RWAIR@T &M, GH SKR'
Enfin, les cellules B régulatrices CO%%°CD27" RQW XQ GpIDXW GILQGXFWLRQ GH 7UHJ
PR.
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2) Breg et transplantation

Le rejet de greffe rénale

Le rejet humoral chroniqu¢cABMR : chronique antibody mediated rejeclioast en premier lieu
FDUDFWpULVp SDU OH s@Epifigted RS Sadriettr asi Guiats Hes dommages histologiques,
impliqués dans la perte de fonction du transplsiouél et al. ont démontré que Idsnctions régulatrices des LB
des patients quidéveloppent urtABMR sont altéréesEn effet, en comparaison aux témoins et aux patients
stables, les cellules B des patieofBMR sont défaillantes pour inhiber la prolifération des LT CB#4 culture
mixte autologueDe plus, les LB des patients quiMveHWWHQW OH JUHIIRQ QH VRQW SDV FD
deTNF-. HW LQGXLVH@W, 3 VP FQEH WIHR I8s LB Tr. CDZY™ CD38°™ sont largement sous
représentés dans BABMR. Il a été observé que les LB totaux de patientdvés avec des LT autologues
parviennent GLIILFLOHPHQW j DWWHLQGUH XQH IRUWH H[SUHVVLRQ GH

lymphocytaires B des témoins et des patients stables sont capables au cours de la culture de modifier leur

S K p Q R W\ Srithissent &tfdeldles B CDP%° CD38°™ [Nouel, Segalen et al. 20[{#ouel, Simon et al.

2014 (FIG. 10et annexe * Nouel, Simon et aR014).

Cherukuri et al. ont confirmé quesleB Tr. sont quantitativement altérés dans le rejet de greffe rénale.
En effet, les patients qui ont une dysfonction rénale mais qui ne font pas de rejet ont un pourcentage et un nombre
absolu de LB CD2%™ CD38°"™ supérieurs aux patients qui ont démdé un rejet. Les auteurs se sont intéressés
j OD SURGXFWLRQ MDPRXAMWNFQMBSDGH KV ,/% DILQ GIpWDEOLU XQ UD)
protection/inflammation. Ainsi, ils ont constaté que les cellulstirBulées de patients avan reptde greffeont
un ratio IL-10/TNF . inférieur aux patients qui ne rejettent pas le transplant. De plus, les LB Tr. des patients qui
ont déclenché un rej@@ TLQKLEHQW SDV ODb. IR G XS WU ROHBGH77TERQYHQWLRQQH (
O TH[ LRIV Er/conséquence, ilavorisentune différenciation en Thl et empéche la réponse MhZté
GpPRQWUp TXH FHWWH DQRPDOLH IRQFWLRQQHOOH QTHVW SDV OH |

(QILQ OHV DXWHXU Wser @ VatidHI[-SADTINT- X (polir Xe$LBWTr.) est une approche relevante pour
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distinguerles patients avec une greffe stablespatients qui ont un rejef\prés un suivi de trois ans des patients

DYHF XQH G\WIRQFWLRQ UpQ D O HaibleQL-TD/TNK p &R QV VOIHW p/ % XX Q QY BI W W/

pronostique, car il est associé avec une hausse de la créatinine et parfois a une perte diCigeeffomni,

Rothstein et al2014 (FIG. 10)

/JHV SDWLHQWV WROpPUDQWY RSpUDWLRQQHOV SRVVgGHQW GID

nécessitent un traitement immunosuppresseur pour tolérer leur rein trangglantél, Asare etl. 201(. De

plus, une anomalie de distribution qui touche I&Tr. semble étre un facteur giaivorisele développement

GTXQ UHMHW &ERablUGrilddioDeLeal XI. 20)1®0utre leur rble essentiel dates développement des

cellulesBetdan©OH FRQWU{OH GH OfTH[SDQYVL RQsenblentavanurSdgoDdnitleansy O H\

la tolérance immunologique face a des/Ajo

La maladiechroniqueGX JUHIIRQ FRQWUH OYK{WH

/ID PDODGLH FKURQLTXH GX JUHIIRQ FRQWUH OfK{WH F*9+' H°
mortalité site au transfert allogénique deellules souches hématopoiétiques. Si prévenir la cGWiDe

WUDQVIHUW DGRSWLI iG¥vode Frédg EStVun® Gihp@Chi misreskadte, ke dék Breg dans la

cGVHD demande a étre compfisrunstein, Miller et al. ZOeri lanni, Falzetti et al. 203[Matsuoka, Koreth dt

al. 2013.

Khoder et al. ont constaté que les LB de patients qui ont développé une cGVHD produisent, aprés
DFWLYDWLRIQ PRKIHKQWHM ,SDWLHQWYV D\DQW UHoX XQH JUHIIH GH FH
F*9+' 'DQV OH EXW GYREVHUYHU GHV GLIIpUHQFHY VLJQLILFDWLYH

activés CD4 IFN- /% LB activés 1l-:10". Il a ainsi été constaté que ce ratio sspérieur pour les patients

souffrant decGVHD (Khoder, Sarvaria et al. 20[14

Dans la cGVHD,De Massonet al. ont démontréT X { ¢b@paraison aux patienen rémission ceux
DWWHLQWYV G 1 X Qritlure*iductibr-pius fiiblge cellules BL-10" aprés engagement du TLRSette
anomalieGH S UR G X FWapReg activiatibn peut étre en paetigliquéepar le fait que les LB depatients
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ayant une cGVHD ont un défaut de phosphorylation de la protéine Erk suite a une stimulation par des motifs
CpG-ODN. Les auteurse ®nt égalemenintéressés a deux populations décrites pour étre enrichies en B10 chez
les volontaires sainsles plasmablastes et les cellules B CB24CD27. Ils ont alors constaté qude

pourcentage de cellules B-10" parmi les plasmablastes et [eEB CD24°™* CD27 sont diminués chez les

SDWLHQWY VRXIIUDQW GYXQH F*9+' DFWLYH H Qe FRESDRbDEZY RiQI. D X[ ¢

2019 (FIG. 10)

Que ce soit dans les maladies autoimmunes ou dans les pathologies qui surviennent suite a une
transplantationJe potentiel régulateur du compartiment lymphocytaire B est altéré. Ce constat est le reflet

GTIDQRPDOLHV ¢RjQantitatives @ HnPliguent les populations enrichies en B10 et pi(¢BE010)

Conclusion généraleGH OfLQWURGXFWLRQ

/IHV PRGQqQOHV PXULQV GH SDWKRORJLHV DXWRLPPXQHV RQW SH
FHOOXOHV % UpJXODWUu& HOWW GHJ RO ERMQEPBISBMeE R® dans la tolérance
immunologique a été attribué a des plagions cellulaires particuliéres. Ainsi, chez la souris, les LBVEP,

CD1d°™ CD5' et les plasmablaste®nt considécomme des cellules régulatrices de la réponse inflammatoire
RUFKHVWUpH SDU OH\a pd@pulé&ikiHdedB T+ R BrPrBE céhtral dans la tolérance périphérique,

ainsi que dans ldéveloppement et le contréle de la maturation des cellul&ldestessentiellemendécrite

comme composéde deux SOUSRSXODWLRQV 'YfDERUG OHV /% 7 LPPDWXUHV VR
etpeuvent répondraux signaux innés avant de se différencier pour engager une réponse humoralEmapitie.

sont décrits les LB TZorécurseurs du pool B mag TXL VHPEOHQW rWUH LPSOLTXpV C
OIDXWRUpDFWLYLWp REVHUYpH GDQV OHV SDWKR ORhii, biné tidiam& L P P X (
SOUSSRSXODWLRQ FRPSRVpPH GH /% 7 D pWp pYRTXpH 'MDMWUGVX QHAL Gl
semble plutét appartenir & une population de LB matasprimant | DL E O H P H @QéAsui@atie DO fagon

générale, la population d&8 Tr. CD24°" CD38°™ semblent étrémportantepour le maintien de la tolérance
périphérique, notamme aprés une transplantation rénale, tandis que leur nombre est augmentérgamss
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maladies autoimmuneBonctionnellement, les LB Tde volontaires sainsont capables de réguler la réponse des

LT CD4", en inhibant leur prolifération, en induisargsdTreg et en limitant leur différenciation en LT FN

TNF-" &HV IRQFWLRQV VRQW j DVVRFLHU DYHF OD FD S Diflamhmatding 1 R Q W
IL- "IfDXWUHYV SHREX@ODWNWDURJIHW % KXPDLQHV VRQWO EdMmS pav ek@mplel V SR
lesLB CD24°™ CD27 et les plasmocyte€e potentiel sécréteur est encouragé par des signaux exogénes comme
ceux apportés par les ligands dédRE ou par desAg. ' D L O Gahindjorité des travaux initiaux sur le potentiel
régulateur des LB a été réalisée sur des modeéles physiopatholo§iguesL Q V G p S HRAIR Wipor@arf X Q

GH FRQVLGpUHU Q§ eeignaux\B\RMHW DLTDOHG X FW LR Q G HLOOCEt &prekgidhleRtQ G X
influencée par le microenvironnement moléculaveal et bactérien PDLV HOOH OfYHVW DX
microenvironnement cellulairendogéngpuisqueG D XWUHYV W\PHRG X @8 B QWOODL UsthdRsX FW LR
lescellules BAu-GHOj GX U{OH Flg,Q&% thécanistkls @efrégulation indépendants de cette cytokine
RQW pWp GpFULWY &HYV GHUQLHUY UHSRVHQW VXU GY{DXWUHV PROpF
(QILQ LO HVW HVVH @iéradgé@it&ddlliaRe0d la@apulbtion B §BE4 D38, afin de mieux
comprendrde développement des LB humains ainsi DeHV IRQF WL R Q Velld présett&l\Vedt aussi V- T X
probable que certaingmpulations cellulaires raresent un rbleessentiel dans le maintien de la toléranae
ELRLQIRUPDWLTXH HVW OTXQH GHV VROXWLRQV GIfDYHQLU SRXU LGF
potentiel régulateufannexe 2= Q. Simon, S.Hillion. Regulatory B cells. Translational immunology : mechanisms

and pharmacologic approaches, Section A, Chapter 9 (2016)
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RESULTATS
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I.  Les lymphocytes Btransitionnels CD24°" CD38°™ : une population
régulatrice hétérogene et complexe

Les LB Tr. CD2#™ CD38°* représentent une population cellulaire modifiée qualitativement et
guantitativement dans les pathologestoimmunes Elle se situe a ustade de développement clef dans la
tolérance périphériquainsi que dans le contréle de la maturation deslUd® cellules B Tr. ont été décrites
commeétantimpliguéess GDQV OH FRQWU{OH G HesGiflitQded rcRddiwllefRRe phénbtipigu
entre les LB Tr. et les Breg restent a éclaifewur ce travail, ousavons émisO 1 K\ S R W Kapvpdlafiox ides
LB Tr. CD24°™ CD38°" est composée de plusieurs spepulations qui ont des propriétés régulatrices
différentes.$ 1L Q G 1 p hé@rdboyéné&lté@d la population des LB Tr. CB2€£D38°™, nous avons réalisé des
analyses bioinformatiques sur des données multiparamétriques de cytométrie en flux, obtenues a partir
GITpFKDQWLOORQV GH YRORQWDL U H ¥revited spipop8lxtions d® BUTg\aubrvBrE U L G
GIXQ SKpQRW\SH FDUDFW pU L &sWestE YoHctioQnRlX ®finDi¥ Reactétiseous \Apons
étudiéles réponses cellulaires de chacune des ®BSSXODWLRQV LGHQWLILpBOR (bire;l j OfF
DQHUJLH HW GX 7/5 GLIIpPUHQBLOMWULRQqUHJBDB N AW HR®HGAKFVUDYDL
IRQFWLRQV UpJXODWULFHV GHV /% 7U 'X IDLW CBOM°E CR3ZNH hoRsIpQp LV
avonssouhaité déterminer quelle(s) sepepulation(s) de LB Tr. possede(nt) un potentiel régulatuite a des
tris cellulairesex vivode chacune de ces seuspulations, noudes avons cultivés in vitro avec des LT
autologues de volontaires saifes cutXUHV QRXV RQW SHUPLV GYpYDOXHU OfLPSDF
des LT CD4 ainsi que suteur polarisation en Thl. Cette étude est conclue par une analyse bioinformatique

descriptive de la distribution des sepmpulations de LECD24°" CD38°™ dans des pathologies autoimmunes.

&HWWH pWXGH ID L WubIif &aEd JoWnabdf XlRrgy bt/ Clisi€aHmmunologys

Simon, Pers et al. 2035

(Article présenté en annex8)
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A) Phénotypes des lymphocytes B transitionnels CD9% CD38°"™

1) Matériel et méthode: analyse bioinformatique avec le programme FLOCK (FLOw
Clustering without K)

Une approche informatique pour analyser des données multidimensionnelles de cytométrie en flux est utile
pour remplacer une sélection manuelle gepulations cellulairesqui est basée sua visualisationde
OfH[SU8¥X¥LdRE marqueurS DU pWDSH 6L OJRQ FRQVLGqUH OYDQDO\VH PD
données poude multiplesPDUTXHXUV OfXWLOLVDWHXU GRdauWewt afuedr® paid O L H
O TH Q V HiRsE 1@ Hombre de représentations biaxiglessiblesorrespond am(m-1)/2 avec m = nombre de
marqueus. Dans cde étude, nous avons utilisé hlarquews (Table 2), ce qui nous offrait (10*9)/2 = 45

possibilités de représentations pour débuter notre analyse et cela pour chacun des éctitiltbhs

FIGURE 11 : Procédure manuelle pour la sélection de populations cellulaires a partir de données
multiparamétriques de cytométrie en flux Exemple pour 10 couleurs.

Pour surmonter ces difficultés techniques, nous avons utilisé un algorithme (FLOCK) qui permet de créer
toutes &s combinaisons biaxiales possibles de fagon automatisée. Cette méthode est particulierement performante
SRXU FRPSUHQGUH OYKpWpURJIpQpLWp FHOOXODLUH GIXQ pFKDQWLC
De plus, FLOCK permet de comparefféients échantillongntre eux,H Q F U Ran¥l{Z& dk's fxKiers afin de
VWD QGDU GLV H UesharatBriEhte-andhikds,Lhotamment entre les patients et les contEitesutre,

cette méthode automatisée permet, en plus de celles abondantiesalisation de populations cellulaires rares

Qian, Wei et al. ZOJIO

54




Table 2: Liste des Accouplés a des fluorochromeatilisé V. SR XU O § BcQuz@$ Watytométrie en flux.

Specificity Clone Fluorochrome Functions
CD19 J3119 APCGAF700 Lineage
CD21 BL-13 PB
Signal transduction
CD32 2E1 KO
CD10 ALB1 PE Bcellgrowth
gD IA6-2 APC
Humoral response
IgM SAD4 FITC
CD27 1A4CD27 PECy7 Memory
CD38 LS1984-3 PECy5.5 Proliferation
CD24 ALB9 APCAF750 Proliferation
CD5 BL1la ECD Signal transduction, Activation

Abbreviations:AF Alexa fluor; APCAllophycocyanin; CyGyanine; ECD: PEexas Red; FITBuorescein
isothiocyanate; PBPacific blue; PEhycoerythrin; KOKrome orange

$YDQW GIHQWDPHU XQH DP® D/Q8 HERRY @RRED VB UREHHonnade p W X G F
du pourcentagele LB Tr. CD2#"™ CD38°™ totaux & partir de sang total de patients atteintsdierses

pathologies.

2) ldentification et caractérisationdes lymphocytes B transitionnels

Il est décrit dans la littérature que le pourcentage de LB Tr. est augmentésdaaisents atteints de lupus en

comparaison aux volontaires sa|@sair, Norena et al. 2030
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Les lymphocyteB transitionnels dans différentes pathologies

FIGURE 12 : Comparaison des lymphocytes B transitionnels CDZ4* CD38°"™ entre les témoins et les

patients. $ 5HSUpVHQWDWLRQV ELD[LDOHYVY GRWSORWY GH OfH[SUHVVL
GIXQ WpPRLQ /H SRXUFHQWDJH GHV /% 7U " &sbnote auestitQastgmes By G H\
Pourcentages et nombres absolus des LBABhréviations. healthy controls (HC), primary Sjogren syndrom

(pSS), systemic lupus erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis (RA), chronic antibody mediated rejection
(cABMR), human immunodeficiency virus (HIV).

Nous avons observé queslpourcentagest nombres absolus des LB Tont augmentés chez les patients
DWWHLQWY GH 6/( HW GH S66 HQ FRPSDUDLVRQ DX[ WpPRLQV &HWW
souffrant de RA.$ OfLQYHUVH OHV SDWLHQWYV TXL RQW a@g YUt @RE@IpseX Q Ut
WURXYHQW GDQV XQH SKDVH DFWLYH GYLQIHFWLRQ SDU +,FIRQW XQ
12 A et B. La population des LB Tr. CD®4® CD38°"™ estdoncsensible aux modifications physiopathologiques
et répond differemment en fonction du contexte de la malAdmartir de ces informations, nous proposons un
postulat de départ, suivant lequel la population des LB Tr. est hétérogéne, et composégadeusaticns aux

fonctions différentes.
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Identification de quatre populations de lymphocytes B transitionnels €#28D38°" via
FLOCK

Notre étude débutetellementpar une analyse bioinformatiqi& OCK qui vise a déterminesansa priori la
FRPSRVLWLRQ HW OfTKpW p teRulareqDlSVEDZHF CDRE°E RMBUS QDWW kdReGtionnés 10
protéines membranaires &' &' &' &' &' &' &' Of7,J0 ONTDQPW\\&H
DXWRPDWLVpH SDU )/2&. D SHUPLV OYfLGHQWLILFDWLRQ GdimilairrOXVWH
des 10 marqueurs) parmi les LB Tr. CB24CD38°™ (FIG. 13. Elle a été réalisée sur 15 échantillons de

volontaires sains.

FIGURE 13 : Représentation par FLOCK
des clusters qui composent la population de:
LB transitionnels. Matrice représentative di
toutes les combinaisons possibles entre les
marqueurs. Chaque couleur correspond a
cluster.

Cette premiére analyse a mis en éviddaselusters 228.7% * 6.7)3 (15.2% + 6)et 5(25% + 7.8)qui sont
majoritaires FIG. 14 $ WLWUH GYH[HPSOH QRXV SRXYRQV REVHUYHU TXH O
O0Y,J0 TXH OH FOXVWHU MDXQH  (JD O H&uHIQdtade @&Riatur&Rienvddd chuiepsy G H

Par exemple, le cluster 5 (orange) exprime plus CD21 que le clustks.3l@panel de gauche).

57



FIGURE 14: La population des lymphocytes B transitionnels peut étre séparée en deultiples sous
populations. $QDO\VH )/2&. GH OYH[SUHVVLRQ GH PDUTXHXUV DERXWL
différents parmi les LB Tr. CD24° CD38°* SUpDODEOHPHQW VpOHFWLRQQpV 6RQW U
dotplots pour les coniiaisons de marqueurs IgD/IgM et CD32/CD21 choisis dans la liste suivighte IgD,

CD19, CD24, CD38, CD27, CD32, CD10, CD21 et CD5. A droite, le pourcentage de chacun des clusters est
affiché pour 15 volontaires sains.

/ITHISUHVVLRQ GL{pWU HRQHNV OIf QIIPHp&riHet@e distinguer quas@us
populations de lymphocytes B transitionnels

(Q VH SORQJHDQW GDQV OTHI[S U HwisLoR®@rvBes différer &pbjeiresXe) V. Q R X
cluster 6se distingue des autres par @xgressiorsignificativede CD27(IMF : 1639+SD 181)Le cluster 2, qui
est un groupe majoritairen pourcentage (28,66%+SD 6.68)G. 14 droite) se détache avec un phénotype
IgM ™ |gD™"Pe (FIG. 15) Le cluster 3 (15.18%+SD 6.0@st remarquable par safett H{SSUHVVLR@stGH O,

IgD™"*. Enfin, les autres clusters 1, 4, 5, 7 b8t IgM" IgD" (FIG. 15.
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FIGURE 15 ([SUHVVLRQ GH &' &' &' &' &' GH Of,J0 HW GH Of,
cellules B CD19" CD24°"* CD38°™:. IMF (intensité moyenne de fluorescehae chacun des marqueurs
(n=15)

Chaque cluster est unique pour au moins une expredegitD marqueurs utilisés. Cependant, mémesi |
écarts G 1, Ogntre les différents clusters pour CD2CD32, CD10 et CD5 sont parfois significatifs, ces
marqueurs ne permettent pdesséparercertains clusterdPar exemple, l@°7 se distingue du cluster 8 par une
IMF plus faible de CD5, alors que les expressions de CD21, CD32 et CD10 y sont siniimiFd&URE 15
montre que HVY PDUTXHXUV ,J' ,J0 HW &' VRQW FHX[ TXL RQW OD SOXV

groupesNous les avons donc choisis pour poursuivre notre analyse.
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FIGURE 16 : Stratégie de regroupement s clusters pour former 4 souspopulations distinctes. A)
6pSDUDWLRQ PDQXHOOH GHV SRSXODWLRQV GH /% 7U HQ IRQFWLRQ
6XU OD GURLWH VRQW UHSUpVHQWpPHY OHV 0), GH Offtedus Hprés GH O
UDVVHPEOHPHQW GHV FOXVWHUV D\DQW XQ SKpQRW\SH SURFKH %
orientée pour obtenir les 4 populations présentées en A. Sur la droite, le graphique montre les pourcentages que
représentent les polations A, B, C et D parmi les LB Tr. (n=15).

Les marqueurs IgD, IgM et CD27 étant les marqueurs les plus discriminants pour la séparation des
clusters, nous avons fait le choix de les utiliser pour regrouper les slgsiesnt un phénotype prochans des
populations plus conséquentes. Ainsi, nous avons défini le cluster 6 qui est le seul a exprimeor@ia7a
SRSXODWLRQ $ 3RS $ /H FOXVWHU HVW DXVVL OH VHXO j H[SULPH
donc nommé Pop B.e cI XVWHU TXDQW j OXL FRQWLHQW GHV FHOOXOHV 7
considéré comme la Pop C. Enfin, les clusters 1, 4, 5, 7 et 8 sont tousI@D2IHM* et ont été regroupés dans

une seule population, la Pop(BIG. 16 A).

60



Ensuite QRXYV DYRQV UpDOLVp XQH VHFRQGH DQDO\VH )/2&. HQ RU
séparation des 4 populatiordG. 16 B /HVY UpVXOWDWYV GH O 1bégHaiNansdéEwbRiitalirepdH HQV
sains montrent une bonne reproductibilitél] atété observé que les populations A et B sont minoritaires (<10%

des LB Tr.) @ comparaison auRop Cet D.

$SUQV DYRLU VLPSOLILp OD SUHPLQU Hpopuaibas\ WeHLBSTrL GDFM W L I L F L

CD38"* QRXV DYRQV SURFpGp j XQH pWXGH DSSURIRQGLH GH OfH[SUHV

Phénotype approfondi des segogpulations de lymphocytes B transitionnels

Nousavons souhaité approfondir le phénotype gigstre populations de LB Tren étudiat | §xpression
de marqueurs deldl l pUHQFLDWLRQ HW GYDFWLYDWLRQLY, BRIEDN24D&NRCDI8, XWLOL
anti-lgD, antiigM et antiCD27 répertoriés en Table 2 afin de séparer les différentegpeputations de LB Tr.
Nous avons ajout¢ FHWWH OLVWH GYI{DXWUHV $F TXL QRXV SHUPLV GIpWXG

cytométrie en flux présentésadeéssous.

FIGURE 17 : Expression protéique par les
souspopulations de lymphocytes B
CD24°* CcD38°". A) Histogrammes
UHSUpVHQWDWLIV GH OftFk
de différenciation CD19, CD21, CD22,
CD23, CD32, IgD, IgM, CD10, CD44 e
& | % 'HV PROpFXOHV G
co-stimulation:. HLA-DR, CD80, CDS86,
CD25, CD40, CD5 et TLR9. C) Etude c
I TDFWLYLWp GX WUDQVSR
marquage avec une sonde MitotraCke
(MTG).
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La Pop A se caractérise par une faible expression de CD21, de @®&MD62L et est CD18*® Ce

SKpQRW\SH SHUPHW GYDVVLPLOHU FHWFEttKBI@éSet%I.IIEfSUE%PO_p BleBtP D W X

CcD21°" cD23°™ et exprime CD10 plus faiblement que la Pop A. La Pop B a un phénotype predi? @2

Suryani, Fulcher et al. 20).0La Pop C se détache des autres populations car elle préaeiaible niveau de

CD32, deCD10 HW G (FIG017 A. Nous avons alors nommé la Pop C comme LB D8.plus elle a la
SDUWLFXODUDRWpp®IDWUH) BHOWLVYp SXLVTXTHOREAIGIIBHR. ERfiH, IS Acp &' HW
CD27 HVW VXUWRXW UHPDUTXpH SDU VD IRUWH R5SCD40/ 8t IHRADRGHYV PD

I1RWRQV TXYfHOOH D DXVVL GH IRUWV WIGBX[fBH & HW &' |j OD PHPEU

/I TIDFWLYLWp GX WUDQVSRUWHXU $%&% SHUPHW GH GLVWLQJXI
mémoires CD27 HW WUDQVLWLRQQHGOHEVTG fHetmet de ImefuikrLcBi@ aGikitéOLDdrsque la
FHOOXOH PDUTXpH SRVVgGH XQH IOXRUHVFHQFH SRVLWLYH SRXU I

ABCB1. Ainsi, il a été décrit que les LB mémoirésW W U D QV L W L FEEEQitEQIY taDSpROUN ceB BV

sondeMTG fluorescedans ces cellulep/Virths and Lanzavecchia 2009Nous avons observé que les LB Tr.

CD27" (Pop D)ont un transporteur ABCB1 inactiivec une forte intensité de fluorescence du Ma@&qui les
UDSSURFKH GYXQ SKpQRW\SH PpPRLUH (QILQ QRXV SRXYRQV UHPDU
du stade LB T1(Pop B)vers LB T3(Pop C) Ce résultat pourrait isser supposer urmaturation progressive

entre les stades LB T1, LB T2 et LBT3(QILQ OJLQWHQVLWp GX 07* HW®& IQROOH GDQ"

'"fDSUQV WRXWHYV FHV L QIR phéiipe Re3 EoyoPBardns\tp HE/ TMOUS avons

fait un bilan présenté érable 3
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Table 3 : Tableau récapitulatif des phénotypes observés pour les sepspulations de lymphocytes B
transitionnels CD24°*™ CD38°"™.

Nous avons identifié la pop A, qui a un phénotype de cellules B mémoires aaiwéamus nhommons
CD27 Tr. La pop B regroupent des cellules immatures de type LB T1. La pop D représente un stade
intermédiaire de maturation, et est appelée LB T2. Enfin, la pop C se trouve dans un &ierddeux», et

correspond aux LB T3.

Une fois la distinction phénotypique des 4 sqaopulations de LB Tr. CD34® CD38°" faite, nous

avons ensuite souhaité déterminer les particularit€@sFOV LRQQHOOHV @lsFKDFXQH GfHQWUH
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B) Fonctions des lymphocytes B transitionnels CD¥4* cD3g°"

1) Potentiel de survie des lymphocytes B T1, T2, T3 et CD27

La protéine antapoptotique BeR est décrite pour étre faiblement exprimée par les cellules B immatures

Sims, Ettinger et al. 2005Les LB T1 ayant un phénqgtg de cellules immatures, noavons analysé

O TH[S UH YV V2 RQyBrHEtAe Eofludans les sougopulations de LB .

FIGURE 18: Expressionbasalede Bck2 par les lymphocytes B transitionnels T1, T2, T3 et CD27

Le pourcentage de cellules B2l parmi les LB T1 est drastiquement diminué en comparaison aux LB T2, T3

et Tr. CD27 (FIG. 18) Les LB T1 immatures qui expriment faiblement la molécule-aptiptotique BeR ont

PWp GpFULWV FRPPH GHV FHOOXOHV TXL HQWUHQNinH,@tt@R@MTRVH v

2009 |Suryani, Fulcher et al. 20JLONous avons souhaitérifier cette propriété fonctionnelle en réalisant des

stimulations avec descfantt ,JO VXU GHV /% SXULILpV $SUgqV K GH VWLPXODWLR:
nécrose des soympulations par cytonée en flux. Les cellulesAnnexin V' Drag7 VRQGH GH Of$'
fragmenté) sont considérées comme nécrotiques, tandis que ksneRin V' Drag7 sont en apoptose. En plus

GHV PDUT X Bnhiexin\SdDle) Deéa§f7, nous avons utilisés des Ac-&ibhi24, antiCD38, antilgD, antiigM

et anttCD27 afin de séparer les seguspulations de LB Tr(FIG. 19)

64



FIGURE 19 /fHQJDJHPHQW GX %&5 LQGXLW OD PRBIW GBIV mecredt etW D Q G L
culture in vitro. Expression de Be par les LB T1, T2, T3, Tr. CD2HW PDWXUHV QDwIV % (WXGH}
de la nécrose des sepspulations de LB Tr. aprés 8h de culture avec ou sans stimulation par un -Aghanti

n=4, tests statistiques de Mawhitney.

Nous avonsconstaté que les LB'1 définis selon nos critéres phénotypiques entrent en apoptose suite a
OTHQJIJDJHPHQW GX % &k CDR7 RODW OMHYD/UWNLFXODULWpPp GTHQWAdHU HQ

stimulation(FIG. 19.

[1pW XG epaasey cellulairesV XLWH j OTHQJDJHPH@dNsoi@ XnchharrbBEpdit U G
caractériser fonctionnellement les LB. Aprés avoir travaillé sur le potentiel de survie dgogoladions de LB
Tr., nous avonsouhaité testeles fonctionscellulaires de ces soympulations suite a une stimulation de leur

IgM de surface
2) (QJIDIJHPHQW GX UpFHSWHXU GTDQWLJgQH

/D IDLEOH GHQVLWp GY,J0 j OD VXUIDFH GHV /% SHXW rWUH HVW

Quach, ManjarreDrduno et al. 20]11 De plus, il a été décrit que la population des LB Tr. est enrichie en

cellules anggiques impliquées dans la tolérance immunologiglerrell, Benschop et al. 20peEtant donné que

les SOUSSRSXODWLRQV GH /% 7U TXH QRXV DYRQV LGHQWLILpHV SRVV((
avonsétudie OHXU SRWHQWLHO GH UpSRQVH VXd. WIH Q I@KH G- IO FHLPTHK@HWD GV i

stimulation par un Ac antiJO j OYDLGH G 9YX-QAM, 4R Q Gtél incArpoRée dans les cellules B
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préalablement marquées avec des Ac-@bti9, ani-IlgD, antrCD32, antiCD24, antiCD38 et antCD27. Le
UHODUJDJH GH 3,3 DLQVL TXH RM)WKRWViIHRDOOOWLRYYHEH®B & DQV VW

de marquages intracellulaires par cytométrie en flux.

Les lymphocytes B T3 sont deButes anergiques

FIGURE 20: Les souspopulations de lymphocyte
B transitionnels répondent difféeremment ¢
OfHQJDJHPHQW) I6x ealkiGue suite
OfHQJIJDJHPHQW GX % &BAMB&) éi
incorporée dans les cellules B préalablel
marquées avec des Ac a@i19, antigD, anti
CD32, antiCD24, antiCD38 et antiCD27. Les LI
ont ensuite été stimulés par un Ac dgivl. B) Etude
du relargage de PIP3 et de la phosphorylatio
3/&

Nous avons observé que les LB Tr. CD27 T2 ont des influx calciques similaires aprés stimulation par
un Ac antilgM (FIG. 20 A). Par contre,ds LB T1 répondent plusrdivement a cette stimulatiorandis que les

LB T3 ne sont pas capables de générer un influx calctgguqui est une caractéristique fonctionnelle des cellules

B T3 anergiquesnurines|{Teague, Pan et al. 2007

En plus dcOJDEVHQFH GTXQH UpSRQVH FDOFLT X Kpho¥p@ati®y/ind3itoW G H

triphosphate)aLQVL TKQXKQBDFLWp j SKRVSKRVYSKHRW L33datdit 8nenonréponse

cellulaire VXLWH j OfHQJD JBrévk€ el Glagrde& &. 2009Nous avons constaté qles LB T3
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représentent la seule sepspulation de cellules B CD2X° CD38°" & ne pas libérer le PIP3 et & pas
SKRVSKRU\Gapres gindulatior{(FIG. 20 B. En conclusion, le$B T3 que nous avons identifiéchez

Of+RPPH VRQW GHV FHOOXOHV DQHUJLTXHV
3) Réponse innée et engagement du TLR9

2XWUH OfLPSRUW D QAgHiagsHa l&rahte BrimQndlbbique fes LB Tr. répondent également a
des signaux innég\fin de réaliser des tests fonctionnels sur des populatielhgairesisolées, nous avongiés

lesLB Tr. CD27', T1, T2 et T3ar cytométrie en flugFIG. 21).

FIGURE 21: Tri cellulaire des lymphocytes B transitionnels T1, T2, T3 et CDZ7par cytométrie en flux.
Les lymphocytes B transitionnels CD2AW 7 VH GLIIpUHQFLHQW HQ FHOOX

1RXV QRXV VRPPiAtsres&ey DaE R WiHérenciation en plasmablastes et a la sécrétion
GILPPXQRJOREXOLRHIXODW ORHYVVEBNHV % 7U VXL \Wpieg trOockiQikDed HBP H Q W
T1, T2, T3 et Tr. CD270nt été cultivés avec des motifs GEBPN pendant 3 jors. Puisnous avons étudié la
capacité des LB Tr. a se différencier, en réalisant un marquage de cytométrie en flux avec de€B27aeti
anti-CD38. En paralléle, une culture était destinée a réaliser un tegtatdion G  $Foduitsapres stimulatin
par CpGODN. Les sougpopuations de LB Trtriéesont étéstimulées3 jourspuis placées dans des puits tapissés
GYXQH PHPEUDQH TXL Betsporsttartespinddn ¥ geSaBoAGMB@rétés.
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FIGURE 22 : Les lymphocytes B transitionnels CD27 et T1 initient une réponse humorale innée aprés
engagement duTLR9. A) Différenciationin vitro apres tri cellulaire des sop®pulations de LB Tr. aprés 3
jours de stimulation par des CPODN. Les pourcentages de cellules B mémoires (CREB27) et des
plasmablastes (CD3% CD27°™) nécdifférenciés sont indiqués alessus des carrés noir9. ont affichées les
PHPEUDQHYV GY(/,6327 GHV ,J0 WRWDOHV VpFUpWpHV

Les LB Tr. CD27 ont la capacité de se différencier en cellules B mém¢Ze27 CD38) DLQVL TX{THC
plasmablaste§CD27°"™ CD38°"™) (FIG. 22 A) En association avec cette différatimn induite par des CpG
ODN, les LB Tr.CD27 VRQW FDSDEOHV GH VH GLIIpUHQFLHU HQ FHOOXOHV V|
capables dese GLIIpUHQFLHU HQ SODVPDHA® \23VBL \Enfihp Foup ddasénfié @ne, J 0
éventuelleproduction G §,J* HWeGQE DS RQV S D Vcdr@ation De\cfas@Hcours des trois jours

de culture.

Aprés avoir étudié les réponses de survie, calcique, innée et humorale, nous nous sommes intéressés au.

fonctions régulatrices des sepgpuIDWLRQV GH /% 7U HQ FRPPHQ@DQW SDU OD VpF!
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4) Fonctions régulatrices des soupopulations de lymphocytes B transitionnels

La population des LB Tr. CD24° CD38°* D pWp GpFULWH FRPPLB aprésRGnIBIahUICIFH G
nous avons voulu détermingrécisémentquelle(s) soupopulation(s) a (ont) la capacité de sécréter cette
cytokine antiinflammatoirede fagon spontané®our ce faire, nous avons utilisé autil permettant la capture
puis la détection de la protéine-l0 en RUWLH GHV YpVLFXOHV GTH[RIEMNMVMRUSHYVOILY SOX

utilisés les Ac répertoriés en Table 2 pour séparer lespgmudations de LB Tr.

$ OfpWDW EDVBBCDIEIVQ/H MJFUqQWHQW TXH SHX GILQWHUOF

&KH] Of+RPPH bédt daw pdgwabdBunghocytaires Benrichies en B10 celles des LB

CD24°" CD38°* et des LB CD28" CD27 [Blair, Norena et al. 20]wata, Matsushita et al. Zorl

FIGURE 23: Sécrétion G -0 par les cellules B CD24™ CD38°" et CD24°™° CD27". A) Pourcentages

des LB CD2£™ CD3g°" et CD24™ CD27 SDUPL O fHQVHP E O H105¢4\IL-EH B) Graghidives% |, /
représentatifs de H[SPpULHQFHY UpDOLVpHYVY VDQV VWLRX&peiNLRQAtMul&ionn HVW
par des Cp&DODN. Tests statistiques de Makivhitney.

Nous montrons que sans stimulation, ces deux populations sont effectivement enrichies en cellules sécrétrices
G Y-10, mais que les LB Tr. ne représentgm¢ 17.%+ 58 GHV FHOOXOHV % TXL VpFIOgWHQW

(FIG. 23 A et B. De plus, nousDYRQV FRQVWDWp TXTXQH VWOPN OPDAXLIR Ga€B® K G H \
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VpFUpWIURGar @ céllules B CD24° CD38°"* totales contrairement & ce qui a été observé pour les LB

CD24°" CD27 parmilesquels il semble donc exister des profaiG. 23 Q.

Les lymphocytes B transitionnels CDZt T2 sécrétere plusdfLQWHUOHXNLQH

1RXV DYRQV HQVXLWH DYV VIR Rkes calB despaitrds-ridilg R@B&4H CD3B,IgD,
IgM et CD27)permettant de discriminer les seuspulations de LB T1, T2, T3 et Tr. CD2Nousavons ainsi

évalubOH SRWHQWLHO GHD PKIVFjX \Qpiio (BN W) LoH] | /

FIGURE 24: Les lymphocytes B transitionnels CD27 HW 7 VpFUqQWHQW @) MeS WéiddddtiarK N L Q H
GI-10 sans stimulation dans les s@apulations de LB Tr. B) Pourcentages de LB T1, T2, T3 et Tr. CD27
parmiles LB Tr. I:10" et IL-10 0), G H1OQdans les cellules LB Tr. 4L0". (n=4, tets de ManAWhitney).

Nous démontrongjue les LB Tr. CD27 et T2 représentent les sepspulationsmajoritairesde LB
CD24°" CD38°™ TXL VpF U g\ e pusQlfa A&té remarqué q@f,03 H QG était plus importante
parmi les LB Tr. CD27IL-10" que parmi les LB T2 It10". Cette donnémontrequeles LB Tr. CD27 sécrétent
SOXV GH PR QeHauOdanférant uh potentiel sécréteur importisliolus soulignons aussi le fait ghien
queles LB Tr. CD27 constituent une soysopulation @ LB Tr. minoritaire en comparaisonxauB T2, elle est
la plus compétentS R XU Vp FU@PAG 4 B.7,/

70



Les lymphocytes B transitionnels CD27une SRS XODWLRQ VpFUpWULFH GYLQV

Pour approfondir VXU OH SKpQRW\SH GHV HFHOQX avdng evividagepunelUsecorHdé G
approchebioinformatique avec le programme SPADE (spantiag progression analysis of densityrmalized

events). SPADE permet la visualisation de populations celluliggrchisées dans un arbre organisé par

O X W L §iLiV DWidhoGUet al. 20JINRXV DYRQV pWXYGGHHOIUB WHIBIaWE ds O,/

populations cellulaires B connues, ainsi que dans lespmudations de LB Tr. que nous avons décrites.

IL10 MFI

FIGURE 25: Les lymphocytes Btransitionnels CD27 se détachent par une forteexpressionG fLQWHU OH XN
10. $UEUH GHVY SRSXODWLRQV FHOOXODLUHY % HW LQWHQVLWp GYH[S!
HW DVVRFLpV j GHV SRSXODWLRQV SWHWQFLEQoastmeppseitée poliricfadud Q V L
GHV Q°XGV GH FHOOXOHYV

Nous confirmonsque les LB Tr. CD27 sont les cellules transitionnelles les plus compétentes pour

V p FUpWLB EIA I5./Nous avons également retrouvé des populations produc@de40 décrites dans la

littérature comme les LB mémoires IQTKhoder, Sarvaria et al. 20[14
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Aprés avoir étudié la sécrétion de la cytokinelll nous avons souhé@idéterminer sigs niveaux

GAMRNmM du génell0 correlentavedO fTH[SUH V prat&ir@ j GHI DDW EDVDO
"H ARINm du géne il10 agprotéine

Nous avons triéex vivoles LB Tr. CD27 7 7 HW 7 DYDQW GYHQ H[WUDLUI
UpWURWUDQVFULSWLRQ QRXV DYRQV UpDOLYV pilXQahsTcBadneSdesXsgusT XD Q'

populations.

FIGURE 26 ([SUHVVLRQ UHODWLY Hl1G ¢n®I8$SHlPopdlations qettellules B CD2A™

CD38°"™*, Les monocytesitilisés en contrdle positif ainsi que les LB T1, T2, T3 et Tr. COR{ été triés et les
QLYHDX[ GYH[SUHWY\RQRW GSXpJgQBIOXpV SDU 3 & 5nTeXabve S\Etadmanificy par /T H [
laformule 2°*'b SSOLTXpH j OTH[SUHVVLRPQ @krahtpQutinegkH PpQDJH

IHV 1% 7 VpFUA@mald e3vivediuxde transcrits de la protéine y sont fahlesmparaison aux
LB Tr. CD27 (FIG. 26§. 8HWWH SUHPLqQUH LQIRUPDW L R QI1¥ ésthdairiteHuaTdx faibRg $5 1 P
niveauxdans les LB T2nais que sa traduction est particulierement effichest intéressant de noter que les taux
G1$51P GHO énfit équivalents dansles LB T2ZI& 1RXV DYRQV DORUV pPLAtI@EOK\S RW K

des LB T3 pourrait yavoriserOD WUDGXFWLRID.GH Of$51P ,/
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La population des lymphocytes B T3 contient des proB10

En FIGURE 24 B, nous avons montré que les LB T1 et T3 ne contiennent presagle RBBES. Nous

DYRQV FKHUFKp j pWXGLHU OTHHAW \GHX QHI MWEDPRMDIDRIMIS RE® s6dd U, /& S *

populations de LB Tr.

FIGURE 27 /THQJDJHPHROWavorise la sécrétion G 1L Q W H U OpaXlésLypidhocytes B T3.
Testde sécrétion apres 24h demsiation par des motifs CeGDN (n=8, tests de Wilcoxon).

,O HVW LQWpPUHVVDQW GH FRQVWDWHU TXH OTLQGXFWLRQ GH %
&H UpVXOWDW &HueR ld Bbugdffiubatibh WE&s LB T3 contient des proB10 induit en B10 aprés
engagement du TLREIG. 27) & HFL HVW j PHWWUH HQ OLHQ D YHF OpWHQ MWWH P X[
basal dans les LBT3SLRWRQV DXVVL TXTXQH |D L &Qiensl€3 GBCFLVELTR.@Enn, pidhpe & EV H
les motifs CpGODN diminuent le pourcentage de B10 parmi les LB Tr. CD2nhe hausseGH OJLQWHQ\

G T H[ S U HYNDIRaEt&observée dans ces cell(lS. 27 graphique de droite)

Aprés avoir étudié lISRWHQWLHO Tp¥fLR(®@NE d® HB/COIXCD38"™ j VpFUpWHU OF,/
nous avons souhaité déterminer si cette propriété pouvait étre associée avec la régulation de la réponse

inflammatoire des LT CD4
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Les lymphocytes B transitionnels CD2ihibent la polarisation Thl

Nous avons cultivés les sepspulations de LB Trtriéesavec des LT CD4stimulés par des Ac anti
CD3 et antiCD28 pendant 4 jours. Des motifs Gi@DN ont également été ajoutés a la culture. Apres 4 jours, les

surnageants de culture ont été récupérés et des tests ELISN&Aati H W-IENQ WRLQW pWp UpDOLVpV

FIGURE 28 : Régulation de la production de cytokines inflammatoires par les soysopulations de
lymphocytes B transitionnels Les LB T1, T2, T3 et Tr. CDZ7ont été triés puis mis en culture avec des LT

CD4" en présence de CpGDN. Des tests ELISA anfiNF-. HW-IENQ WRQW pWp UpDOLVpV VXU
récupérés apres 4 jours de culture (n=8, tests statistiques de Wilcoxon).

1RXV DYRQV DORUV FRQVWDWp TXTHQ FRRGtvdd BduléRe@aciin® @esFR Q C
souspopulations de LB Tr. est capable de limiter la production de-TN6DU OHV /7 (Q UHYDQFKH

Tr.CD27 TXL VpFUQWHQW VARH) WOKKIVEGOL/WpV j LOQKLBEBU OB \SBRR&XKFWLRQ

En pardéle de la régulation de la réponse inflammatoire, nous nous sommes intéresseés a la modulation de

la prolifération des LT CD4par les soupopulations de LB Tr.
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Les lymphocytes B3 limitent la prolifération des lymphocyte<CD4"

Nous avons cultivéses LB Tr. CD27, T1, T2 et T3 avec des LT CD4marqués avec un traceur

intracytoplasmique qui permet de visualiser les divisions cellulaires générées durant les quatre jours de culture.

FIGURE 29 : Régulation de la réponse proliférative des lymphocytes Tpar les lymphocytes B
transitionnels. Les LT CD4 RQW pWp PDUTXpV DYHF GX &HOO WUDFH E YLROHYV
triés. La prolifération des LT a été étudiée aprés 4 jours de culture éstDstatistiques de Wilcoxon).

$SUqV MRXUV GH FXOWXUH QRXV DYRQV PRQWUp TXH OHV /%

des LT CD4 contrairement aux LB T1 et TED27" (FIG. 29.

Dans notre groupe de volontaires sains, nous avomstaté que les sopspulations de LB Tr. CD%®
CD38°™ ont des potentiels régulateurs différemsdéfaut de pouvoir réaliser les més études fonctionnelles
dans legyroupes de patientapus avons souhaitudierla distributiondes sougpopubtions de LB Trdans les

pathologies autoimmunes.
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5) Les lymphocytes B transitionnels T1, T2, T3 et CDZ7ans @uftoimmunité

Pour conclure @tfide, nous avons réalisé une analyse bioinformatique FLOCK qui repose sur la
FRPSDUDLVRQ FURL y¥rpuenaatgeFgatizqdratteén® RIE Maladies autoimmunes et de volontaires
sains.Les parametres utilisés sont identiques a ceux qui ont permis de réaliser la FIGURE 16 B. Les données de
cytométrie en flux provenant des patients et des ténaminétéréperoriées dans uniéste unique (data setRuis,

OYDQEDO\WVH GH FHWWH OLVWH D pW p afeinWde gtehQard3atd i dées $d3ult®ds® g W U H V

Les lymphocytes B transitionnels CD2&t T3 sont anormalement distribués dans les
pathologies autoimmunes

FIGURE 30: Les lymphocytesB transitionnels CD27" sont augmentés dans les maladies autoimmunes,
tandis que les LB T3y sont sousreprésentés.Pourcentagegue représentent les LB T1, T2, T3 et Tr. CD27
parmi les LB Tr. CD28™ CD38°"™ dans les patients atteints de lupus érythémateux disséminé=(30E du
syndrome de Gougerot Sjogren (pS3$1) etdansles volontaires sains (HE 10). Tests de MamWhitney.

Nous avons constaté que les patients atteints de pSS et de SLE possédent plus de LB Tat @Di2id
de LB T3que les témoin€En revanche, les proportions des LB T1 et T2 sont incharfgies30) Ces résultats
suggérent que les stadde développementes LB T3 et Tr. CD27 sont particulierement sensibles aux
modifications physiopathologique$ XL VXUYLHQQHQW G BnQutre) If Ditdeiatire. eserk Qejawime
KDXVVH JOREDOH GHV FHO @aROHWUSEhR@ENFONQIFBYW > 5H UpJXODWLRQ
Enfin, les LB T3 anergiques représentent probablement un stade de contrdle et de mise sous silence transitoire de
LB autoréactifschezles témoins. Nous supposogge dans les maladies autoimmunestaines chlules B

autoréactivepourraient échapper a ce checkpoint, et pertualoesla tolérance périphérique.
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Conclusion

Nous avons mis évidence que les LB Tr. peuvent étre séparés en quaipemdasons distinctes.
'"fDERUG QRXV DYRQUODFRQJUUWPWIDRQ GHV /% 7 HW 7 GpMj GpFULW\
des LB T3 anergiques et des LB Tr. CD23 U R G X F W-HDXIle&/L BB, ihhibent la prolifération des LT CD4
tandis que les LB Tr. CDZTimitent la polarisation des LT CD4n Th1. De plus, les pourcentages des LB T3 et
des cellules B Tr. CDZ7sont respectivement diminués et augmentés dans les pathologies autoimmunes en
comparaison aux volontaires sains. Cette étude met en évidence plusieypsmoatons de LB Tr. ayant
chacune un phénotype ainsi que des profils régulateurs qui leur sont propres. Enfin, les anomalies de distribution
observées dans les patients atteints de SLE et de SGS montrent que les LB T3 et Tso@D&ifticulierement
sensibles aux modifications pNLRSDWKRORJLTXHY FH TXL MXVWLILH OfpWXGH

maladies autoimmunes.

FIGURE 31 : Paradigme sur les stades de maturation et les fonctions régulatrices des lymphocytes B
transitionnels.
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Nos UpVXOWDWY RQW SHUPLVY GH SURSRVHU XQ QRXYHDX VFKpPD
T1 sont issus de cellules B immatures. Les LB Tr. CDEBUpVHQWHQW DXVVL GH IRUWV QLYH
GH &' j OD PHPEUDQH FH réptdsemend duskl HrQsteder defdeveppement immature (FIG.
31 /HV SRLQWYV GH FRQWU{OH TXL UHSRVHQW VXU OHV UpSRQVH'
critiqgues pour le développement des LB Tr., et ont principalement été décrita cwezis pour les stades T1 et
7 I1RXVY GpPRQWURQVY OYLPSRUWDQFH GTXQ WURLVLgPH VWDGH 7 D
probablement au maintien de la tolérance périphérique (1). Nous ne pouvons pas déterminer si les LB T3 sont
isVXV GH FHOOXOHV % LPPDWXUHV D\DQW UHFRQQXV GHV DXWRS$J R
possible que les LB T3 puissent se différencier en cellules B matures, tout comme les LB T2 précurseurs des LB

Fo (1,2).
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[I.  Fonctions supptessiveges lymphocytes Bsur les cellules T

$ O Y KHXU H KEHNXTReOI&iétectionspécifiquedes Bregainsi que leur expansidn vivo semblent
difficiles. La majorité des études se repeae desobservationsle phénotypesx vivoet sur des tests fonctionnels
in vitro. Cependantau vu des données récoltées chez la sdaudst probableTXH OfpPHUJHQFH GH SR

régulatricegpeut étre modulée par un microenvironnement ad®atéexemple, les DC régulatrices sont capables

GTLQGXLUH GE'%) BB [§&[@an, Qian et al. 20}2De plus,la colonisation microbiotique peut étre

] OTRULJLQH GTXQH KBWREGISPWLERRYVCGSIOpQRF\WHYV F\\J\RBSI‘Q&I,QU’réMikEIiQGXF‘

et al. 2014. En outre, plusieurs populations de LB o@D FDSDFLWp LQWULQVQQTXH GIDF

UpJXODWULFHY HQ IRQFWLRQV GHV VLJQDX[ TXfHOOHYVY SHUORLYHQYV
VXSSRVRQV TXTLO HVW Séh\e#lulEsOrEgulaticeO éhVapRliguamt Qv rbligdvironnement
spécifique. Les microenvironnements retrouvégvo sont complexes, composés de différents types cellulaires et

de nombreux facteurs solubld3ans cette seconde étude, némsettons la notiomle ciblage cellulaire Nous
supposongjue O T p P H U J4B@x§deCt ltre induite par un autre type cellulaire. De méme, nous envisageons
gue le caractére plastique des cellules B leur permet de réguler spécifiquesnantres cellules dans un
environnement commun(QILQ QRXV V XJJmbsR § séttéd ¥ofhQnidation intercellulaire, les cellules

B développent un programrranscriptionnespécifique

Expérimantalement, nous avons cultivéssdpopulations isolées de IOD4" nafs etmémoires avec des LB
totaux. Nous avons observés quedeltules % VRQW FDSDEIMHY URQRIWUBNWIL R Qe M GTLQC
PpPRLUHYV WDQGLV TXYLOV LQ G Xfs\Agtivdedes frehirebsLréguliials\WwWoaus @voBsHEwis 7 Q
O TK\SRWKqV Huppredsadrkl 8es/ 128 mémoipessedent un programme transcriptiorspgicifique Pour
répondre & cette problématique, nous avons ig@esri cellulaireOHY /% DSUqV TXYJLOV DLHQW p
différentesSRSXODWLRQV GH /7 3XLV QRXV DY R®Qdé dugt® GehdkpseindesH By W X G H
LPSOLTXpV GDQY),Deoantrdddi laRiifféramation terminale en plasmocy(BCL6 PRDM1
(codant BLIMP1) HW GDQV OD UpJXODWLRQ GH OfLQ10).DNEWR hvitdrPans ¥¢ GH O
travail que lesLB qui ont inhibé la prolifération des LT CD4némoires expriment plus faiblement) % et
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BCLS6, etplus fortement les gen®RDM1etIL10, que les LB qui ont induits la prolifération des LT CDvifs.
$X YX GH FHV UpVXOWDWYV SUpOL P eghbdeUddlseCuHavialgseplly I8rgdetddndaH V G 9§ p
priorit GH OfH[SUHVVLRQ GH QRPEUHX[ Jg@ signalis&isrotds Yye\STEAD QRATGHV Y I

PI3K etMAPK.

A) Inhibition de la prolifération T : une fonction régulatrice modulable des
lymphocytes B

1) Matériel et méthode PRGgOH GH FXOWXUH PL[WH HW H[WUDFW

Nous avons triés 3 populations de p@r sélection négative en fonction des marqueurs CD3, CD4, CD8 et
CD45RO0. Ainsi, nous avons isolés des LT CDfémoires (CD4 CD45R0O), naifs (CD4 CD4RO) et
cytotoxiques €D8"). Une fois séparés, les LT ont été margpésune sonde Celld D FH & qWfilpEiDet tlé
suivre leur prolifération. Ces derniers ont été cultivés avec des LB tataaboguesHW PLV HQ SUpVHQF
stimulants antiCD3 et aniCD28. $XFXQ IDFWHXU VROXEOH DFWLYDQW OHV /% QYD
DYRQV pJDOHPHQW UpDOLVp GHV FXOWXUHV G $D VW X®H OMPOIM R RWV
prolifération desLT. Aprés 4 jours de culture, la proliféia des LT mémoires, naifs et cytotoxégua été
évaluée, en présence ¢ Q OJDEVHQFH BnHparahe@ Ondus Hivondoétudié la mort cellulaire des

populations de LT a 4 jours par triple marquage Annexil, Draq7 DNA Dyeet Ac antiCD19

En pardlele de ces cultures visant a déterminer le poted&slLB a inhiber la prolifération des populations
GH /7 QRXV DYRQV UpDOLVp GHV FXOWXUHYV GHVWLQpPHV j OfH[WUL
choisi de lesextraire a 3 jours de culturd 8 Q GTpWXGLHU OTH[SUHVVLRQ OAREWMHU YR W |
de OTHIITHW UpJXQ@B\ous(RIG.GB.\MLes%ellules B ont été isolées des cultures par une sélection
positive antiCD19. Aprés vérification de la pureté des tris, nous aeatrait les ARNm des LB mis en présence
des LT naifs et des LT mémoire6QILQ OTLQWHQVLWp GHL)O %6 PRDWIL RQ1GdH V JqQ

été évaluée p&RT-PCR quantitative
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FIGURE 32: Schéma explicatif de la méthode employée pour comparer les profils transcriptionnels et le
potentiel suppresseur des lymphocytes B.

Avant de nous engager dans ces expériennesis avons souhaité mieux comprendre les facteurs qui
impacent surla prolifération des LT cultivés avec les cellules B. Nous avons alors étudié les effatsedis

solubles ainsi que la cellularité dans notre modéle de cultuxéro.
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2) Modulation d H irthiition de la prolifération T par les lymphocytes B

/I THQJDJHPHQW GX 7/5 GHV O\PSKRF\WHV % PRGXOH OD SU

/D SUHPLqUH TXHVWLRQQSRXpIDFR CANQODLWLEXODWLRONGHV /%
dans les cultures mixte€ette stimulation a été décrite pour induire ung R G X F W-LRdans5 s, tellules B
mais estlle nécessaire pour que ces derniéres inhibent la prolifération ded I pWXGH GH OD SUROLI|
LT est possibleia XQ PDUTXDJH DYHF OH WUDFHXU &HOO WU D FéiceliulaiféesR O HW
générer au cours de la culture. Le logiciel FlowJo (FlowJo, LLC) nous a permis de calculer un index de

prolifération aprés 4 jours de culture.

FIGURE 33 : Prolifération des lymphocytes T en présence des lymphocytes B avec ou sans GpON.

4.10' LT ont été cultivés seuls (barre noire), avec 4L (barre grise) ou avec 4.40B stimuléspardes motifs
CpG-ODN. La prolifération des LT marqués par le tracd&usHOO WUDFH G YLROHW D pWp pYDC
jours de culture (n=9, tests statistiques de Wilcoxon).

/IMTLQGH[ GH SUROLIpUDWLRQ GHV /7 UHSUpVHQWH OH QRPEUH GH J
division. Nous avons constaté&XH OD SUROLIpUDWLRQ GHV /7 HVW LQKLEpH ORUVT
HITHW OfLQGH[ GH SUROLIpUDWLRQ GHV /7 FXOWLY pcvltived xvecvded VW V|
LB 'H SOXV ODFWLYDWLRQ GBpGCGIHNONAUR One \nhlditicheere@ deg LEFFRSWBB |
IRWRQV pJDOHPHQW TXH QRXV DYLRQV YpULILp -OBNxeQ@nddiifeVgashexitO D W L |
prolifération. En conclusion, la stimulation des LB par les @MN potentialise leur effet inhibiteur de la
prolifération des LT.
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La cellularL W p D Xlurfoddldonctionnelin vitro

$SUQV DYRLU pWXGLp OTLQIOXHQF HeSqXTL PB RW WD) FVHR GXE 0 BIW DR A

prolifération des cellules T.

FIGURE 34: Influence de la cellularité sur la prolifération des lymphocytes TLes LT o été cultivés sans
LB (ratio 04), ou bien en présence de LB a différentes concentratienstio 1/1 correspond & 410B pour
4.10' LT. Représentations de 3 cultures mixtéslisées en présence de GPGN.

Nous avons sO DLWp TXDQWLILHU OfLQIO X ldelifed BGit N QHRLER MQ\R Q D
prolifération des LT. Ainsi, nous avons réalisé des cultures mixtes en modifiant le ratid T,Bafin de
déterminer sla quantitéde cellules B« faisait leur force»>. Nous avons alors constaté que plus la concentration
cellulaire des/% HVW JUDQGH SOXV OYLQKLELWLRQ GH OD SEH&®RGA) ey DWLR
UpVXOWDWY VRXWLHQQHQW OfYLPSRUWDQFH GX FRQWDFW FHOOXOD|

également une possibtompétition poules facteurs, entre autre de croissance, présents daiiele
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Hétérogénéité cellulairdu compartiment lymphocytaiie

-XVTXTj SUPpVHQW QRXV DYRQV pW X @dsppopulatiG 8:D.LAMUG DL RED BB O
description du modeéle de culture mixteus avons souhaityé p SDUH U @fppoiifékaBidt d8 HT CD4 de
celledes LT CD8. Pour ces expériencaspus avons cultivéD TH Q V H P E ODBB" GviecMesd tellules BNous
avons ainsiconservé les communications intercellulaires qui se produisent en cultineelesn différentes
populationsde LT. Aprés 4 jours de cultureyous avons analysé la prolifération des CD4" et CDS§, en

réalisant un marquage avec des Ac-@iil9, antiCD4 et antiCD8.

FIGURE 35 /R UV Tsofitlc@tivés conjointementla prolifération d es lymphocytes T CD4 et CD8’ est
similairement inhibée par les lymphocytes B.$YDQW OD PLVH HQ FXOWXUHontGeEHQVHP
PDUTXpV SDU OH WUDFHXU &HOO WUDFH E-ODNR& daluless@&Uagculturehdi® X U V
été marquées avec des Ac &B19, antiCD4 et antiCD8 afin de séparer les populations par cytométrie en flux.

A) Index de proliféréion des LT CD24 et CDS§ cultivés avec et sans LB. B) Delta des index de prolifération (n=6,
tests statistiques de Wilcoxon).
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Lorsque les populations de LT CDdt CD8 sont cultivéesnsembleleur proliférationHQ OYDEVHQFH
LB est similaire(FIG.35A). $ILQ GH TXDQWLILHU OfHIIHW GHV /% VXU OD SUROL
XQ FDOFXO TXL FRQVLGqUH OD GLIIpPUHQFH GHOWD HQWUH OfYLQGE
avec les cellules B. Plus ce delta est grat8O XV OTLQKLELWLRQ GH OD SUROLIpUDWLR
constaté quées LB limitent la proliférationdes LT CD4 et CD8" avec la méme efficacitéFIG. 35 B. Ces
résultats soulevent plusiewnéflexions Tout dfDERUG L O H Ved/LBdinvenEd® ld miedél maniére la
prolifération abs LT CD4 etdes LTCD8'. Egalement, nous devonensidérerT XH OHV /% VRQW FDSDEC
GHV 7UHJ LPSOLTXpV GDQV OfL@KLELWHR QR BWHODN CBWIRROQ VP U R XVQA RYH C
si, une fois séparéavant la mise en culturéa prolifération ded T CD4" et CD§ estidentiquementéduitepar

les cellules B.

B) Les lymphocytes B ont un comportementégulateur adaptéaux types de cellules T

1) Les lymphocytes B inhibenta prolifération des lymphocytes T CD4mémoireset
induisent leur mort

Inhibition de la prolifération des lymphocytes T CPdémoires par les cellules B

Nous avons vu précédemment que lorsque les populat®hd CD4 et CD8 sont cultivées ensemble en
présence de LB, leur prolifération est inhibée de la méme maniére. Nousasaiisséparéar tri cellulaireles
LT CD4" naifs, CD4 mémoires et CD8 avant lamise en présence des LB afin de vérifieuse fois isoléedes

unes des autrekes populations de Lproliferent similairement
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FIGURE 36: Les cellules B induisent la prolifération des lymphocytes T CO4naifs et CD§ WDQGLV TXTL
inhibent celle des CD4 mémoires.A) Histogrammes de prolifération représentatifs. Les populations de LT ont
pWp WULpPHV j OfDLGH GYIXQ NLW GH VPpOHFWLRQ QpJDWLYH SXLV FXC
contient pas de CpGDN. B) Les index de prolifération pourekpériences sont représentés pour les LT seuls
(formes vides) ou mis en présence de cellules B (formes pleines). n=8, tests statistiques de Wilcoxon.

Il a été intéressant de constater que, lorsque les populakoh3 ont été séparées avant la mise en
culture, les cellules B induisent la prolifération des LT CD8 CD4 QDwIV DORUV TXYLOV LQKLE
CD4" mémoireFIG. 36 A et B) Nous avons également obteress mémes résultats en culture hétérolo@ee.

SOXV HQ OYDEVHGQHMAOGHA FHPRRAXBGINVSBYROHIQUHQW G ma¥sBt@M8DJH TXH
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Nousnous sommesnsuiteRULHQWpV VXU OTpWXGH GTXQH DXOMUBARBWWR® !
mort cellulaire des LTEn culturein vitro, les LT ont trois destins cellulaires. lls peuvent proliférer suite a
OfHQJDIJHPHQW GX 7&5 VH GLIIpUHQFLHU RX ELHQ HQWDPHU XQ S
OTHIIHW GIH prolifésatioiXdes populations de LT, nous avons analgspokentiel de survieles LT en
présence de cellules. Blotons que les analyses sur la prolifération des LT ont été réalisées sur les cellules T

vivantes.

Induction de la mort cellulaire des lymphocytes T O les lymphocytes B

Les populations de LTriés ont été cultivées avec et sans cellules B pendant 4 jours. Nous avons ensuite
évalué la mort des LT par cytométrie en flueslcellules apoptotiquesntdéfinies par la combinaison Annexin

V' DNA Dye (Draq? etles @llules en nécrose sont Annexiti Draq7.

FIGURE 37 : Les lymphocytesB induisent fortement la mort des lymphocytes T CD4 mémoires par

nécrose.A) Les LT CD4 mémoires, CD4naifs et CD8 RQW pWp WULpV j OfDLGH GIXQ NLW
FXOWLYpV VHXOV RX DYHF GHV FHOOXOHV % /YfDSRSWRVH D pWp P
QpFURVH SDU XQH VRQGH 'UDT TXL PDUTXH O1%$'1 ([HPGPhgqueHSUpV
SUpVHQWHQW OHV UpVXOWDWYV VXU OYDSRSWRVH jJDXFKH HW VXU
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/IRUVTXTLOV VRQW FXOWLYpV VHXX@\pastéervtiglés @ B wuret bine/ pdateP R L U H
sont en apoptoskes LT CDS8 représentent la population de LT qui survie le mdiimsrevancheen présence de
LB, une forte induction de la mort cellulaipar nécrosea été observépour les LT mémoiresNotons que

OTHQWUpPH HQ QpFURVH HW P Rt Qas résuBaR damen@am dnsSarixeUor@tdivsufpressve

des cellules B quypourraient agien LB «killers » (FIG. 37 A et B).

2) Comportement des lymphocytes B face aux lymphocytes T CDtémoires, naifs et
CD§8’

En poursuivant cette réflexion sur éammunication et le ciblage cellulaireQRXV DYRQV pPLV OTfl
T X §d2l& de leurs fonctions suppressives, certaines fondtitnssequesdes LB pourraient étre modifiées en
présence des LT mémoires CDMous avons alors étudié la prolifération saique le potentiel de survie des

FHOOXOHV % ORUVTXY{HOOHV VRQW H @émdtirpsy EDMaiHs @ BB SRSXODWLRQ\

Les lymphocytes B proliféreribrtementen présence ddymphocytes T CD4mémoires

FIGURE 38: Les O\PSKRF\WHV % SUROLIqQUHQW IRUWHPHQW ORUVTX{LOV V
mémoires.A) Histogrammes représentatifs de la prolifération des LB aprés 3 jours de culture en présence des LT
CDS8" (vert) CD4 naifs (bleu) et CD4mémoires (rouge B) Pourcentage de cellules B en division pour 4
expériences. C) Index de prolifération des LB (n=4, tests de Méritney).
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/IHV FHOOXOHV % HQWUH GTIDYDQWDJH HQ SUROLIpUDifs &8Q ORU
PPPRLUHV SOXW{W TX(®5Y38MR).Gieffet, Bedlément 20% des LB proliferent en présence des
LT cytotoxiques. De plus, méme si environ 80% des cellules B proliferent en culture avec des ‘Lila@®4
(FIG. 38 B) le nombre de divitERQV TXfHOOHV IRUPHQW HVW LQIpULHXU DX[ /% °
mémoires /TLQGH|[ GH SépRsehtektie WHeREEIG. 38 C) Notons enfin que la concentration des
LB influe sur leur potentiel a inhiber la prolifération des (I FRQVpTXHQFH OH IDLW TXTLOV
en présence des LT mémoires est possiblement associé avec leur efficacité a inhiber la prolifération de ces

derniers.

Potentiel de survie des lymphocytes B en culture mixte autologue

Apres avoir étudida prolifération des LB en présence des différentes populations de LT, nousesténs

leur potentiel de survie.

FIGURE 39: En présencedes lymphocytes T CD4 naifs, mémoires et CD3 les cellules B survivent de la
méme maniere.A) Pourcentage de cellules B en apoptose. B) Pourcentage de LB en nécrose. Graphiques
représentatifs de 4 expériences.

Nous avons constaté que lorsque les LB sont cultivés avec les LTn@doires, CD4naifs et CD8, le
pourcentage de cellules vivantes est élevé et identiques dans les trois conditions dgEIB@A et B) Ces
UpVXOWDWY VXJIJqUHQW TXH OYLQFDSDFLWp rails¥ét CZ8 QI & KIWE 5D VOB XHL

défautde survie.
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En conclusion, les cellules B inhibent la réponse des LT @@&moires en limitant leur prolifération et
en induisant leur mort. En outre, les cellules T mémoires induisenprafiéération importantedes LB.Ces
données démontrent que la uégion de la prolifération aingjue O 1 L Q G X muvtloRI@sEEsar les LBsont

dépendantede la cible cellulaire T en présence.
3) Un programme transcriptionnel spécifique pour leslymphocytes B suppresseur8

En présence des LT, les cellulep®liferent, inhibent la prolifération des LT, et peuvent induire la mort de
ces derniers. Ces fonctions que présentent les cellules Retainementissurées suite a une modulation de
OfH[SUHVVLRQ GH FHUWDLQV JqQHV prEdrdmmeStrRxstriptiomiel @& L8VMID &R Q V
culture avec les LT CD4mémoires et naifs: X V T X § tdntitio®de culture avec les LT CDBété utilisée en
controle afin de comparer les différences intrinséques aux populations de LTeE0®HE. Etant domé que les
cultures mixtes avec les populations de LT Ch#moires et naif®nt montré des fonctions cellulaires B
opposéesnousQRXV VRPPHV UHVWUHLQW j OfH[SUHVVLRQ JpQLTXH'GHV Ft

mémoire et naive.

A 3 joursde culture, les cellules B ont été isolées/dd&= X OW XUHV PL[W H de sé@gtibr_dditive T X Q R
Ensuite, les ARNm ont été extraits des LB cultivés avec des LT @# ou mémoires. Nous avons alors étudié
OfH[SUHVVLRQ1G Py BCLG ERDWMY, IL10) FKRLVLYV DILQ GYDYRLU GHV GRQQp

GIHQYLVDJHU GHV DQDO\VHV VXU XQ SOXV JUDQG QRPEUH GH JqQHV
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FIGURE 40: Etude GH OYH[SUHY VW, BCQL6GRDM1 et IL10 par les cellules B isolées aprés avoir

été cultivées avec des lymphocytes T CD#émoires et naifsPar PCR quantitativeD fH[SUHWY R Q GH
BCL6, PRDM1etIL10 a été quantifiée par la formule”? Felative aux génes de ména@aPDH Les graphiques
représentent les valeurs obtenues sSUBBRRO GT$'1F SURYHQDQW GT1$51P H[WUDLWV Gt

Nous avons constaté que les cellules B cultivées avec les LT r@lifg expriment plus fortemerit) %
etBCL6 WDQGLV TXTHOOHV H[PELWLHQ N B OoknpgarbizerEalB Butig@sVavec les LT
CD4" mémoires(FIG. 40. Les résultats concernaBCL6 et PRDM1sont en adéquation avec les données de la
OLWWpUDWXUH SXLVTXH OHXU H[SUHVVLRQ VYfRSSRVH BEfinflIRXUV GH
intéressant de noter que les cellules B régulatrices des LT EPAP RLUHY RQW XQH IRW@etHe H[SUH
REVHUYDWLRQ VXJJgqUH XQ SR VM\ist @sifoodiond d¥ praliftatioN &t deXdurvie deLY, /

CD4" mémoires

Pour conclure, nous avons choisi une autre représentation qui permet de visualiser la hausse ou la

GLPLQXWLRQ GH OJH[SUHVVLRQ GYXQ JgQH HQWUH GHX[ FRQGLWLRQ
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FIGURE 41: «HeatMap @ UHSUpVHQWD QW 10 1%, [EECUG;I RRDMR € ILGMpar les cellules B
cultivées avec les lymphocyteE mémoires en comparaison aux lymphocytes T naifs

La «Heat Map?® UHSUpVHQW e QY M4 BROWN, BCL®S € IL10 dans les cellules B cultivées
avec des LT CD4mémoires, la condition de référence étaite avec les LT CD4naifs(FIG. 41). Les résultats
REWHQXVY DYHF FHWWH PpWKRGH G D QD O RNGURERI@GEWndnGBaHuQadusse ide/ D X |
@fpression d®RDM1etIL10 dans les LB qui inhibent la prolifération des LT CDdémoires en comparaison

aux cellules B qui induisent la prolifération des LT CD4ifs.

Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons identifié deux conditions de cultuppguiaient permettrés { pW XGLH U
les génesnoduléspar des cellules B régulatrices en comparaison a detibcBlateursEn effet, mus montrons
gue malgré le fait quecertaines poglations de LB soielV SOXV UpJXODWULFHV TXH G¢YD
FRPSDUWLPHQW O\PSKRF\WDLUH % HVMWFG $DE O MeSd@ L@ IEERABO D S UF
facon spécifigue des LT CD4mémoirs ORUV T XYL O Vdeg R@QréasLT) \(R® piY) Ces données
intéressantes suggérepie O YD FW LY L Wp supprédsvds\W Y UBHHVW GpSHQGDQWH GH OD
UHQFRQWUHQW (Q RXWUH LO HVW SRVVLEOH TXHp@DdE LU LRQ G
% WDQGLV TXH GIDXWUHV L QmEMbires]l@anit@dnc RirithissaGtide/trie? dés' populations
de LB afin de comparer leur potentiel régulateur face aux fonctions des LT. Les différences fonctionnelles

observées entre les de’lkRQGLWLRQV GH FXOWXUH VRQW VRXWHQXHYN DU GH\

92



PRDM1 BCL6et IL10. Les cellules B qui inhibent la prolifération et induisentiort des LT CD4mémoires
surexprimentL10 et PRDM], tandis que ceux qui induisent paolifération des LT CD#4naifs expriment plus
fortementBCL6et 1) % 3RXU SRXUVXLYUH FHWWH pWXGH QRXWIuggadDLWR (
nombre de génes par RPCR array afin déaire un «screening des génes différentiellement exprimés dans le
EXW GH GpWHUPLQHU VYLO H[LVWH XQH YRLH GH WUDQVGXFWLRQ "'
cellules B.In fine, remonter une ou plusieurs de ces voies nous permettrarpéld H G D V\aRieuH U X Q
membranaire ou une cytokine produite en adéquation avec la cagexitéllules B régulercertaines fonctions

des LT.

FIGURE 42 : Les lymphocytes B inhibent les fonctionsde prolifération et de survie des lymphocytes T
CD4" mémoires,possiblementvia une surexpression d®RDM1et IL10.
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lll. Les lymphocytes Brégulateurs entransplantation rénale

La transplantatioménale est léraitement de choix dans les maladies ou la fonafiomeinest altérée.
ODOJUp OYXWLOLVDWLRQ GH WUDLWHPHQWY LPPXQRVXSSUHVVHXUV
transplantation. Pendant de nombreuses années, les immunothérapies ont ciblé les cellole£®Enedntrées
efficaces pour igvenir le rejet cellulaire aigu. Cependant, la réponse humiealeellules Rt lerejet chronique
GH OfDOORJUH I I Hprédeavatidbihporapes . e@itigue les cellules B puissesdcréter des alke
etinfiltrer lestransplantdesimpliquentfortementdans le rejet de grefiehronique /fLPPXQRWKpUDSLH S
antrCD20 déplétant les cellules B peut cependant ne pas applertbénéfice probablement car certaines

populations supprimées contribuent a la tolérance du transplargffet, un rble protecteur des Bregété

démontré chez des souris transplanfées, Kim et al. 201 HW F Krihle Ol €8 suspecté une contribution

des LB Tr. dans la tolérance périphérirﬂeuel, Simon et al2014.

IMTpWXGH TXH QRXVY DOORQV SUpVHQWHU LFL VH EDVH VXdjaXQ WUL
ont REVHUYp XQH DQRPDOLH GH GLVWULEXWLRQ DLQVL TXTXQ GplIDX\
cABMR. En effet,encomparaison aux patients stables, ceux qui développent un rejet possedent plus de cellules B
mémoires IgDCD27" et moins de LB Tr. CDZY"™ CD38°"™. De plus,in vitro, le compartiment lymphzytaire B

des patientsABMR Q 1 p pa®dpW a inhiber la pifération et la sécrétion de cytokines inflammatoires des LT

autologuegNouel, Segalen et al. 2004/ TpWXGH TXL YD VXLYUH SRXUVXLW FHV WUD

GIDYDAWILPSOLEKDWIHRQYGE Y FHOABMRHUIHQFH GX
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A) Lymphocytes Btransitionnels et alloimmunisation : étude BHL (B lymphocytes in
humoral rejection and adloimmunisation)

/ T IRectif principalde cette étudest de mieux comprendre les mécanismes dépendants des lymphocytes B a
O R U L JAABMR.@XKe attention particuliere a e RUWpH VXU OHV PpFDQLVPHV SRXYL
naturelle duejet humoral chronique et des formes de pasB&fe(donor spedic antibodiesnégatifs vers DSA
positifs, et de DSA positifs vers les Iésions histologiq(ielss. 43. Ainsi, noussouhaitons déterminer pourquoi
certains patients qui possedent des D®&fagel) ne vont pas développer aABMR et auront un greffon

foncionnel WDQGLV TXH GIDXWUHV YRQW HQWUHU GDQV é&apddIstHIDVHYV WL

FIGURE 43: Les étapesdu rejet humoral chronique. Le cCABMR se caractérise par trois phases principales de
GpYHORSSHPHQW 'f{DERUG VXUYLHQW OD SUpVHQFH GH '6$% 3XLV L
UpVXOWDQW GYDWWHLQWHY WLVVXODLUHV HWritiGue Le&t | détni® pday \WWné FH O
perturbation des fonctions rénales.

ITPWXGH GH FR&tEReaNWEe e aveugleagtc la participation d&3 centres de traplantation
rénale ernFrance, faisant partie du groupe Spies€ette étude a été initiée en collaboration avec le service de
néphrologie de la Cavale Blanche du CHRU de Bdd¥t patientsDSA™ ont été inclus et la durées inclusions

D pWp G1HQ(Ydblé R)Qes gioQpés ont été complérecdes patientsQ FOXV GDQV Ofep&/ XGH G

Nouel, Segalen et al. 20j14
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Table 4 : Caractéristiquesdes patientsGH OfpWXGH % +/

Patients Grl Gr2 Gr3 Gr4d
characteristics (ST-DSA") (Infra) (cCABMR) (ST)
Total number (n) 38 14 46 42

Mean age (SD) 53,56(11,5) 51,5(17,3) 54.8(14,07) 54,6(12,2)

Mean (months) delay 82,0 (69,4) 80,5(81,8) 114,7(69,1) 39,96(39,77)
from transplantation
(SD)

Nous disposonss 1 X Qupé deRvolontaires sains (n=3)W G 1 X Q patiBnsSableS greffés depuis
SOXV GT1XQ Dnctdn Qe shalide- et qui ne possédent pas de(BS#9). Les patients DSAont été
séparés en 3 groupes suivant les classifications présentées en FIGUERR&tdnentalement, nous avons réalisé
des analyses phénotypiques sur les prélevements samgifl SDWLHQWY DILQ GTpWXGLHU OD
des populations de LEBans ce chapitre, nous nous intéresserons tout particulierement a la population des LB Tr.
CD24°" CD38°™, En paralléle, nous avoméalisé des expériences fonctionnetiestraversie cultures mixtesn
vitro, GDQV OH EXW GYipWX&EEBW LAHATHWINAHW XGHUD/ % UROLIpUDWLRQ GHYV /

terminéeet nous disposondorénavante données cliniques qui ont pesnde réaliser des groupes de patients

DSA" (FIG. 44). Les groupes ont été créés suivant la classification de Banff dg[2048, Sis et al. 20].4Parmi

les patients transplantés qui produisent des RI®Anovo sont dstingués ceux ayant un critemour la
JORPpUXORSDW KdaHa Gcfj B O) eRceUkHhvéEiun cg > 0. Les patients avec anOcgnt été séparés

en deux sousgroupes en fonction descores de la glomérulite (g) etle la capillarite péritubulaire (PTC). Les
patients ayant un score g + PTC < 2 sont considérés comme stablésHdSAvanche, ceux ayant un score g +

PTC > 2 représentent un groupe ABNMRraclinique ou des lésions histologiquentété REVHUYpHYV VDQV
QTM\ DLW GH G\VIRQFJ¥ahRIQcABMK.DOdHréckRiBri’ Idur les criteregsésl sont disponibles en

Table 5
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FIGURE 44 : Classification des pdients DSA” GH OTpW XGH % + bHes-biserRaipRtistBIqiques
faites sur les biopsies de rein.

Table 5: Critéres histologiques et scores des lésions, définis par la classification de Banff.

97



1) Distribution des populations de lymphocytes B chez les patients alloimmunisés

Dans un premier temps, nous avons étudié la distribution des populationspde tyBométrie en fluxhez
des volontaires sains (HV)ged patients stables sans DSA (Sat)des patients stables/ec DSA (ST-DSA").
Nous avons également réalisé cette analyse pour les patients des groupes cABMR et infraclinique (Infra) (FIG. 45

et Table 4. Nous Q 1 D YoBs@n¢ordes valeurs absolues pour quantifier les cellules circulantes.

FIGURE 45 : Distribution des lymphocytesB GDQV OHV JURXSHV GH SDW PeL@sitdgecH O
des LB CD19 parmi les lymphocytes chez les volontaires sains (HS5), les patients stables (ST n=42), les
SDWLHQWYV D &Y MinddraD chronicu ¥XcMBNRIMM57), les patients stables avec DSAEN n=23), et

chez les patients du groupe ABMR infraclinique (Infra n=14). B) Pourcentage parmi les cellulesdeb1®B

IgD* CD27. C) Pourcentage des LB mémoires-gnatch IgD" CD27'. D) Pourcentage des LB mémoires post

switch IgD CD27'. Tests statistiques de Makivhitney.
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'H IDoRQ JpQpUDOH OHV SDWLHQWYV WUDQVSODQWpV TXJLOV I
inférieur au groupe témoirfFIG. 45 A). Nous avons ensuite étudié la distribution cellulaire en fonction de
OTH[SUHVVLRQ GH & HW GH Of,J' 1RXV BabR<xenEHIAQN un Rddr¢dmtdgep T X H
de LB CD27 IgD"* (dont la majoritéest des cellules B maturesupérieura celui des volontaires sains, des
patients cCABMR des patients SDSA" et Infra(FIG. 45 B).En ce qui concerne les pourcentages de cellules B
mémoires préwitch IgD" CD27 QRXV QYDYRQV SDV REVHUYp GH GLIIpDSOFHV H
et cABMR (FIG. 45 C). Il semblerait toutefois que les patients D8Ant dedésions histologique(Infra) aient
plus de LB mémoires prwitch que les patients ST. Enfin, nous nous sommes intéressés a la population des
cellules B mémoires poswitch IgD” CD27". Il a été intéressant de constater que les 3 groupes de patients de
OfpPWXGH %+ REYqGHQW G DY D QW D-dwitchen covhp@taisoR aupbHevitsSRMes/ sans
DSA (FIG. 45 D) CHV GRQQpPHV ODLVVHQW | SHQ YarodseTaxddm@atisriJde\tlHRes H G |

probablement impliquée dans la réponse humoralegeeffion.

Nous poursuivons cette étude phénotypiquarortant une attention toute particuli@réa population

des LB Tr. CD2&"CD38°"™,

FIGURE 46 : Les patients alloimmunisés ont un pourcentage de lymphocytes B transitionseinférieur a
celui des patients stablesPourcentage de cellules B CI¥?% CD38°" parmi les LB. Tests statistiques de
MannWhitney.
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Les patiets des groupes cABMR, SIDSA" et Infra possédent moins de LB Tr. COZ3CD38°™ queles
volontaires sains et les patients staldlass DSA (FIG. 46)En revancheLO QTH[LVWH SDV GH GLIIg
pourcentage de LB Tr. des patients qui dételoppé un rejet et les patients stables avec. P8Aconséquent,
tout comme pour la population des cellules B mémoires Jad WFK OfDQRPDOLH GH GLVWULE

LB Tr. ne semble pas éttgpique du rejet humoral chroniquésembleraitque la baisse des LB Tr. ainsi que la

hausse des cellules B mémoires gsitch (déja observées dans le cABMRouel, Segalen et al. 20[)4

SRXUUDLHQW rWUH DVVRFLpHY DYHF OfpPHUJHQFH GHV '6$%$

2) Les cellules B des patigts alloimmunisés sorvelles inhibitrices ?

Aprés avoir observé@nedistributionparticulieredans le compartiment lymphocytaire B des patients greffés
possédant des ahe, QRXV QRXV VRPPHV LQWpUHVVpVY DX SRWHQWLHO TX!
proliférationdes cellules T autologuesfpWXGH %+/ D pWp UpDOLVpH HQ DYHXJOH /H
G 1 D ek faig@ssans la comaissance des diagnostigugsi nous sont parvenus que trés récemmetR XV Q T\

distinguerons donc pass3 groupes deatientsDSA"™ (CABMR, ST-DSA" et Infra),

FIGURE 47 : Représentationdes trois effets possibles des lymphocytes B sur la prolifération des cellules T
de patients alloimmunisésLes LT ont été marqués aveoe sonde CelWUDFH E YLROHW SXLV FXOV

lesLB autologueeQ S UpVHQF HO3JedhH#CD2Q ¥ He motifs Cpo@®DN. La prolifération a ététédiée
apres 4 jours de culture
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Il aété décritGD QV O Y p W Xeb#., (GuHprédeaesoBlle BHLYue les cellules B de patients atteints

G 1 XABMR sont défaillantes pour inhiber la prolifération des [Nouel, Segalen et al. 200L4l a été

intéressant de constater que les LB des patients’ D8Atrois effets différents sur la prolifération des LT
DXWRORJXHV (Q HIITHW LOV SHXYHQW LQKLEHU IRUWHPHQWUOD SUF
bien induire cette prolifération(FIG. 47). /fpWDSH VXLYDQWH D FIRQidhL ded/ pest®ds OD

numériques obtenus sur la prolifération des LT en préseidé HQ OYDEVHQFH GH FHOOXOHV %
Comparaison des meéthodes de calcul pour la prolifération des lymphocytes T

Pour la comparaison des méthodes, nous avons utilisé le caldiiédence de prolifération présenté en
FIGURE 35 Plus cedelta 0 SUROLIHUB&Vrapp@che Q& M du devient négatif, plus les LB ont une

tendance anduirela prolifération degellulesT.
0 SUROLIHUDWdeR Ge frQif@retion des LT xindex de prolifération des LT + LB

/IMTLQGH] GH SUROLIpUDWLRQ GHV /7 UHSUpVHQWH OH QRPEUH (
entrées en divisionLO QYLQFOXH SDV. ICekisté u@ setondNindex@eflete le nombre global des
divisions cellulaireen prenant en compte les cellules qui ne sont pas entrées en division. Il est appelé index de

division.
0 GLYLVLRQ LQGH] L Q G Hiinek d&divisiov deR T GUBYV /7

$ILQ G TL Q V¥ resuBdispddsHWtu@dide facon exhaustive et rigoureuse, nous avons utilisé ces deux
index. UQH WURLVLQPH RSWLRQ G L QW HapySdaipe/donitddredle@ourcdhtage/ otalle R | | H
cellules qui ont proliférer en ne tenant pas compte du nombre de divAspanrtir du pourcentage de cellules en

division nous avons également déduit un Delt@#6 of dividedT cells.

0% of divided T cells =% LT en prolifération - % LT en prolifération en présence de LB
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(Q FRQFOXVLRQ XQ 'HOWD LQIpULHXU RX pJDO | VLIQLILH TXFH
des LT, et celauel quesoit la formule utiliséeNous avons choisis troiméthodesle mesure différems afin de

donner de la puissance a notre analyse.

FIGURE 48: ReprésentationGH OfLPSDFW G H3E p&tidris@Iihimwnisks suiHa prolifération de

leurs lymphocytes T.A) % de cellules T réparte&§ DQV FKDFXQH GHV IUDFWLRQV GX 0 SU
/7 GDQV FKDFXQH GHV IUDFWLRQV GX 0 GLYLVLRQ LQGH[ & GH /7 C
divided T cells.

Au premier abord, nous pouvons constater que les trois fovhu@f RITUHQW SDV OH PrPH W
(Q HIITHW VL OYfRQ FRQVLGQqUH OTLQGH[ Gde¢ patieRODSpQ PMIKREHQW SG
prolifération des LT EIG. 48A FRQWUH VL OfRQ XWLKG v&B)OFhLmQIG$diileGH GL
nous avons utilisé la formule basée sur le % de cellules T qui entrent en division, il a été montré que 66.66% des

FHOOXOHV % QVYLQKLEHQW SDV BG.HEWUpH HQ SUROLIPUDWLRQ GHV /

Il parait difficile de définir un seuil qui établit catégoL TXHPHQW j SDUWLU GH TXHOOH

OHV FHO O Yéatikentsot inbihixi€es de la prolifération des LTI RSWLR Q T X Herpisajéé aDe¥erR Q V
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GT1DVVeésFasitttsREWHQ XV VXU OfLQKLELWLRQ Gldve® b pSucen@gd plés0LB/ LR Q

CD24°™ CcD38°™, définis comme étant impliqués dans la tolérance périphérique.

Chez les patients alloimmunisés, les lymphocytes B transitionnels ne sont pas associés avet
OfLQKLELWLRQ GH OD SUROLIpUDWLRQ GHYVY FHOOXOHV 7

FIGURE 49 &RUUpODWLRQ HQWUH OH SRXUFHQWDJH GHV O\PSKRF\WF
prolifération des cellulesT des patients alloimmunisésTests de Spearman avec un intervalle de confiance de

95%. A) En Y: % LB CD24°* CD38°", X 0 SUROLIHUD\EBLR® LR)EDRL™ @D38°™, X 0
division index. CEn Y: % LB CD24°*CD38", X @ GLYLGHG 7 FHOOV
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/IMTLQGH[ GH SWROAM9MUDMWLRQH][ GH5.EaBY) bihiddh @ nombre deellules T en
division FIG.49C QH SHUPHWWHQW SDV GfpWDEOLU XQH FRUUpODWLRQ H
pourcentage de LB CD2# CD38°™ que possédent les patients alloimmunisés. En ééfaestde Spearman

n §st significatif pour aucune desois méthodes

Pour les analyses statistiques présentées précédemment, nous avons souhaité comparer les inhibitions d
la prolifération T, en conservant un groupe de patients ‘Di##¢rogénesNous avons ensuite procédé a des
DQDO\WHV VXU OfLQGH[ GH OD SUROLIpUDWLRQ GHV /7 FX-OS%L,YpV D)

Infra et cCABMR.

FIGURE 50 : /HV FHOOXOHV % GHV SDWLHQWY DWWHLQWYV GI1XQ UHMtE
prolifération des lymphocytes T.Index de prolifération représentés pour les LT des patientSI2) ST-
DSA" (n=12), Infra(n=7)et cABMR (n=23), cultivés avec et sans LB. Tests statistiques de Ndhitney.

/IHIJURXSH GH SDWLHQWYV F$%05 UHJURXSHQW pJDOHPHQW OHV ¢

Nouélet al. (n=16){Nouel, Segalen et al. 20[LANous confirmons avec un nombre plus grand de patients que les

cellules B depatients cABMR sont défaillantes pour limiter la prolifération des LT (FIG. 50), contrairement aux
patients stables sans DSA. Il a été intéressantonstateque les LB patients DSAT XL QTRQW SD-V GH U
DSA" et Infra) sont capables de réguler taligération T. & HV GRQQpHV VXJJqUHQW TXH OTDQR
cellules B de patients alloimmunisés survient avec le rejet humoral chronique. Les anomalies de distribution
précederaient donc ce défaut des cellules B a inhiber la réponisendus reste a récupérer les données
concernant les index de divisions et le pourcentage de cellules en divisions.
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La baisse ddréquence des cellules B CO%8° CD38°™* présentée en FIGURE 4&ut, entre autréétre
expliguéeSDU OfXWLOLVDWLRQ GH WUDLWHPHQWYV LskirxXatR popBaiidhHBV V H X |
immaturesEn poursuivansur cette idée, nous nous sommes intéredaés une étude longitudinale prospecéve
OYLPSDFW Gurla®apulatidiiesH.B Tr. CD28™ CD38, DLQVL TXTj OTHIIHW Ghed WUDL
utilisés en transplantationO HVW LPSRUWDQW GH SUpFLVHU TXYHQ FRP&DUDLVR

positionnéen début de greff@entre 0 et 12 mois)
B) Suivi post-greffe des lymphocytes B transitionnels

Pour cette étudeiousDYRQV VXLYL OTpYROXWLRQ SKpQRW\SLT X8pateXitsFRP SD
greffés. Nous avon®coltédes donnéeobtenues juste avant la gre{t®), a3 mois posgreffe (m3)puis a un an
(ml2). /HV SDWLHQWV RQW UHoX XQJWHDHWHPRHDW EpTLQ GKIEPN G & QS W
thymoglobulines et 41 par des Ac alti2R (Table §. En ce qui concerne le traitement de maintien-puette,

43 des patients onégu de lacyclosporineet 5 ont été traités par des inhibitedesmTOR
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Table 6 : Néphropathies HW WUDLWHPHQWY GILQGXFWLRQ SRXU OHV SDWLF
longitudinale. Tableau clinique récapitulatifes maladies en cause dans la dysfonction rénale et des traitements
GTLQGXFW (®GapgX WaladiesvauidimmuneshNCA : Ac anticytoplasme des polynucléaires, GNMP
glomérulopathie membranoproliférative, HSHhyalinose segmentaire et focale, HXR polykystose rénale
autosomique dominante, SHdyndrome hémolytique et urémique.
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1) Les traitements de maintien immunosuppresseurs diminuent la fréquence des
lymphocytes B transitionnels

FIGURE 51: Pourcentages a t0, m3 et m12 des lymphocytes B totaux et transitionnels dansd@gpatients
greffés.A) % de LB parmi les lymphocytdstaux B) % de LB Tr. parmi les cellules B) Nombre de LB totaux
par pL. D) Nombre de LB Tr. par pyL. E) Ratio LB ra¢s / LB Tr.
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Les patientgreffés ont une baisse du pourcentageu nombre absolde LB circulants entre t0 et m12, la
chutedu pourcentagest observée entre m3 et mE2E. 51A et O. De plus, les patients ont une baisse drastique
du pourcentaget du nombre absolde LB Tr. & m3(FIG. 51B et D). La repopulation en cellules CO%%°
CD38°"*semble étre détectablen pourcentage) m12(FIG. 51B). Notons que la diminution des LB Tr. est
parallele balancéear une hausse du pourcentageelules B maturesn effet, leratio LB mature/ LB Tr. est

croissant de t0 a miEIG. 51E).

Les LB Tr. sont particulierement sensibe un contexte physiopathologique autoiamNous avons donc
envisagéGTpWXGLHU OD I1UpTXH Q Fpatigatsl dont% calke tQartdysfbnaidh\fénale est une

pathologie autoimmune.

2) /THV SDWLHQWYV DWWHLQWYVY G T XQ-breffe D@ Ghad ue X WR L
repopulation significative encellules B transitionnelles a 12 mois

La greffe rénale est appliquée suiteud dysfonctionnH P H Qdrgar® fui peut étre la conséquence de
maladies autoimmuneblous avons séparé les patiegitsffésen deux groupes. Le premier regroupe des patients
TXL QIRQW SDV HX GH P(Dabl® & (nH34) BxXens&chriRi preQ@dHeY compte les patients dont
O D XW R LaP@&{ QQ NWROUG IXQMH G \V IR Q fvaladReG ANCA DWOHIgA, GNMP, syndrome de

Goodpasturejn=14)

FIGURE 52 : Pourcentages de lymphocytes

transitionnels a t0, m3 et m12 dans les patien
ayant une maladie autoimmune cause de

dysfonction rénale.Sur la gaucheSur la droite sol
représentés les pourcentages de LB Tr. dan
patients ayant eu une maladie autoimmune
comparaison aulSDWLHQWY GRQW O
ne sont pas autoimmunes.
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Les patientsaayant eu une maladie autoimmune O T R Wde Jd_GEeessité de greffer ont une chute du
pourcentage de LB Trtout comme les patient§ XL Q 1R QW S D VautbnriduHe [RDihEpaledidférence
entre ces groupes a éBRQVWDWpH j P (Q HIIHW OHV SDWLHQWVYV DYHF GHV P
significative du pourcentage de cellules CI982CD38°" entre de m3 & m1fFIG. 52. Cette informé&on

LQWpPUHVVDQWH VXJJqU HpdukXdit corlitibrbeibepdptla@f B & wnJdnQ H

Apres nousttre intéressés auxaladies autoimmune&n cause dans la dysfonction rénaleys avons
envisagé de distguer des groupes en fonction detementV GTLQGXFWLRQ SDU WK\P&®®3SOREXC
Ac antiIL-2R (n=41).

3) Les traitements Gifduction pourraient conditionner la fréquence de cellules B
transitionnelles observéea 12 mois posigreffe

FIGURE 53: Pourcentagedes lymphocytes B transitionnels a t0, m3 et m12, en fonction du traitement par
anticorps anti-IL -2R ou par thymoglobulines.

Le groupe des patients traités par des thymoglobulines a t0 ne contient que 7 patients. Méhérsi ce
HVW IDLEOH QRXV QYDYRQV SDV FRQVWDWp GH KDXVVH GX SRXUFHC
a été observé pour le groupe des patients traités pdt.a2id (FIG. 53. Il est possiblegue la repopulatiodu
compartimenB a 12 moissdt LQIOXHQFpH SDU OH iNdi&ioh @pliqudadtlaNg el g Auti@

étude (THYMO B) qui vise a répondre a cette question est actuellement en cours au laboratoire.
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Conclusionsur les lymphocytes B transitionnels et la transplantatémale

/IMTPWXGH %+/ D HX SRXU REMHFWLI GH PLHX[ FRPSUHQGUNOU® TKLVYV
DYRQV REVHUYp TXH OD SUpVHQFH GH '6% HVW UHVSRQVDEOH GYDQF
SDWLHQWY DOORLPPXQWVEYYHRRISSp XQ F$%05 RX QRQ SRVVGHQW
postswitch et moins de LB Tr. CDZ4° CD38°™ que les patients stables sans DSA. Les expériences
fonctionnellesRQW SHUPLVY GH PHWWUH HQ pYL GéspadhétosshireniznBaddRcEr &MEL R Q
un défaut des cellules B a limiter la prolifération des LT autologues. En effet, seuls les LB des patients qui ont
développé un rejet du transplam¢ sont pas performants pour inhibarréponse Tl semblerait que d&
OfKLVWRLUH QDWXUHOOH GX F$%05 OHV DQRPDOLHV GH GLVWULE>

défauts fonctionnel@=IG. 54)

FIGURE 54: Implicaton GHV O\PSKRF\WHV % GDQV OfKLVWRLUH QDWXUHOOH
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Cependant, la fréequence des LB Tr. ne semble pas associée avec une inhibition de la prolifémtiole T.
des cellules BTr. dans la tolérance périphérique restent a écla@QiRWDPPHQW HQ pWXGLDQW G
régulatricesDans lapremiéreannéesuivant la greffe rénale, il est constaté une immunosuppregsibaledes
LB par les traitements de maintien. La reconstitution du compartiment lymphocytaire est observée a un
&HSHQGDQW OHV SDWLHQWY D\DQW UHoX XQ WUDLWHPHQW GYILQG)>
GIXQH PDODGLH DrefiE BlmBIPraiehtHavBitym défaut de repopulation au niveau des LB Tr. Il est
probable que le délai deconstitution du compartiment lymphocytaire B pour atteindre une distribution normale
soit supérieur a 12 mois. En effet, le nombre absolu et la fréquence des LB Tr.inéStienrsa ceux observés
DYDQW OD JUHIIH SRXU OAMIQWXIPEWHH @H YOO RRMRIQWEX FRPSDUWLPH
FLQpWLTXH SOXV ORQJXH SHUPHWWUD GH PLHX[ VXLYUH OfYLPSDF\

repopulation des LB Tr.
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DISCUSSION
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l. Caractérisation de populations cellulaires B régulatrices rares

Il estprobable T X j O 1 KH X U Homngigganet@Etdtalit® des populations cellulaires qui composent le
compartiment lymphocytaire D SDV Héxblk UBI HW\W G DL O O H difticile @& fl FPM Q H TEX[HKIDEKQ
HW GH FRPSLOHU OfHQVHPEOH GHVY PDUTXHXUV GH GLIIpUHQFLDWLR
Cependant, les avancées technologiquesammment dans le domaine de dgtométrie en flux,permettent
O 1D QD O \trte \dé& Mnbreux parameétres phénotypiqutsoffrent des perspectives de découverte
prometteusesur la régulationB3DU H[HPSOH OD F\WRPpWULH GH PDVVH &\72) T
associés aes isotopes élémentaires (métaux lourds),Pge W OfpWXGH VLPXOWDQpH GYIXQ
marqueurs.De méme, la &nesse» des études est déterminée par le nombre de paramétres éNihés.
sthtéresser SOTH[SUHVVLRQ GH QRErEmé&tiGN Y HO DS UR W LiHEFsitSddiuRikevdu R Q

compartiment lymphocytaire B.
A) Identification des populations de cellules B

/HV VWDGHV GH GpYHORSSHPHQW TXL FRPSRVHQW OTRQWRJpQQgVl
majorité des marqueurs de différenciation (CD24, CD38, CoBR3 ,J' ,JDsont retrouvés exprimés a la
fois par les cellules B murines et humain@spendant, certains marqueurs gméférentiellement exprimés dans
des organes préxi Par exemple, utilisda combinaison CD21/CD24 chez la souris permet de distinguer les
cellules B maturedes LB ZM, ainsi que les LB T1 et LB T2 parmi les LB spléniques IgEn réalisant, cette

méme analyse dans une rate humaine, les LB T1 Ef§2CD24°" ne sont pasGpWHFWpV WDQGLV T

dans le sang périphériqlfBenitez, Weldon et al. 20}4 &HV REVHUYDWLRQV VXJIJqQUHQW TX

FRPSWH GH OfRUJDQH HW GH OYfYHVSqFH SRXU FKRLVLU GHYVY PDUTXHX

ayant une réelle relevance physiologiqdel QVL LO D pWp DGPL\VesARH] HoMaiiR ’ee $angT X H

périphériquesont CD10 CD24°™ CD38°" [Carsetti, Rosado et al. 2qfBuryani, Fulcher et al. 20}.CEnfin,

identifier des populations de Breglon de phénotypes établigermet de réaliser des comparaisons rigoureuses

ertre les patientset V WpPRLQV DILQ GffpYDOXHU Qiés deUiptiddt@ri-dell@afie.Y HQ W X H (
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1) Anomaliesde distribution des cellules B transitionnelles

Les LB Tr. sont souseprésentés dans tABMR et surreprésentés dans les patients atteints de SGS et de
SLE. S HSHQGDQW LO HVW LPSRUWDQW G bbseRé@uur Gne populatibixX ieX.@HestD L E Q
nécessairement balancée par une haussa d&J pTXHQFH GIXQH DXWUH SRSXODWLRQ |

SDWLHQWYV ©ABMRIL Ontvv f8ieXp@urcentage de cellules B CB#4CD38°" ont une fréquence

de LB mémoires CD27 augmentée{Nouel, Segalen et al. 20jl4Les anomalies depourcentagessont

généralement associées a un défaut qualitatif dans la constitution du compartiment lymphocytaire B. En revanche,
les anomaliegqui concernent les valeurs absolues sont associées a un défaut quantitatif. Il espddantime

PHWWUH HQ PLURLU FHV GHX[ LQI|&&ED pPetiriQtion Txns dVRINpPdnEa HIGW G T
FHOOXOHV % HW GH OYDXWUH XQG Y DWWD @&/H RXPEXHH) Bomns@e) B B O%K (

traitements appliqués aymatients ont un impact sur les pourcentages et valeurs absolues des populations de LB.

6H SRVH DORUV OD TXHVWLRQ GH OYLPSDFW GITDQRPDOLHYV TXDO
FHOOXODLUHV WUQqV UDUHV (Q GHIDEKW/NJ HVA VW B PHX/H VT XGHHO \D-\DREQ W (
représentat RQ G TXQH SRS X@igamerR QinérithDEDE @rielJude population minoritaire pelle

avoir une activité régulatrice suffisante pour moduler une réponse inflamntoire

Par exemple, us avons constaté que les patients atteints de SGS et de SLE possédent moins deeLB T3
les volontaires sain®r, cette soupopulationqui inhibe la prolifération des LTQH UHSUpVHQ®M TXHC
des LB Tr.dans les patients SGS contre environ 468ez les témoins. Cela signifie que leB T3 ne
représententquen GH OTHQVHPEOH GHYV /%QudVat\Wwelr XnipastHéeyulpteiR i@ v Il a été
décrit que les plasmablastes CD138imp-1" représentent 0,34% des cellules présentent dans les organes

lymphoides drainants de souris immunisées par MO&S. plasmablastes limteOH VFRUH FOLQLTXH G|

WUDYHUV G1XQHIGYRGXFWAaRQt & POl & HWWH pWXGH VRXWLHQ OH IDLW

HVW FDSDEOH GTDYRLU ixXyyoUEn dreHsuld&s mbgeles nbrinsBl geunettent GfpYDO XHU

OfLPSDFW GH OYDEVHQFH GY{XQH SRSXODWLRQ PaHeenKI& Des WourissH |1 D

déficientes pour la queue cytoplasmique.lgVR QW GplLFL R \Weber, MQsch¥é tal. 1999.
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Cependant, il parait difficilement engigeable GH WHV W Hiv vidfERASOBWGLYVSDULWLRQ GTX
HQULFKLH HQ %UHJ FKH] O+ R PratientRr§pidgantedhie XdurcEGd0de ess¢mtiel paur

les pathologs ou les anomalies de distribution sont obsentégeEsmaladiesauto et alloimmunes ou la tolérance
immunologique est perturbée aidgntOD FRPSUpKHQVLRQ HW j OfLGHQWLIIDABBWLRQ
QRWUH FDV QRXV QYDYRQV SX UpDOLYV HbbuBkofixd HB YW daGsHesSpnsQ R W\ S
autoimmuns. En effet, le faible nhombre de cellules B a disposition ne nous a pas permis de réaliser des tris

cellulairesexvivo DILQ GYHVWLPHU OH S RWokth@WMehi3@rdvendt QelpwiiehidsU GHV /%
2) Identification de nouvelles populationgle lymphocytes B transitionnels

Les études §LGHQWLILFDWLRQ GHV STTRESTWILCON CD27%QH V B @GWp UH V
TXTj] GHX[ PDUTXH X UdéntGCDZ4; gui Bdexpiidm@dsovhmunémenpar ces deuypopulations En
outre les LB CD24°" CD27" composentune population majoritaire du compartiment lymphocytaire B,
S XL VT Efrép@s2hte environ 30%. En conséquence, il pexagérede définir 30% des LB humains comme
des Breg ou B10. En effet, nosisggérons que la caractérisation des-paymilationgaresqui composent les LB

Tr. et les LBCD24°"™ CD27 permettrade mieux apprécideur réel potentiel régulateur.

Les récents outils bioinformatiques ont montré une grande UutilittSRXU O9YDQDO\VH GH
multiparamétriques de cytométrie en fluiklentifier de nouvelles populations cellulaires rares dépend des
marqueurs visés ainsi que du nombre de paramétres étudiés. En effet, il est priddrgiaV XGLHU d@fH[S U}
protéinesTXL RQW XQH ODUJH JDPPH GYH[SUHVVLRQ FH TXL SHUPHW X
(JDOHPHQW VILQWpPpUHVVHU j XQ JUDQG QRPEUH GH SURWpPLQHYV PH
plus en plus complexes. Cependant, plus le mendle parametres est grand plus il est difficileré@hdiserune

DQDO\WVH PDQXHOOH &fHVIR O|jFLXHON G HDY.DOOQGHH Q WWRPD WLV pV

5pDOLVHU OYHQVHPEOH GHV FRPELQDLVRQV ELDHteriuestsir DRV V LE
couleurs pous étaitcompliqué 1RXV DYRQV DORUV XWLOLVp OH SURJUDPPH )/2

automatisée et standardidés fichiers deF\WRPpWULH HQ IOX[ REWHQXV j SDUWLU G¥y
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/ID GLIILFXOWp SULQFL S D Odte (@#réBuitatd/petirenGETr® dffizites ¥ kterpxewr. En effet, nous
avons identifié 8 populations (clusters) parmi les LB Tr. Ct32€D38°"™. Certains clusters comnie 1 etle 7
représentent moins de 5% des LB De plus, des clusters ont monttés expressions similaires pqlusieurs

des marqueurs de différenciation étudiés.question qui se pose alors est de savoir si chacun de ces 8 clusters
correspond réellement & une population cellulgine posséde sa propre voie de différenciatbises propres
fonctionsin vivo. Les études fonctionnelles permettent de répoadrpartied ce questionnement, notamment au
travers de testi® vitro réalisés sur des populations isolées par tri cellul@ependant, avant de réaliser ces
études, lestPSpUDWLI GTLGHQWLILHU Gt tvaverR &XptendtypleR Qlvs prétio poxshibd U H V
Nous avons alorfait le choix de regrouper certains clusters minoritaires selon des expressions communes de

marqueursnajeurs dalifférenciation commée BCR (IgD,IgM), et CD27.Ces trois protéines sodécritespour

étre associéea des fonctions essentielles dans le développement d@isuiB Ledermann et al. 199d angye,

Liuetal.199T.&H FKRL[ VWUDWPJLTXH QR XV-ppulatiodsPdle MBGI LGHQWLILHU VR

Les lymphocytes B transitionnels CD27

/TH[S UH VLR est @ttdibuée aux cellules B mémoires| est important de noter que la littérature

décrit les LB Tr. comme des cellules naives CD@alanichamy, Barnard et al. 2Q0®Or, notre analyse

bicinformatique révéle qu&.4% + 3.3des LB Tr.de témoinsexpriment CD27.Cette nouvelle population
MXVTXTDO R W&/ dén@igireQear Xuhk forte expression des marqueurs-denatation CD80, CD86 et
HLA-DR. De plus, elle présente de forts nivea@Xf H[SUHVVLRQ GH &' HW &' &HV GRQQ
LB Tr. CD27 sont des cellules constitutivement activées. Elles sont donc potentiellement capables de répondre
UDSLGHPHQW j GHV VLJQDX[ QRWDPPHQW LQQpVieBLRAVAdCHI@IBEHY H S
de cette population des LB Tr. CDOXbuléventdeuxpoints majeurs S LGHQWLILFDWLRQIGERQ G K
HOOH GpPRQWUH TXH OfpWXGH GX PDUTXHXU &' QpFHVVLWH GYfrw
marqueurs comphmentairesn effet, les LB mémoires CD2Tu sangne représenteraient pas nécessairement

une population différenciéguite a un passage par les organes lymphoides secongaisggie nous évogquons

dorénavant le terme delL® Tr. mémoires», qui pourraitcorrespondre a un stade de différenciation prédoee
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VHFRQG SRLQW VH SHQFKH VXU OD QRPHQFODWXUH GHV SRSXODWI

QTH[SULPDLH®My&D Milder et al. 20[.00r, nous montrons que les phénotypes évoluent, et que le

marqueur CD27 décrit pour les LB mémoires peut étre exprimé par une partie des LB Tr

Les lymphocytes B transitionnels de type 3

,QLWLDOHPHQW OHV /% 7U RQW pWp GplLQLVY FRPPH GHV FHO

surface{Carsetti, Kohler et al. 19T5$ OfLQYHUVH XQH IDLEOH H[SUHVVLRQ GH OT1,J

pour certainescellules B maturegQuach, Manjarre©Drduno et al. 20J'1 3RXU OD SUHPLQUH IRLV FKk

nous montrons que les LBU QYH[SULPHQW SDV WRXV IRUWHPHQW O¢Y,J0 (Q H
population CD19CD24°" CD38"*quiaGH IDLEOHV QLY HD X No®fis dgaléfr@nt\gde tederstus
population exprime faiblement CD10, ce qui seasend que cesellules IgM*™** sont moins immatures que les
LB T1 et T2.Nous avons fait le choix de les nommer LB T3 pantant dupostulat que la faible expression de
O 1, éstassociée avec des fonctions cellulaires caractéristigndis, il serait intéressanG fpWX®GHHIWU HV VLR
de CD1ddans chacune soympulations de LB Tr., car cette glycoprotéine estasgpel DYHF OD SURGXF\

10.
B) Du phénotype aux études fonctionnelles

Les analyses fonctionnellest les phénotypesfournissent des informationsomplémentairespour la
FDUDFWpULVDWLRQ GIfXQH SRSXODWLRQ FHOOXODLUH GITDXWDQW S

HVW HVVHQWLHO GTDVVRFLHU X QanpbénstgpprdtH XUV IRQFWLRQV FHOO X

1) /I THQJDIJHPHQW GXTD QRHLSIWM €@ M U
Pourquoi les lymphocytes B transitionn€B27" entrentils en nécrosé

Il est décrit que lesR T1 immatures possedent un faible potentiel de swwiee a une stimulation de

leur BCR(Sims, Ettinger et al. ZOTSNous avonen effetconstaté dans nos expériences lggd.B T1 que nous
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définissons comme IgB¥*** IgM™"™ CD10°™ et CD21*"*, entrent en agptose suite & une stimulation par un Ac
anti-lgM. En outre, il a été intéressant de constater queBeEr. CD27 ont une tendance a entrer en nécrose de
IDoORQ SUpFRFH PrPH VDQV TXTLO Q Pe plusywohtrdiréafeht QUKDB AR BB W G X % &
CD27 expriment la protéine artipoptotique BeR. Ces données suggérent que les LB Tr. CD#tessitent
OTDSSRUW GH VLJDin»e ér. WItuRrQWQrb, @amme desnotifs CpG-ODN ou bien des

signaux apportés pan contact intecellulaire En effet, nous avons constaté que lorsque les LB Tr. CBi#tt

cultivés avec des motifs CpGDN, ils ont la capacité de se différencef LPSRUWDQFH GX PLFURHQ

notammeneté décrie pour les cellules de LLCCes derniéres sumént de fagon aberrantevivo WDQGLV TXTH

entrent en apoptose spontae@eculturen vitro (Weiler, Ademokun et al. 2015

& KH] O T+ BsRymdho®tes B transitionnels de tygeuhainsreprésentat-ils unstade de
développement a patt

/ITDQHUJLH HVW XQH FDUDFWpPULVWLTXH -itépahseNde RQ&IuHeOsOitd aT X L (
OTHQJDJHPH @ &ét&aechHs qUg le maintien de cet état anergigue nécessite une exposition continue a un

aubAg 'H SOXV OTDQHUJLH HVW XQ pWDW UpYHUVLEOH TXL SHXW rwlt

matures Gauld, Benschop et al. 2001 est intéressant de noter que les modéles mtnansgé@iquesou les LB

ont un BCR autoréactif possédent un fort pourcentage de LBDEB CD23" IgM™®*et un faible pourcentage

de LB matures.1RWRQV H Q bete fladtihrX @H.B T3 est retrouvée dans les souris sauvagesell,

Benschop et al. ZOT.GCes auteurs ont également observé que les LB matures exposés de facon répétée a un

autoAg modifient leur phénotypeui tend ase rapprochede celui des LB T3. Enfin, il a été observé dans des

souris sauvages que les LB T3 présentent une sigriu@lulesB autoréactivesécrétricesGAE ant-ADN.

Toutes ces informations seastendent queontrairement aux LB T1 et LB TZes LB T3 murhs ne
représentent pas un stade développementes cellulesB, mais plutdét un état transitoire impliqué dans la
tolérance immunologique, qui contrd@ fTH[SDQVLRQ GH FHO @ EDdiffCilFEMNWR Y p R F WH. YG-
procéder a des stimulationggdées par des autoAGependant, les expériences pour tester unedmmse du

BCR peuvent étre réaliséasvitro en appliquant une stimulation par un Ac dgiyl. Nous démontrons pour la
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premiere foischg OT+RPPH TXH O H \seléa un phédgble_pfoche des LB T3 murins, sont également
GHVY FHOOXOHY DQHUJLTXHV &HSHQGDQW QRXV QTDYRQV SDV UpDC
certaines cellules B, notamment matur&RQW FDSDEOHV GH VJRULHQWHU YHUV XQ .

stimulations autoantigéniques répétéesl PrPH QRXV Q fIDVERIE\si &Dé&tat était transitoire et

réversible commé suggérent certaines étudesauld, Benschop et al. 2005

Enfin, il a été intéressant de constater que les LB T3 sonireprésentés dans les patients atteints de
maladies autoimmunes. Cette anomalie de distribusemble soutenir le fait que les LB T3 anergiques
représentent un stade alternatif de mise sibeisce, impliqué dans le maintien de la tolérance périphérigue.
SHUVSHFWLYH GHV DQDO\VHV VXSSO pP HhésWalidréhttits patrhUIBsH\E 8D QW G
patients atteints de maladies autoimmueesde témoinspporteraient des inditans utiles pour soutenir cette
hypothéseAfin GH GpWHUPLQHU VL OHV /% 7 VRQW GHV FHOOXOHV DXWRU

de clone9G4 reconnaissant un idiotype particuleésent sur un BCR autoréadghfH4-34). Cet Aca notamrent

été utilisé dans une étude qui trateH O D XW R U p D F WRicVidrt¥ @, GIDAQ ¥t 4D HJi6Dd plus, nous

pourrionsUpDOLVHU GHV FXOWXUHV DYHF I&ptoduttR @ GLIGRQIPAIAsBELrQEs Tp VY L
GDQV OH PLOLHX 8QH DXWUH VROXWLRQ VHUDLW GY{XWLOLVHU OH

apreés isolation par la technique dsirgle cell». Il est par exempladécrit que és clones autoréactifs Easlent

des régions CDR3 plus longugue les cellules B SpFLILTXHV G 1|\‘BQ]pel—|a[rRi JepRMHN09. En

FRQFOXVLRQ QRXV VXSSRVRQV TXH OHV /% 7 QH UHSUpVHQWHQW
mais constitueraient un pool cellulaire dans un ésitercieux» et transitoire ' D X géllllesy matures ou
transitionnellesayant un BCR autoréactipourraiententrer dans cet étatéduire| fH[SUHVVLRQ GH OH

membranairget présenter alorsn phénotype de LB T3.
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2) Laréponse immune innée des lymphocytes B transitionnels

Dans la rate, la différenciation exi@liculaire et Tindépendante de LBHQ FHOOXOHV Vgst-UpWU

décrite. Elle eshotammentpermise suite a une interaction avec les DC circuliﬁahazs, Martin et al. 2002

La rate représente une structure anatomique organisée dans laquelle les Ag circulent. Cepeiidant, est
envisageable que des cellulBs (notamment immaturesjlu sang périphériqueuissent se différencieen
plasmablastes en réponse a des signaux sofbless montrons que les LB T1 et Tr. CDZgcrétent des IgM.

Les LB Tr. CD27 sont des cellules activées et expriment fortement le TLRO. Il est possible que cette
caractéristique phénotypique leur confére un potentiel de réponse auONGupérieur a celui des autres
souspopulations de LB TrEgalementle fait que les celluleB T1 se différencient en plasmablastes confirme

que les cellules immatures sont capables de répondre rapidement a des signaux innés. Cependant, il est importal
de soligner que ce type de signaenrtraine dans un premier temps une réponse polyspécifaqua pécrétion

G7,J0 WRWDOHYV /D OLWWpUDWXUH D GpMj pYRTXpH FHWWH FDSDF
SURGXFWULFHV GY$F & He§ dIQuBtDAD3Arvé &eSIBsOLBQTNT Kiksus de sang de cordon
(particulierement immatures) somHUWHY FDSDEOHV GH GLIIpUHQ Faprel stiin@latiod O O X O

duTLR9 PDLV pJDOHPHQW G¢Y,J* HQ DVVRFLDWLRQ D.\YOams ceQtravau® &BX FW L

détection des Ac sécrétés a été réalisée a 7 |Qunsolunghi, Cascioli et al. 20p8ll est probable que cette

HI[ISUHVVLRQ GH Of%$," VH PDQLIHVWH DX FRXUV GYXQH FLQpPWLTXH S
réaliser nos expériencesvitro. (Q HITHW QR XVGQE WHRNV &SIV GH W\SH ,J* QL ,J$ G
GH FXOWXUH DSUqV MRXUV /D SURGXFWLRQ GT,J0pQupait BittgsRili®@ H G R Q
G 1 X @rAmutation de classe destinée a permettre une réponse teiplosalspécifique Giltiay et al. ont

également démontré que les LB T1 de la rate de souris qui surexpriment le TLR7 sont capables de se différencier

en cellulesSUR G XFW UL FH VARNYIBG2W & $JS28)@IwsiL, Chappell et al. 2033 Dans ce modéle

TLR7-transgénique, les LB T1 sont hypefpSRQGHXUV j XQH VWLPXODWLRQ GX %&5
réponse exagérée des LB T1 face stimuliinnés conduit & une réponse autoimmune, et que la différencgtion

plasmocytesGH FHV FHO O X Gektdanis Bdrting cakl pedntrQléie
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C) Les populationsrégulatrices de lymphocytes B transitionnels

1) &RPSOH[LWp PROpFXODLUH HW ELRORJLTXH GH OfLQW|

/H IDLW TXTXQH Fd@okneOH H[FBWW PE D E R U Gurxs@nihéGdiyReVgire si la
SURGXFW L-FO@addd LB §st incontestablement assogiéeHY SURSULpWpV UpJXODWULFH
de la polarisation des LT CD4n Th1, il est essentiel de réaliser des études fonctionnehgslémentairepour
pWDEOLU pulxthixX 818ess RgulatriceEn outre LO SDUDLW WURS FDWpJRULTXH GY
PDQLIHVWDWLRQV SK\VLRSDWKRORJLTXHV SUpVHQWHY DX FRXUV G

possedent moins de B10Q HIIHW j WLWLWMH G PMpH BEHPGEHLW TXH OHV SDWLHQWYV

active possédent plus de B10 que les témpitesig, Yang et al. 2034De mémeJle genellL10 présente des

polymorphismes SN#(single nuclear polymorphismsju niveau de son promotewsysceptibles de modifier

@dtivité biologiquede la protéine/ fpPHUJHQFH GX 6/( DLQVL TXH OD VpYpULWp GH

décrites comme associées avecpolymorphisme du genkl0 (Eskdale, Wordworth et al. 1997 Ces données

VRXOgYHQW OfLPSRUWDQFH GH U mbddidrivielésau® ksts isahK & HéwermiReleF W LR Q
SRWHQWLHO TXTRQW O H MO MO iHNstEhs sus|e RitoMd b idajarife, des &tadese

sont intéresses a évaluer la productionfd-10 par les LBV {HV W E [0ésparpékiedtds de détection
intracytoplasmiqueCependant, certaines modifications piwahscriptionnelles peuvent aboutir a un défaut de

transport et ou de sécrétion de la protéine intracellulBae exemple, une absence de clivage du peptide signal

DLQVL TXTXQH LQKLELWLR QVG i I FIOH BRYY 6 PSVIHR/AY 1SRHX GHIXQH SURW

Wilkinson et al. 201) En outre, nous ne pouvons pas exclure que la perméabilisation de la membrane plasmique

conduise a la détectiade moléculesdly-10, quiont été captées du milieu extérie& fHVW SRXU FHV UDL
QRXV DYRQV IDLW OslutiF&R LG [B3/4 M AMLO @iytddneX@fapture de la protéine en sortie des

YpVLFXOHV GYH[RF\WRVH
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$ OTpWDW E DV Di@nsiioAnéllésiséeetxnDpefdQ WHUOHXNLQH

Les LB Tr. CD2#™ CD38 RQW pWp GpFULWV F RF_L(PIIBIaiS DIRGIX EtvazoxTDv GY./

Cependant, il est essentiel de considérer que Bfait. ont tiré cette conclusion aprés avoir stimulés les LB Tr.
par CD40L. Airsi, il est envisageable queHY GHUQLHUV RQW L Q& XDMXLWXHH j SQUIRHXIFDW HF

&' i OTLQVWDU GHYEDHIRSU R & X F W-HXdpies &tifnulation par des motifs GABN

lwata, Matsushitat al. 201]. Dans notre étude, nous avons obseweé les LB Tr. ne représenteT XTHQYLURQ

10% des cellules BH10" j OfpWDW EDVDO $ WL W UKDRRPS Degrblshtemna@ehB0¥ &'
Nous confirmons également que la population des LB CIII24°™ contient des proB10 eS U R GIX-1QV O
apres activation par desotifs CpoG-ODN. En revanche, les LB Ttotauxnesont SDV G { D ¥pr&éatbs) H
parmi les LBIL-10" suite j ©rfyagement de leur TLR9O VHUDLW LQWpUHVVDQW GH WHVWH

notamment amCD40, sSurOTLQGXFWLRQ GH -popul&bnd @ LBOTHY VR XV

(QILQ LO HVW SUREDEOH TXH FHV SUHRQ sbigM nivelds>do fathgueVa V X U
population &s LB Tr.estKkpWpURJqQH &JHVW SRXU FHOD TXH QRXV DYRQV VRX

T3etTr.CD27 j VpF U p W aveOdt sans stimulation.

ID SURGXFWLRQ GfLQWHU Oad pogulafidhs de eeiués B Faxe8V UHL QW H |

'"YDERUG QRWHRX@®WHHAHQW GHV FHOOXOHV % -MRsoWanemedD E O H \
Parmi elles, 10% sont des LB Tr. En poursuivant notre étude en profondeur, nous avons goastatls les LB
T2 et Tr. CD27 VRQW FDSDEOHV -1I9H& BV RGPAVDUHWO WY GpPRQWUHQW®t TXH C
spécifique de certaines populations cellulaires. En outre, les LB Tr."CRZJW XQH ,0)0 Gieh Ous,/
importante que celle observée parmi les LB F20. Cette information est essentielle MiT XTHOOH VRXOL
SRWHQWLHO TX9R Qaxé@étvurndgrandeastité de molécutdL -10. Nous pouvons alors émettre
OTK\SRWKgVH TXH FH IRUW SRWHQWLSRX Vb UWWHXUH GjH D /R LW Q

immunosuppressive ingotante
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IO D pWp LOQOWpUHVVDQW GH FRQVWDWHU2 TIXTRGHN LYWV OPX 6D/ REW S
surtoutdans les LB T2 et T3Ces deux soupopulations (principalement les LB T3) contiennent donc des
proB10. $ OYLQYHUVH mHiwiduel levidirbRX® B parmi les LB Tr. CD27'H SOXV OfLQW!
GTH[SUHVVI1R&3t @ugmentee/parmi les LB T3 et@D27". Ces nouvelles observations démontrent que
FHUWDLQHVY SRSXODWLRQV VRQW GYDYDQWDJH SUpGLVSRYsedAs/ j Up
QPFHVVDLUHPHQW OD SURGXLUH j OTpWDMW \EpIFWD® p'HH GIAHes/An@BE \T X B @
les LB T2 et LB Tr. CD27 &HV FRQFOXVLRQV VRXOLJQHQW -IDDENFeR&,Sotdfe Wp E !
HISUHVVLRQ QTHVW SDV XELTXLIIRRUGD46tW SRV VYRILGBHM\MGUTW QE XIVWE |

population cellulairéa ITDXWQHLQ LO HVW LPSRUWDQW G HilXD RstfiHdthehttégu@ef H[ S U |

notamment par les miRMcCoy, Sheedy et al. 200 , 0 HVW G D Le@® HjXeléy/ mBlc@nsmede J

reguldion VRLHQW GLIIpUHQWY GYfXQH SRSXODWLRQ j OTDXWUH

2) /ID SURGXFWLRQ GTLQWHUOHXN Le&lle¢inécesSdrémentHassoEiéeO O X
avec une régulation de la réponse P

Communément, nousxtrapolonsOHV UpVXOWDWYV REWH Q XWith ¥tleSappigisRaGag OHV G
physiologie GH O | + ROefehdant, certaines questions restent sans répBaseexemple Comment la
proliferation des LTdans le sangeutelle étre inhibée par des Breg circulant2® VILQVWDXUH -OH FRC
cellulaire hors des organes lymphoidesT@utefois une action paracrine, autocrine ou endocrine des molécules
immune PR G XO D W U L HHI estRRSfEEIl©Flimaginer

0DOJUp FHV GLIILEXOWpPV GTL Q&viduiSdhpMydDGDRRD V\BWIHPH D XD E V HQRF
celui retrouvéin vivo, le tri cellulaireex vivo S H U P éVéfueG 1§ potentiel régulatede population de fagon
VSpFLILTXH SXLVTXYH Ol@tdragéhéitediWairGEh revRr@ie etk cgliddire ne perhpas de
conserver les communications int&llulaires entre les populations de LB. En effet, neigouvonspas exclure

T Xife souspopulation de BreguissepousserG D X W U H Va BeveniOrEgDlatricse%
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/I TLQKLELWLRQ GH OPBb. QUR GXicttde s HO/AK GH Of,)1

Seuls les LB Tr. CDZ7VRQW FRPSpWHQWYV SRXU LQKLEBUGLODTXPFOFWQR
souspopulations de LB Tr. inhibent celle du TNE Ces résultats démontgWW TXH OD VLPSOH0SURGX
QIHVW SDV VXIILVDQWH SRXUYU LQ@XKHEHWODOSHRWE XFWRHDEGH, TIXTXQH |

G 1-10 sécrétées soit nécessaire pour limiter cette production.

/1,410 partage une forte homologae structure aved | ;),let leurs récepteurs appartiennent a la

méme famille{Ho, Liu et al. 199Savan, Ravichandran et al. ZTDBour autant, lesrmodes GI{DFWLRQ RQW

finalités opposéesEn revanche le TNE ne posséde pas de récepteur de la classe CFR2, et sa liaison aux

récepteurs TNFRHQJDJH GHV YRLHV GH VLIJQDOLVDWLRQ LQWI0BFEHE@®)PXODL!

Blaser et al. 20l5Malgré le IDLW TXH HO/M ,PIH DUHQW GHWWR@HEW IYRQ Hdifféeehite) G X FW

O%,/ HVW FDSDEOH GTLQKLEHU OD SURGXFWLRQ GH FHV GHX[ F\WRNL

Il est toutefois important de préciser das cellules B sordussiFDSDEOHY GH SUHRW>X:HIH 10 .

Fillatreau 201HVazquez, Cataladibene et al. ZOJTS Nous ne pouvons donc pegclure que Ig LB Tr.

puissent sécréter cegtokines dans nos culturm vitto G{DXWDQW TXH OD UH FSROQUQ O HYVPHGC

ThO induit leur différenciation en cellules ThicNab, MayefBarber et al. 205). Il est aussi intéressant de noter

T X Xc@aokine preLQIODPPDWRLUH ARPBBDEDH GILQGXLUHI1OMmr B8 BB XFWL

Rosser, Oleinika et al. 20[L4Nous pouvons donc supposer que dans notre modele de dultuiteo, la

SURGXHWL RDPIeSFHOOXOHY 7K VRLHQW j OTRULJLQH GH OTLQGXFWLR(
la réponse T inflammatoir®&ous aurions alors un effet de boucle activation/inhibitblR WRQV TXH QRXV Q
SDV pWXGLp OTLQKLELWLRQ KH BY SRR B\ URHE MR DX dit i dssantv R

QUfiliser desAc antilL-10 d antrlL- 5 EORT X D QMAMWD PLHQU GITXH O O H- H\G/D @\D GPLUK LGEH

de la polarisation Thl exercée par les sooulations de LB Tr.

Les LB Tr.CD27 sont sureprésentés dans les patients atteints de SLE et de SGS. Dans le SLE, il a été

REVHUYp XQH KDXVVH GX QRPEUIrlOGEh‘briEIEH,&@%GBHMirStLQRBFGPOMHm&HV GT..
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OIDXWRLPPXQLWp HW OD SHUWH GH WRO pU DI$t khtérdssamw dé- ddduber W p U L \

statutinfectieux constaté dans les patients atteints dadies autoimmunedar exemple, une infection par

O 1 ( S WBarH/ru3 (EBV) est asso@éD Y Héme®nce du lupdSapone, Fasano et al. 2Q1Notre intérét se

porte tout particulierement sur le fait que les cellules infectées, dont les LB, pglo@w¥ G H Olu/D a0 /1,/

GH O1(%9 SRVVgGH D YGKIR Hde OcRulds tdtes. Elest produite lors de la phase Iytique de

OTLQIHFWLRQ YLUDOH HW QH SUpVH-QW@HT&P{M@&HHéBW&BMMaIdfyGeHa!. DFWI

2007). Il se pose alors laqua LR Q GH V ELY WRral @st\ahtir@idmratoire Nous supposons également que

certaines soupopulations de LBpourraient étrepréférentiellement infectées par un virus. Ainsi, il serait
LQWpUHVVDQW GIpWXGLHU OH VWD W2XENT 3 dansIEgatientsXJLESad SGENfinf U - &'
QRXV QTDYRQV FRQVWDWp TXTXQH KD X uavislleSpatiek auddinkh@ng,3drd aGoil /%
GpWHUPLQpP OHXU SRWHQW®W IMHU P \QEQ B W FOUED¢ider dds leQts\ip Sédrétioddp W

O %10 sur les SOUSRSXODWLRQV GH /% 7U GDQV OH 6/( HW OH 6*6 G{DXYV

SDWLHQWY DWWHLQWYV GH OXSXV \AR)Q_\wresmoanmmfwaw,l-s@waJ@t&U&?GXL

201Q. Enfin, il est possible que les signaux solulitdsctieux DVVRFLpV j OfDXWRLPPXQLWp VRIL

différenciation privilégiée des LB immatures de la moelle osseuse en cellules B Ti. CD27

,O D pWp GpPRQWUpeTRIXQHORPPBRW RRQ TXL nH@e GupfRX®H HQ
OTRUJDQLVDWLRQ GHV PDFURSKDJHV DX QLYHDX GX VLQXV VXEFD
OTLQIOXHQFH GHV '&V &HWWH SUHPLqUH LQIHFWLRQ HPSrFKH OHV P

FRXUV GIXQ VHHROQIX@HDIHOVHERQV pTXHQ F H Mis BausileodH eiodlisedt VR Q W

moins GI$F ORUV GI1XQH VEuFR QaGtkloLeQ &H H)P\BNGUQ pouvons supposer que les Breg

UpSRQGHQW GH PDQLqUH VLPLODLUH HW VRLHQW PRLQV SNUXRUPD
second challeng® 1 L Q G X ufidam®ber d&/Bre¢FIG. 55 &HWWH K\SRWKgVH VIDSSOLTXH
dans les pathologies autoimmunes, ou les infections peétrerit O R U L J Ligl&mr@afioh@litoniqueet ou

les cellules B ont un défaut intrinseque pour réguler la réponse T inflammatoire.
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FIGURE 55: Impact GTXQH VHFRQGH LQIHFWLRQ VXU OD FDSDFLWptteGX V\V
figure & base sur la revue de Klinket al. [Klinker and Lundy 201p Suite & une premiere infection,

OfLQIODPPDWLRQ SHUPHW XQH LPPXQRVXSSUHVVLRQ GX SDWKRJQgQ
I1RXV pPHWWRQV OYK\SRWKqVH TXTXQ pasWHeFiRrQuaddufdpfession \Miss EfficackL P S (
car les cellules B se trouveraient dans un étairképondeur* GX IDLW GIDYRLU GpMj pWp VRO
fonctionnellement défaillants dans les pathologies autoimmunes, les LB participeraienoitmnefficacement a

OD VXSSUHVVLRQ GH OTLQIODPPDWLRQ TXL GHYLHQGUDLW FKURQLT

Inhibition de la prolifération des cellules:Tinterleukine 10, activation et anergie

/ITLQKLELWLRQ GH OD SUROLIpUDWLRQ GHV /10 EKHXW SaN&TEHDVV RF

al. 2014. 8HSHQGDQW OfDSSRUW GX FRQWDFW FHOOXODLUH SRXU OLF

également essentiglemoine, Morva et al. 20}1Nous avons observé que les LB Tr. CD2jti inhibent la

différenciation Thl ne sont pas capablde limiter la prolifération des LT CD4Ces résults suggérent que les
mécanismespfobablemeniL-10 dépendast TXL LQKLEHQW OD SWURBXFGURQY HAWY Gt
SHUPHWWHQW GH OLPLWHU OD SUROLIpUDW-LRQQW $-BDWLVOH HDBB F D\M |
proliféraion des LT CDZ. Nous supposons donc que le systéeme dans lequel la prolifération dedimiltésest
particulierement complexe. En effet, il est probable que plusieurs signaux ségassairepour régulerles

cellules T. Ainsi, dans nos cultures, les LB Tr. CD27 p F U q W H UID,Lrkhi3 \Aeradtfincompéters pour
exerceruneautre fonctioncomme O fpWDEOLVVHPHQW GPpMr@nt: RSB/ DEDA7 exp@ O D L U F
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fortement CD80, CD86 et CD4Qes observations soulévent une autre hypothd&@eHVW SRVVLEOH TXH
de la prolifération dépende éeO T L Q W #e® Mdn®percus aprés contact cellulaire. Nous supposons que la
réponse T repose sur une balance activation/contréle, fAlsdhXH ORUVTXH TXTXQ VHXLO GYDF
LT sont activésAinsi, au contact des LB Tr. CDZ7/IHV /7 VHUDLHQW DORUV 0 xWr{ohe,DFWL"
OHV /% 7 DXUDLHQW OH SRWHQW-LHOHDRQ WWX D VGETHKHtibEfeyURHIEEG X L U H
complémentaireNotre étudesoutient le fatT XfLO HVW HVVHQWLHO GH GplLQLU OHV SR

IRQFWLRQV UpJXODWULFHYV TXYfHOOHYV H[HUFHQW

Il est aussi intéressant de discuter le fait que les LBriEBgiquepuissent inhiber la prolifération des LT

CD4'. Il a été montré dans un modeéle murin ou les cellules B sont anergiques que ces derniéres ont la capacité de

limiter la réponse humoralé\g-spécifique de fagon 110 indépendantgAviszus, Macleod et al. 20}.2

Cependantles LBT3 HQ SOXV GIrWIHIX Y R @ WJ EEORIIES avbir &d sttimulés par des €pG

ODN. De plus, les celluleB sont capablelG H UHQGUH OHV /7 QDwIV WROpUAD Wehs| VXLW

and Matzinger 19921l a aussi été démontré que les LB ayant recu une stimulation chronique de lemiaBCR

GHV DXWR$J VRQW Fan&@dded HVmenfolir&€aguidakrétdht aldfs de proliférddans cette étude,

les LB LQGXLVHQ\Wes@IDIGHEDIULHOD SUpVHQWDWLRQ \GHe tonpEgeH4jeGR V H V

GIKLVWRFRPSDWLELOLMWHLA®DR)) FixRiVVitdhahidi & #2008. Dans notre étude, nous

avons constaté que les LB T3 anergiques expriment faiblement-HRLACD80, CD40 et CD32. Ces
caractéristiques de phénotypeusentendengue les cellules B TBourraient ne pas activer ldsf HW TXTHOO

pourraienprésenV H U  Qdf&ildleg doses.

La stimulation répétée par un autoAg de faible affinité orientent les LB vers un état anergique de LB T3

Merrell, Benschop et al. 20p6Cependant, les souris prédispes a développer un lupus possedent moins de

cellules B T3|Teague, Pan et al. 20071RV WUDYDX[ GpPRQWUHQW FKH] OT+RPPH T

maladies autoimunes possedent moins de LB.E® outre, il a été démontré dans le SLE que certains alleles
sont associés avec le déreglement de voies inhibitrices des LB. Par exemple, la voie Lyn est perturbée, alors

TXYHOOH HVW LPSRUWDQWH Egakerd Ha éiphs@ Ak Hy@ |16 ndcePtfud @hibilelit H
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)& 5,,E &' HVW GpVWDELOLVpH WRXW FRPPH OH VRQW |@HMerlfy RLHV

2013. Toutes es informations laissent supposgie les LB des patients autoimmuns sont défaillants pour entrer

GDQV XQ pWDW DQHUJLTXH GH /% 7 VXLWH j OD UHFRQQDLVVDQFH G

3) 5plIOH[LRQ VXU OfKpWpURJpQpLWp GHV O\PSKRF\WH"
développement

Notre étude apporte deux principaleormations '{DERUG QRXV PRQWURQV TXH OH Gp
KXPDLQVY HVW SDUWLFXOLqQUHPHQW &RMRdEOqddtH pofukationg Edfllld@red RuxwW L Q)
phénotypes caractéristiques. Deuxiemememus montrons que cette hétérogénéité cellulaire des LB Tr.

CD24°™ CcD38°™est associée a différentiemctionsrégulatricesmpliquées dans la tolérance immunologique.

FIGURE 56: & KH] Of+RPPH OHV VWDGHV GH PDWXUDWLRQ GHV O\PSKRF\
clairement définis. Les LB T3 anergiques, proviennent de cellules ayant modifié leur phénotype suite a la
UHFRQQDLVVDQFH G Y-pisehted dansipath&lagivd avitRikiunes et pourraient participer a la
tolérance périphérique, notamment en inhibant la prolifération des LT. CB=ILB T1 répondent aux signaux de
OfLPPXQLWp LQQpH HQ VH GLIIpUHQFLDQW HQ F H®B DUXCDRA/seBrgtBnG X F W U
O %10 et sont augmentés dans les pathologies autoimmunes. Cependant leurs fonctions régulatrices pourraien
rwWwuH DOWpUpHV FKH] OHV PDODGHV ,0V VRQW DXVVL FDSDEOHV Gl
TLR9. Cesplasmablastes pourraient étre régulateurs. Enfin, les LB T2 semblent étre une population plus
hétérogéne que les autres LB Tr.
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La principale limite de notre étude est que nous ne nous pouvons pas clairement établir par quelles voies
émergent les LB Tr. D27 et les LB T3.En revanche, il est possible que les LB T1 et Tr. CORiissent se
différencierin vivo en plasmablastes respectivement polyréactifs et régulated® (EIG. 56). Méme si nous
supposons que les LB Tr. CD25ont issus des LB immatures de la moelle osseuse du fait de leur forte expression

GH &' HW GH O fétedmpbs3ib@ Bexé/cdnfirmer.

1RXV pPHWWRQV O9YK\SRW K gepiésanieht uDeHdpulgtion Gui s& 'différenigidacon
polysp&ifigue HQ FHO O X O HYV I Rgigues\taris kihe\régdfise rapide facestimxuliinnés. Enfin, le
IDLW TXYHOOH VRLW FDSDEOH GH OLPLWGEDQWDOWHYNSKRUR QW DQ D PIFDWL
augmentéawu seindes patientstteints de maladies autoimmunes soulévent des queessaatiellegjuant a sa
réelle implication dans la tolérance périphériggeHV GRQQpHYV UHQIRUFHQW OH IDLW TX

UDSLGHPHQW HQ SODYV P D-EDite sMadregmBdisSatck Ba/gigngux vhnésy , /

En ce qui concerne les LB Thergiques QRXV QYIYDYRQV SDV SX pWDEOLU GH TX|
(Q HIITHW Pr Rprobabfeque ddtié\opulation proviende cellules B ayant reconmun autoAg de fagon
répétée,nous ne pouvons établir de quel type de clones autoréactifs les LB T3 sontCiepasdant, nos
observations soutiennent fortement le fait que les LB stisreprésentés dans les pathologies SLE et SGS,
pourraient joueun réle primordial dans la tolérem immunologique. En effet, ils inhibent la prolifération des LT
CD4' possiblement en induisant leur anergie, et/ou en induisant ded &retade LB T3 est celui qui souléve le
SOXV GfLOQWHUURJDWLRQV VXU OH GpYH(enSdsigasidodVlesd B V3 EdAsiitGextO H V

un stade de maturation & proprement parlé, mais plutét un pool cellulaire présent dans un état anergique

réversible. Cet état étant associé avec un phénotype®figMgalement réversiblfvierrell, Benschop et ).

2004g. En conséquence, nous suggérons que les LB T3, ne sont pas précasésnaturesaifs

Enfin, QRXV VRXWHQRQV OfLGpH TXH OD SRSXODWLRQ GHV /% 7U

DYRQV PRQWUp GDQV QRWUH pWXGH (Q HIIHW HQ SUHQDQW OfH[H!

souris, ils puissent étre composés de LB précurseuss 4kl lou de LB T2 Hro (Kumararatne and MacLenngn

1987). Il serait envisageable de réaliser un phénotype approfondit des LB T2 en étudiant par exemple leur
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expression de CD1d, qui est exprimé fortement par les LERZIM, Motta et al. 200k En outre, nous pourrions

réaliser des tests de différenciationvitro sur des LB T2 isolés puis stimulés par un @&uilgM, afin de
GpWHURIOQHVIURIDIHQW YHUV GHV S KgMI'RWCBHYP“per atR EBLAW(IPKT /% )R

CcD21°" CcD1d°™). Nous pourrions également stimuler les LB T2 par BAFF, poirrait favoriser la

différenciation des LB TMZP en LB ZM (Batten, Groom et al. 200(De méme, il a été récemment décrit chez

OT+RPPH XQH SRSXODWDRRQBGHaiSc0lasid et al. 20[15

ITKpWpURJpQpLWp FHOOXODLUH GHV /% 7U HVW JUDQGH /HV DY
OD F\WRPpWULH HQ IOX[ RQW SHUPLV GTpFODLUFLU OHV LQFRQQX
lymphocytaire B./TLPDJH GHV SR Xp&gehié bibX tetteHdwetsiteé, mais les inconguéesendent vers
O TLQIL QL RbteniNprddablahert nombreuses (BQ. 8HSHQGDQW MXVTXYRe OD GpFRX
rares (notamment régulatrices) pele aller? A terme, nous pouvons espé&ueuvoir définir avec une précision

encore plus grande, la composition de la population des celldlest24°" CD38°"s

FIGURE 57: Aller YHUV OfLQILQLPHQW SHWLW SRXU GpFR X ¥tUétermi@& SDUW
OTKpWpPURJIpQpLWp FHOOR®@D3ISYH GHV /% 7U &'
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LH PLFURHQYLURQQHPHQW FHOOXODLUH MRXH XQ U{OH PDMHXU
le potentiel régulateur des sepspulations de LB Tr. montre que les CD4" ont des réponses spécifiques de la
population cellulaire B avec laquelle ils sont cultivés. Ces observations soulévent la notion de ciblage cellulaire.
La question soufcente est de savoir si les cellules B sont capables de cibler spécifiquenmerpuletions de
LT, avant de présenter des fonctions régulatricé DOHPHQW  Q RypdthpdegdaMartenqpasition] de
OTHQYLURQQH Ppeutoente HeQp i @addctiptionnel des LBCette réflexion a abouti a un second

travail, qui traie du microenvironnement cellulaire et de la plasticité des cellules B.

II.  Les lymphocytes B se polarisenils en cellules B régulatrics ?

La plasticité cellulaire a particulierement été étudiée dans les macrophages. Ces derniers présentent deux
VWDGHYV GYDFWLYDWLRQ RSSRVpV TXL VIDSSDUHQWHQW DX[ VWDC
macrophages peuvent étre a un stade dissique» M1, auquel ils promeuvent la réponse Th1l et présentent des
fonctions antimicrobiennes et antumorales. Les macrophages peuvent aussi étre de type M2 (alternatif), ou ils
\ofientent vers uneéponse Thzt OD WROpPUDQFH LPPXQ LYWHLW I 1 XTR RIXH Q WIDXIWLUIRF
GIDFWLYDWLRQ HVW GpWHUPLQpH GPRUOHORM.FWRRQ YEHR POHRPRGWD.

0 HVW HQWUH DXWUH IDFLOLWpH RS G HO\D QIHPREYDG WV DY 54taBHOG § Q

en M2 est plutdt constatée dans un environnement sans infettiom, Liang et al. 2034

A) Environnement moléculaire et cellularité: comment fonctionnent les Bregn vitro ?

1) Les signhaux solubles exogéenes seift indispensables pour que les cellules B régulent
la réponse T?

Nous avons vu en introduction que les signaux activateurs (CD40L,ZdG $J« VRQW LPSRUWDC
induire des fonctions régulatrices dans les cellules B, notameneintluisant la productios §-10. Cependant,

estil nécessaire que les cellules B pévent des signaugolublespour inhiber la réponse des 12T
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LH VLPSOH IDLW TXH OHV /% VRLHQW FXOWLYpV HQ SUpVHQFH C
prolifération de ces LTCependant, nous avons aussi observé que les LB inhibent plus efficacement la
SUROLIpUDWLRQ GHV /7 ORUVTXY L @DNVEeQrdsubas\WamomtindntSoisy HIXH\D PHRRAHLQ
duTLROQTHVW SDV LB bueéJaHephfdpaidaD ides LT sanhibée par les cellules B. Malgré tout, les
motifs CpGODN potentialisat cet effet inhibiteur./fHIITHW SRV LXVDN sGrHe/pdehtiel des LB a
LQKLEHU OD SUROLIpUDWLRQ GHV /7 SRXUUDLW HQ SDUWJeHesVIH[SC

cellules B.(Q HITHW QRXV VDYRQV TXYfHOOHV VH GLIIpPUHQFLHQWINHW PR!

vitro {Lemoine, Morva et al. 20]/Nouel, Segalen et al. 20jl4Mais auGHOj GX FKDQJHPHQW GTH]

molécules de différenciation, 1é8 VRQW FDSDEOHV GYLQGXLUH GHV PDURRHXUV C

Kessel, Haj et al. 2032 /1,42 est une cytokine associée avec la différentiation &hTh2(Liao, Lin et al.

201%). ,0 VHUDLW LQWpUHVVDQW G1pYD O 3 lhuradeldesSdelkiMs B Bn EffgtlIeSILBH V V L

pourraenW HQWUHU HQ FRPSpWLWLRQ D Y-} uiQeilet'e priddikelpaOids delRissXIU H G

Schwartzberg, Finkelstein et al. 2005

La compétition pour les facteurs solub{estamment de survig)résents dans le milieu,tezssociée aveal

notion de cellularitéqui considérda compositiorainsi que la concentratioRHO O XODLUH GTXQH FXOW)

2) Les lymphocytes B sont des cellules particulierement efficaces pour réguler la
réponse T

Les stimulations modifient le comportement des LB en culitureitro. Les ratios de cellules utilisés
UHSUpVHQWHQW pJDOHPHQW XQ SD U DRigd\parkii lelpriphbeytDQank dux6égigO | D X \
périphérique, les LBen représentent emon 15% et les LTenviron 7%6. En périphérie,d ratio B/Test donc
proche del/5. 2U OH UDWLR TXH QRXV DYRQV XWLOLVp MXVTXYj SUpVHQW
alors souhaité explorer la notion de cellularité, ppimettra deliscuter @s rapports de compétition qui peuvent

VIpWDEOLU GDQV XQH FXOWXUH PL[WH

Nous avons observé queéme en appliquant le plus petittio denotre gamme1/4), les LB semblent

rWUH FDSDEOHV GYLQKLEHU OD SUROL IPUALW IORIQSKIXVY /T LHWHUES W QW
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vitro. En effet, ce ratio 1/4 se rapproche de celui qui ekisté/o, et soutiente fait que les cellules Bourraient

avoir un réel impacin vivo méme si elles sont en minorit®e plus, nous avons obserieXH O fLQ&KIRELWLR
prolifération HVW FURLVVDQWH ORUVTXH OYfRQ VH UDSSURFKH GX UDWLR
cellules utilisées. Gaetal. RQW GpPRQWUp TXTXQ UDWLR SHUPHW GIDPSOLIL
desLT. Les cellules B d patients atteints de SLE ont un défaut intrinsgope inhiber la prolifération des LT.

Dans, cette étude, les auteurs ont montré que doubler le nombre de cellules B par rapport a celui des LT permet d

rétablir une inhibition de la proIifératicTGao, Dresel et al. 20).4Cette derniére information soutient le fait que

les @llules B et T sont en compétition pour les facteurs du milieu nécessaires a leurs fonctions, notamment
SUROLIpUDWLYH 'H SOXV LO HVW SUREDEOH TX{XQ c@Ri&EesEd DFFU
G 1 D Y Ddg Widkégides immunomodulatriceéeétées Enfin, il est important de considérer que le ratio B/T est
GpSHQGDQW GH OfYRUJDQH pWXGLp 3DU H[HPSOH FRQWUDLUHPHQW
O\PSKRwGHV VHFRQGDLUHYV FRPPH OYDP\JGDDBe Mémd) qusl el EeFaislas O X W
QLYHDX GHV VLWHV GH OfLQIO DIRRDedtiarRd livtixol WeHdéroXela rélg @altidr g 1aR Q

réponse T par les cellules B se pose encore. Il a par exemple été décrit que led 1B"“RDbnt capablesed

limiter la réponse humorale en inhibant la différenciation des LT @4 fhau niveau folliculairgKhan, Hamg

et al. 201%.

3) Comment proliférent les cellules T CD4 et CD8' en présence delymphocytes B?

Tout comme les LB, les cellules T ont de multiples phénotypes associés avec des caractéristiques

fonctionnellegahnke, Beddall et al. 20].41 est commun de distinguer 163 CD8" cytotoxiques des LT CD4

parmi lesLT CD3'. Nous avons démontré qu§ LQKLELWLR Q G H e€t BusSileficade| pue Dey/deRiI@s
B soient cultivées avec des LT CDdu CD8. De méme, lorsque les LT CD4t CD8 ne sont pas séparts
uns des autresls proliferentde la méme maniéréine fois isolé descellules T CD4, les LT CD8' ont-ils le

méme comportement (et inversemeht)

Tenter de épondre a cette question revieritditer dela notion de ciblage cellulaire. En effet, il est possible

TXH ORUVT X KitOdeK pVCpReRt fan@ueles cellules B puissent inhiber la prolifération des cellules T
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isoléesen les ciblantSur le plan expérimental, nous avons procédés a des tris cellulaires de certaines populations

de LT, afin de rendre nos cultures relativatrigomogénes.

B) Les lymphocytes B régulenune ciblede facon spécifique

'Y DER O av@nsséparés par tri cellulaires LT CD8, des LT CD4 mémoires (CD45RQ, des LT
CD4' naifs (CD45RA). La distinction entre les LT CD4mémoires et naifs fH[SOLTXH SDU OH IDL

souhaitions étre plus précis dans la distinction dessopslations de LT.

1) Ciblage cellulaire OYLQKLELWLRQ GH OD SUROLIpUDWLRQ HV\
lymphocytes T

Khoder et al. ont décrit que les cellules B mémoires gMMW WUDQVLWLRQQHOOHV RQW (

prolifération des LT CD%4et CD8 préalablement isoléshoder, Sarvaria et al. ZOrL4$ O 1 L Q iYoHsdwbis

observégue les cellules Bhhibentla prolifération ded. T CD4" mémoires et induisent celle de§ CDS8' et LT

CD4' naifs Ces résultats particuliérement intéressants montrent que lorsque les populations de LT sont séparées
avant la mise en culture, leur comportement en présence des cellules B est complétement différent, en
comparaison aux cultures risgles avec un compartiment Ighocytaire T «complet». Ces expériences semblent
confirmer que la séparation des populations de pérturbe» leur réponse cellulaire face aux LB. De méme, nos
résultats montrent que les LB ciblent préférentiellement ioegapopulations de LT pour en inhiber la
SUROLIPUDWLRQ (Q UHYDQFKH QRXV QYDYRQV SDV GpWHUPLQp S
prolifération des LT mémoire®ar exemple, nous pouvons nous intéresser aux TregilS@R45RC comme

les LT mémoires ou bien CD45R@omme les LT naif8 Cette question se pose car tegils GfLVRODWLF

cellulaire que nous avons utilisés ne nousnedtaient pas de dépléter néshantillors en Treg. Il est décrigx

vivo TXTHQYLURQ Oéy PORR3WALS ULAHPHQ@W &' 5% HW O D KWAHCRRA Wel gf. &' 52

2013. En outre la littératuredécritqueles Treginduits dérivent deL.T naifsactivés|Tran, Ramsey et a2007

Hill, Hall et al. 200§[Xiao, Kroemer et al. 2008 mais il semblerait aussi que les LT mémoires puissent étre a

OTRULJLQH GTXQH HJ&DaWlcRQic, &ZHang dtHal. 20?.6Dans notre cas, ces informations
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VRXWLHQQHQW OH IDLW TXH OfLQKLELWLRQ GH OD SUiR QU iLpQU®X\FVRICR
de Tregdans la culturemaispas exclusivement. En effet, la prolifération des QDwIV SDUPL OdhVTXHO

GH 7UHJ HVW SRVVLEOH QTHVW SDV LQKLEPpPH

Plusieurs mécanismes cellulaires sont probablement engagés pour conférer aux cellules se potentiel régulateu
face aux LT mémoires. Nous avons souhaité nous penchensw@autre fonction suppressive peut décrite egti
OTLQGXFWLRQ GH parbesPlBUMEs Heinzhandried LBHKillers », sont par exemple capables

GILQGXLUH 01D SR atdvhEnt@uHthavéis die'la production de la protéine FasL ligand du récepteur

de mort FagKlinker, Reed et al. 2033

2) I TLQGXFWLRQ GH OD PRUW GHV O\PgikeBEB\WHYV 7 SDU OH

LHV /7 PpPRLUHVY HW QDwlV HQWUHQW GYDYDQWDJH HQ QpFURVH O
suppresseur des LB gdtis important sur les LT mémoirdsa mort cellulaire etla prolifération des LT CD4ont
été étudies FKH] OD VRXULYV ,0 HVW GpFULW TXYIXQH SDUW GHV /7 PpPRLL

LT mémoires ne proliférent pas. Il est donc @dole que la survie de ces deux populations de LT @i#moires

soit différente{de Souza, Swanson et al. 2[j&=ddon, Tomlinson et al. 2003 Ainsi, il a été décritque la

population de LTmémoires pouvarge diviser répormdit j O fHQ JD JH P H QW pEpXdes Brésartdgia le

CMHII des CPAs. En revanche, la populatiors 4& CD4" mémoires qui ne proliférg pas nécessitéd L W-70 { , /

pour sa survigSwain 200{Jde Souza, Swanson et al. 2{JG2vain, Agrewala et al. 20{JSeddon, Tomlinson ¢t

al. 2003. Marrack et Kapler ont décrit que la balance entre les protéineappiotique BeR et preapoptotique

Bim joue un réle important dans la mort des LT CCRpPRLUHV WRXW FRPPH(Mafadf StdlHV VLR

Kappler 2004. Les articles présentés précédemment traitent desdi$OJfLPSDFW GHV /% VXU OD PI

7 QT\ HVW SDV pYRTXp (dansned\ekpdrier@d@3NLR @dnoifeX dultivés seuls surviverit.
VHUDLW GRQF LQWpUHYVYJDde RasGpar Rs\BXrisH R culiyf¢id et ies\diférentes populations
deLTCD4etCD8 DILQ GH GpWHUPLQHU OD FDXVH PROpFXO Dhdimdiré8H O L (

'H PrPH pYDOXHU OD SURGXFWLRQ GH *U% SDU OHV /% kildRe¥y SHUPHYV
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C) /HV O\PSKRF\WHV % VIDGDSWHQW j OHXU FLEOH FHOO)

1) La prolifération et la survie des cellules B

La prolifération des cellules B peut étre induiteritro par desstimuli polyclonaux, de facon Agpécifique

ou bienvia un «crosslink » du BCR{Mond and Brunswick 20(3 La contribution que peuvent avoir les

populations de LT surd SUROLIpUDWLRQ GHVY FHOOXOHV % UHVWH j pFODLUFL
des LTCD4" mémoires et naifs OHV /% SUROLIqQUHQW PrPH VDQV OTYDMRXW GH |
anti-lgM ou ant-lgD. Cependant, ilproliférent peten présence des LT CDO&es observations soulignent le fait
TXIHQ SOXV GYDYRLU XQH DFWLR@D4QKpER MUHNF HOWHSH Fib | VRQIW VKIS O |
a cette population de LT, et proliférerO D pWp LQWpUHVVD @WBirdgm Be/fatbnydguivalente] O HV
TXYLOV VRLHQW FXO W,ICDg Viails Yo EDOéNoifds. &es résultats searstendent que seules
certaines fonctions des LB sont modifiées, et lgues réponses cellulaires squdrticulierement contrélégen

fonction du type de LT avec lequel ils se trouvéttisieurs questions se posent. Quelles particularités ont les LT
mémoires pour étre inhibés par les 2Buelles modifications intrinséques ont permis aux cellules B de devenir

régulatrices de la proBifation et de la survie des LT mémoifes

I1RXV pPHWWRQV OTK\SRWKgVH TXYLO H[LVWH XQH FRPPXQLFDWLR
B régulatrices. Cependant, nous ne pouvons pas déterminer si les cellules B ciblent spécifiquémeDDiEs
meémoires, ou si ces LT ciblent les LB avant de les orienter en cellules inhibindes.les LB régulateurs de la
prolifération et de la survie des lOD4" mémoires ontls un programme transcriptionnel différent des cellules B

effectrices qui induisera prolifération des LT CD8et des LT CDZ4naifs?
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FIGURE 58 : Représentationde la plasticité des lymphocytes B au traverdes bnctions régulatrices ou
effectrices T X 1 H O O H VsuH fgd teRUE® TMCD4 mémoires et naivesLes lymphocytes B sont plastiques et
SHXYHQW LQKLEHU OD SUROLIpUDWLRQ GHV /7 RX OfLQGXLUH HQ I
également la mort des cellules T CD#émoires et naives. Ces fonctions sont associées avec une expression
différentielle des géneBRDM], IL10, BCL6 et 1) % Cependant, nous ne savons pas encore quels sont les
LOWHUPpPGLDLUHV TXL &é&hteNonctdshhiésentéshbaddd (LB &hulateurs et les LB effecteurs.
(Q UHWRXU OHV /7 VRQW FDSDEOHV BILQGXLUH OD SUROLIpUDWLRQ

2) Les lymphocytes B suppresseursurexpriment les génedL10 et PRDM1

Il est décrit chez la souris que lesllules B 1.-10" induitesin vivo par des LPSurexpriment le génerdm1

Maseda, Smith et al. 20[12$x FRXUV GH OTRQWRJIpQqV prd®HVY] 6 S8 Y H [ PABHINDVOLHR (

pour permettre la différenciation terminale des cellules B en plasmoeyteski, Walker et al. 2010 Nous

montronsque les LBrégulateursiesLT CD4" PpPRLUHV H[S UL P RRDM1& NL.DOD @mparaison

aux cellules B cultivées avec des IOD4 naifs.Les cellules B qui induisent la prolifération des LT CDdifs
VHPEOHQW DYRLU XQ SURILO WUDQVFULSWLRQQHO TXL BOURBESRVH j |
données suggérent que la régulation de la prolifération dgmoufrait é&treDVVRFLpH DYHF OfH[SUHYV

impliqués dansa différenciation terminale en plasmocytes
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Nous avons également dip OfH[SUHVVLRQ GH ®D IPDHRERHBHVIXIH S VIDVVRFI

S SRXU IRUPHU XQ KpWpURGLPqUH HOOH Gdiid)Wit EdnBrijue @@reY RLH F

associéea une réponse inflammatoirgy la survie ainsL T X4 jprolifération (Hayden and Ghosh 20p8

Gerondakis, Fulford et al. 20LANRXV SRXYRQV VXSSRVHU TXH D D%KanxXgsviB q@ifH[S U

induisent la prolifération des LT CD4QDwIV VIRSSRVH DX U0 #bnk I© BanE e3vadrExprigéH O T,
dans les LB régulateurs de la prolifération des LT Ciédmoires Cependant, nous ne savons pas encore quels
VRQW OHV LQWHUPpPpGLDLUHV TXL VRQWdgs OB Et éffet, Qudls Gdmt lesHfedctdluis D FV
solubles mis en je Quels sont les récepteurs engagés a la surface desLETcontact cellulaire est

indispensablé®

De méme, nous avons vu dans la premiére étude que certaing®polations de LB, come les LB T2 et
/1% 7 VRQW SOXV SHUIRUPDQWHY TXH GIDXWUHV SRXU LQKLEHU OD
parmi les LB qui inhibent la prolifération des LT CD#émoires, certaines populations aient ce potentiel
UpJXODWHXHV KW QG IDROAWUSRXUULRQV GRQF r'WwWUH SOXV SUpFLV TXC
transcriptionnek Breg-spécifique», en étudiant les génes exprimés par des populatiens3 régulatrices plus

spécifiques

Nous avons montré dans cette seconde étude que le microenvironnement cellulaire joue un réle majeur
sur les fonctions et le programme transcriptionnel de cellules B. Les patients atteints de pathologies comme le
cABMR posséedent un terrain immunologigue SDUWLFXOLHU Re OD WROpUDQFH HVW |
cellules B au sein de ses patients est différent de celui retrouvé dans les volontaires sains, notamment a cause de
WUDLWHPHQWY LPPXQRVXSSUHVVHXUV TXYL 60ds dvdrmsRsauth#it® tiscu® QV OL

émettre des perspectives ss LB Tr. ¢ les Breg en transplantation.
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lll. Les lymphocytes B transitionnels et régulateurgn transplantation
rénale

A) Le rejet humoral chronique sembleinfluencé par une perturbation du
compartiment lymphocytaire B

Les étapes qui précede@tH GpYHORSSHPHQW GX F$%05 QTpWDLHQW MXVTXID
PrPH VILO HVW pYLGHQW TXH OHV FHOOXOHV @ @KW HUP WD G\ QBA
IDLW TXH FHUWDLQV SDWLHQWY leDstadeRIL Erfigu® Hegjpty NQre 2Mae & pelQist Q W
GYIpYDOXHU OHV pWDSHV SURED BifsH ds Giomalit g disidufion desHopuictods
cellulaires B semblenprécéder undéfaut des LB pour inhiber la prolifération des LTette anomalie
fonctionnelle pourrait étre associée avec une inflammatiagéréest une destruction tissulaire du transplant. En

effet, il est décrit dans le cABMR que lggriphocytes T notamment Th1l7sont invasifs et infiltrent le rein

Deteix, AttuiFAudenis et al. 20]"Nankivell and Alexander 20}10

La hausse des cellules B mémoires fwgtch, soutient le fait que la présence de ¥Sfa associer avec la
commutation de classe. Il serait intéressant de déterminer lesFOUBVVHYV GY,J* SURGXLWHV G
cABMR, en comparaison aux autres patients avec DBAeffet, il est par exemple décrit que la production

G 1, Jastplutét associée avec un rejet infraclinique (Infri@ndis que le rejet aigse caractérise pates taux

élevés G 1, J fLefaucheur, Viglietti et al. 203J5Méme si le réle des cellules B mémoires dans le cCABMR

sembledélétére|l a été démontré que certains patients-traitéstolérantsSRVVqgGHQW GIDYDQWDJH

PpPRLUHV DYHF XQ SKpQRW\SH LQKLELWHXU HQ FRPSDUDLVRQ

immunosuppressiofPallier, Hillion et al. 2012 De plus, Le Trier et al ont décritqquechez legats qui tolérent

la greffe rénaleles cellules B qui ffiltrent le transplanbnt un ratioG 1 $ 5 1dG/IgM inférieur aux LB présents

dans le rein greffé des animaux qui développent un rejet chrofiiquéexier, Thebault et al. 20[L1I est

SDUWLFXOLqQUHPHQW LQWpUHVVDQW GH QRWHU TXH OHV FHOOXOHYV

partiel dela commutation de classe.
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La diminution de la fréquence de LB Tr. C[¥2ACD38°" dans les patienf8SA", est probablement & mettre

HQ PLURLU DYHF OfDXJPHQWDW L-8QchcEA ¥ffdt, H €sOdécdittive és FBpTR.Réntdild V' SRV

avoir un réle dans la tolérance de la greffe rép@alebir, Girdlestone et al. 2005 &8HSHQGD QW QRXV Qf

FRQVWDWp GH FRUUpODWLRQ HQWUH OH SRXUF B ®IWikdldH pGlif#eraton7 U  HYV
des LTchez ks patients DSA Il est possible que les degxoupes de valeunse corrélent pas car le groupe

DSA" est hétérogeneEn outre, il est probable que de nombreux paramétesnusinfluencent le potentiel
régulateur des celluleB. Notons aussi que nouP YRQV WHQWp GIDVVRFLHU GHX[ SDUD
GLIIpPUHQWY SXLVTXH OfXQ FRQFHUQH XQ SKpQRW\SERXD QEIDY RRON
déterminé si les cellules Br. des patients sont fonctionnellement compégeptaur présenter des propriétés
régulatrices. Pour répondre a cette question, il serait envisageable de dépléter le compartiment lymphocytaire B
des patients DSPen cellules B CD24™ CD38°™ puis de réaliser des tests fonctionnelsitro DILQ GrfpYDO
OTLPSRUWDQFH G HdaRHIlsvayutatichRIB XaO&pwiseRTQdes patieriette approche a déja été

envisagée pour des échantillons sanguins de patients lupiques afin de pallier au probleme de la quantité de cellule:

disponibles(Blair, Norena et al. 2030 (QILQ QRWRQV TX{LO VHUDLW LQWpPpUHVVDQ

OTLQKLELWLRQ GH OD SURGXFW L R QceButts B\ d¥Rpstle DS AEQ @D R @& W R L U H.

al. ont décrit que les cellules B gatients cABMRsont défaillantes pounhiber la réponse Th{lNouel, Segalef

et al. 201).

(Q FH TXL FRQFHUQH OfpWXGH SKpQRW \tSanicKisbantLde det&rohibdr\ViA p W p
composition de la population des LB Tr. C[¥34CD38°"™ parmi les groupes de patients DS¢ stables. En
effet, y étudier la distribution des LB Tr. CD271, T2 et T3 nous auraient apporté des informations importantes
guant a la possible implication des LB T3 dans la tolérance périphérique. Cependant, nous ne disposions

malheureusemenrs DV GHV RXWLOV QpFHVVDLUHYV SRXUt®OH UpDOLVHU ORUVT

'"HV pWXGHV VH VRQW LQW pU HYX ViypHI¥stinéd § BtfeSttagsieteR ans dés Tddévéurs,

GDQV OH EXW GILQGXLUH OD WROpUDQFH GIXQH JUHIIH &YRUIDQHYV

Koenmg etal. 200p $X YX GH OTHQVHPEOH GHV pW X Gé¢MbIEr&itT Wife khéragiX parO D U
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transfert cellulaire de Breg s SURPHWWHXVH QRWDPPHQW GDQV OH GRPDLQH
difficultés majeures semblent reposée sur la génératiavivode Breg autologues. En effet, méme si un transfert
autologue permet de pallier aux probléemes de compatibilité, led/voieXL SHUPHWWUDLHQW GYH[SL
ex vivo(réellement régulatrices aclong terme> in vivo UHVWHQW j GpILQLU O0DOJUp WRXV
TLRs, CD40 et du BCR semblent avoir montré leur efficacité, notamment pour induire des B10oimmun

modulateurs.

B) /H VXLYL ORQJLWXGLQDO HVW SURPHWWHXU SRXU GpW
anomalies de distribution

/HV SDWLHQWYV VXLYLV G BuQNOr&ffsevdeiid ud &Q@t quilhig@teptpasttie DSA
font partie duJURXSH 67 GH OMipVMQKXKGEHN¥+SULQFLSDOHY FULWLTXHV TXL FR
contient despatients qui ont un délai de transplantation moyen moins important que les patidDBASEt
cABMR. La moyenne des délais de transplantation ¢é&ddors des inclusions est croissante, des patients ST vers

ceux CABMR, en passant par les patients ST qui ont des DSA.

&THVW SULQFLSDOHPHQW SRXU FHWWH UDLVRQ TXfLO VHUD HVVH
les patients sur une MW LTXH VXIILVDPPHQW ORQJXH SRXU QRXV SHUPHWWUF
moment ou la présence de DSA prodaiite novoest détectée& HOD FRQILUPHUDLW OYK\SRWKqV

BHL, selon laquelle les DSA seraient responsables desai@s de distribution.

Il a été intéressant de constater que le pourcentage de LB Tr. ne corréle pas avec le délai de transplantatior
(données non représentgdsette information suggere que la durée durant laquelle les patients sont exposés aux

traitemHQWY LPPXQRVXSSUHVVHXUV QYfHVW SDV HQ FDXVH GDQV OTDQR

Nous avons constaté que le fait que les patients aient eu une pathologie autoimmune mise en cause dans |
dysfonction rénal®nt un défaut de repopulation £B Tr. a 12 mois Ce point nous améne a évoquer le statut

infectieux des patients. Les infections gdasMycobacteriaRQW XQH LQFLGHQFH VXU OfpPHUJEL

Machado Ribeiro and Goldenberg 2p1Suite a uneW U D Q V S O @dane Bk Ra@s Ge% patients infecté
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par Mycobacteriumkansasij il peut survenir un syndrome inflammatoire au cours de la reconstitution du

compartiment lymphocytairaprés immunosuppressiobemoine et al conseillentde respecteune cinétique

précise pour appliquer deégitemens antibactériens et immunagpresseursace acette infection{Lemoine,

Laurent et al. 2015 Au-dela de la question du traitement, il se posdke GH OJLQIOXHQFH GTXQH L

distribution des populations de cellules B. En effet, il est possible que le syndrome inflamréatmué
SUpFpPGHPPHQW SULYLOPpPJLH OTH[S D@ Yo Qro-aiammet@re stoHNmesalDAD Q W
détriment de LB considérés comme régulateuks. PrPH LO HVW SRV \Addpl€tian induite pafidd3 P X Q R
traitementsde maintiencomme la cyclosporine ciblent préférentiellement @iegs populations de cellules B,

possiblement régulatrices.

/HV WUDLWHPHQWYV GILQGXFWLRQ SRXUUDLHQW pJDOHPHQW DYRL!
serait possible que les thym@&®EXOLQHYVY QH SHUPHWWHQW SDV OfYH[SDgxifd, RQ GH
contrairement aux AantiIL-2R. Ces données restent trés préliminaires car le nombre de patients dans le groupe
traité par thymoglobulines est particulierement faiblg§.p W RHYMO B évoquée précédemment permettra de

UpSRQGUH j FHUWDLQHY TXHVWLRQV SRVpHV VXU OHV HIIHWV GHV W
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CONCLUSION
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/IH SRWHQWLHO UpJXODWHXU GHV FHOOXOHV 90, & Bt8 MsRAQW D
PYLGHQFH GDQV GHV PRGgOHV PXULQV GH SDW KB@°RODasgy sost@eL ILT X F
décrites comme régulatrices, au traversQ® SURGXFWLRDQ ML OKLELWLRQ GH OB SUROL
la suppression de la polarisation Thl. Nous avons montré que cette population est hétérogéne, et composée de Ll
T1, T2, T3 et Tr. CD27 Les LB T3 anergiques qui contiennentsgeoB10 semblent jouer un role dans la
tolérance périphérique en limitant la prolifération des LT CiRahdis que les LB Tr. CD2TL-10" nouvellement
décrits inhibent la différenciation des LTCDHQ FHOOXOHV SURBWF®H NEdhY q@ifs ).B
TletTr.CD27 VH GLIIpUHQFLHQW UDSLGHPHQW HQ FHOOXOHV SURGXFWUI
OTLPPXQLWpP LQQpH &HFL VRXOgqYH GDQV QRWUH SUH PagyaditttipiV X G H
G 1-10 est en partie géndante des signaux percus, provenant du microenvironnement. Nous avons décrit que
OHV /% VIDGDSWHQW DX[ FHOOXOHY DYHF OHVTXHOOHYV LOV VRQW F
LT CD4" mémoires(et non naifs) en limitant leur pra LIPUDWLRQ DYDQW GTLQGXLUH X
caractéristiques fonctionnelles pourraient étre associées avec une modification du programme transcriptionnel,
permise par la plasticité des cellules B, qui se polatrese Breg de fagon cibléd. H [ SsidiHdés géneBRDM1
etIL10 serait associée avec une signature Breg spécifique en culture mixte autologue, en opposition avec celle des
génes 1) % et BCL6. La transplantation rénale est un excellent modele physiopathologique, pour étudier
OfLPSRUWBQWH I HV SRSXODWLRQV GH /% GDQV OD WROpUDQFH LP
confirmer que les LB Tr. ont probablement un réle important detistolérance du greffon. La présence de DSA
VHPEOH OLPLWHU O { pieresi letbQuEemta@ede eelldflies B CD24°CD38°" Q I prioti pas
associé avec la capacité des LB a réguler la prolifératipouries patients alloimmuniségfpWXGH ORQJLWX
a aussi montré la sensibilité des LB Tr. face au contextsiggthologiqueprésent aprés urteansplantation
UpQDOH (Q HIITHW OD PDODGLH GYRULJLQH DL Q ¥urai€nX probablémétity D L W H |

impactnégatifsurles LB Tr.CD24°" CD38°* lors de la repopulation B.
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