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Introduction 
 

I. La sclérose en plaques 

A. Historique et histoire naturelle de la SEP 
 

Les premières descriptions de la sclérose en plaques (SEP) datent du début du XIXème 

siècle avec les travaux d’anatomie pathologique de Jean Cruveilhier. D’autres descriptions 

cliniques et pathologiques ont par la suite suivi, mais ce sont les travaux de Jean Martin Charcot 

qui en 1868 ont apporté une première synthèse anatomo-clinique de la SEP.  

La SEP est une maladie inflammatoire chronique du système nerveux central (SNC) qui se 

caractérise par la formation de lésions de démyélinisation au sein de la substance blanche. Cette 

démyélinisation est à l’origine d’une altération de la conduction nerveuse, et la localisation de 

ces lésions explique les symptômes cliniques (atteintes visuelles, sensitives, motrices, etc.).  

Le diagnostic de SEP est actuellement formulé en fonction des critères de McDonald révisés 

en 2017 et est établi en présence d’une dissémination spatiale et temporelle des lésions et/ou la 

présence de bandes oligoclonales d’immunoglobulines dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) 

(Thompson et al., 2018).  

L’histoire naturelle de la SEP, c’est-à-dire l’évolution de la maladie au cours du temps chez des 

patients non traités, a été bien caractérisée. Différentes formes cliniques de SEP ont ainsi pu 

être décrites initialement en 1996 par Lublin et Reingold (Lublin et Reingold, 1996). Près de 

85% des patients présentent au début de la maladie une forme dite récurrente-rémittente (RR) 

caractérisée par l’apparition de poussées inflammatoires de symptomatologie variée et suivies 

par des périodes de rémission partielles ou totales. Une accumulation progressive du handicap 

survient par la suite, et près de la moitié des patients évolue vers une forme secondairement 

progressive (SP) 20 ans après le début de la maladie. Enfin, près de 15% des patients débutent 

la maladie par une forme progressive d’emblée avec un handicap évoluant de manière continue 

sans rémission, on parle de forme primaire progressive (PP). Grâce aux avancées apportées par 

l’imagerie et la biologie, une révision de cette classification a été réalisée en 2013 (Lublin et 

al., 2014). Cette nouvelle classification introduit ainsi le syndrome cliniquement isolé (SCI) 

comme étant la première présentation clinique d’un patient atteint d’une démyélinisation 

inflammatoire pouvant évoluer vers une SEP. L’apparition ou non de nouvelles lésions 

observées par imagerie par IRM, ainsi que la présence de nouvelles poussées permet de 
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distinguer les patients de forme « active » des patients de forme « non active ». Enfin, pour les 

patients de forme progressive (PP et SP), l’évaluation de la progression du handicap permet de 

distinguer les patients de forme progressive « avec » ou « sans progression ».  

La figure 1 illustre les différentes formes cliniques de la maladie. 

 

 

Figure 1 : Les différentes formes cliniques de SEP.  
Différentes formes cliniques de SEP ont été décrites. Pour près de 85% des patients la maladie se manifeste par 

l’apparition de poussées inflammatoires suivies de rémissions partielles ou totales, on parle de forme récurrente-

rémittente. L’histoire naturelle de la maladie pour ces patients sera l’évolution progressive du handicap sans 

rémission, on parle de forme secondairement progressive. Il existe également chez près de 15% des patients une 

forme primaire progressive où le handicap s’installe et s’aggrave continuellement d’emblée. Le syndrome 

cliniquement isolé correspond quant à lui au stade de première atteinte inflammatoire démyélinisante pouvant 

évoluer vers une SEP. 

 

B. Épidémiologie et étiologie de la SEP 

1. Épidémiologie de la SEP 

 

Depuis 2013, le programme « Atlas of MS » établit une surveillance épidémiologique de la SEP 

à travers le monde en partenariat avec l’OMS. Ce programme a ainsi permis de déterminer une 

prévalence mondiale de la maladie, estimée à 35,9 pour 100.000 en 2020, représentant environ 

2,8 millions de personnes à travers le monde (Walton et al., 2020). Une augmentation de la 

prévalence de la SEP a pu être observée depuis le lancement du programme en 2013 (Browne 

et al., 2014). Cette augmentation peut s’expliquer par une amélioration du recueil de données 
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et de la méthodologie utilisée. Cependant, les données recueillies restant insuffisantes dans 

certaines régions du monde comme l’Afrique, la prévalence estimée de la SEP est probablement 

encore sous-estimée. 

La distribution de la SEP est très hétérogène selon les régions, et un gradient croissant sud-nord 

de la prévalence a été décrit. L’Europe et l’Amérique du Nord sont ainsi les régions aux plus 

fortes prévalences alors que l’Afrique Sub-Saharienne et l’Asie du Sud-Est sont au contraire 

les régions avec les prévalences les moins élevées de la maladie. La prévalence peut donc varier 

de 8 pour 100.000 en Afrique du Sud à 303 pour 100.000 en Allemagne. La France se situe 

quant à elle dans une zone de prévalence moyenne à élevée, la prévalence de patients atteints 

de SEP étant estimé à 155 pour 100.000 (Walton et al., 2020). 

Avec un âge moyen de 32 ans au diagnostic et un sex-ratio de près de 3 femmes pour un homme, 

le programme « Atlas of MS » confirme que la SEP est une maladie affectant préférentiellement 

l’adulte jeune et la femme. 

 

2. Facteurs environnementaux 

 

L’étiologie de la SEP est à ce jour encore assez mal connue, mais il est admis qu’il s’agit d’une 

maladie auto-immune d’origine multifactorielle. En effet, des facteurs environnementaux et 

génétiques ont été identifiés comme étant protecteurs ou à risque de développer une SEP. 

Il est bien connu sur le plan épidémiologique que la prévalence de la SEP suit un gradient 

croissant sud-nord dans le monde. Différentes études ont ainsi suggéré que ce gradient pouvait 

être expliqué par une insuffisance d’ensoleillement et de vitamine D dans les régions nordiques 

(Pierrot-Deseilligny et Souberbielle, 2017). 

Parmi les facteurs de risque environnementaux de la SEP, les infections à certains virus dont le 

virus Epstein-Barr (EBV) ont été également étudiés. Il est intéressant de noter que la 

séroprévalence pour l’EBV est estimée à plus de 99% chez les patients atteints de SEP contre 

environ 95% dans la population générale. Une séronégativité à l’EBV a quant à elle été associée 

à un risque 10 fois plus faible de développer une SEP (Ascherio et Munger, 2016). Une 

hypothèse proposée pour expliquer ce lien entre infection à l’EBV et SEP serait un mimétisme 

moléculaire entre les protéines du virus et les protéines de myéline, détournant ainsi la réaction 

inflammatoire vers la myéline (Geginat et al., 2017). 

En parallèle de ces facteurs environnementaux, certains facteurs de risque évitables liés au 

mode de vie ont été reconnus pour de nombreuses maladies et sont suspectés pour les maladies 

auto-immunes comme la SEP. Parmi ces comportements évitables, le tabagisme a récemment 
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été confirmé comme un facteur de risque de développer une SEP, mais également un facteur de 

risque pour un patient de forme RR de convertir vers une forme SP (Degelman et Herman, 

2017). 

Enfin, plusieurs études ont montré qu’une obésité précoce était associée à un risque accru de 

développer une SEP (Hedström et al., 2012 ; Munger et al., 2013). 

 

3. Facteurs génétiques 

 

La SEP n’est pas une maladie héréditaire à transmission Mendélienne, mais des facteurs 

génétiques de prédisposition à développer une SEP ont été identifiés. Dès les premières études 

génétiques réalisées dans la SEP, des associations entre les variants alléliques dans les gènes 

du locus HLA (pour Human Leukocyte Antigen) codant pour le complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) et un risque de développer une SEP ont été identifiés. Parmi ces 

variants, l’allèle HLA-DRB1*15:01 est celui qui confère le plus fort risque de SEP, avec un 

risque relatif supérieur à 3 (Moutsianas et al., 2015 ; Thompson et al., 2018). Au contraire, 

certains variants alléliques dans le locus HLA ont été décrits comme étant protecteurs du 

développement de SEP, tels que les variants HLA-A*02 :01 et HLA-B*38:01 (Moutsianas et 

al., 2015). 

Ces dernières années, des études d’association pan-génomiques (GWAS pour genome wide 

association studies) ont été réalisées sur des cohortes de patients SEP et de contrôles sains. Ces 

études ont permis d’identifier des facteurs génétiques associés à la maladie avec un poids plus 

faible que les variants du locus HLA. A ce jour, 233 variants associés à la SEP ont été retrouvés, 

dont 200 en dehors du locus HLA (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 

2019). Parmi ces variants non-HLA, des associations entre la SEP et des variants des gènes 

IL2RA, IL7RA, CD58 ou CXCR5 ont notamment été identifiés (International Multiple Sclerosis 

Genetics Consortium, 2007, 2019). 

Il est intéressant de noter que parmi les différents facteurs génétiques identifiés, une grande 

partie correspond à des gènes codant pour des protéines du système immunitaire, soulignant le 

caractère dysimmunitaire de la maladie. 
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C. La SEP, une maladie auto-immune 

1. Neuropathologie de la SEP 

 

La SEP se caractérise histologiquement par la formation de lésions de démyélinisations au sein 

du SNC. Cette démyélinisation est en générale nette avec des bords de lésion identifiables. Une 

inflammation est associée, et consiste en un infiltrat de macrophages et lymphocytes T (LT) 

CD8+, mais aussi de LT CD4+ et de lymphocytes B (LB). Plusieurs classifications 

anatomopathologiques ont été utilisées pour décrire les lésions du SNC, mais aucune ne faisait 

réellement consensus (Bö et al., 1994 ; Lassmann et al., 1998 ; Lucchinetti et al., 2000). 

Récemment, Kuhlmann et al. ont proposé d’uniformiser la classification histologique des 

lésions de SEP par une approche simple évaluant l’état de myélinisation et d’inflammation du 

SNC (Kuhlmann et al., 2017). Les différentes lésions sont ainsi identifiées par 

immunohistochimie en repérant l’état de myélinisation (coloration au bleu de Luxol ou 

marquage de protéines de myéline comme la PLP pour Proteolipid Protein) puis en examinant 

l’infiltrat inflammatoire (marquage des macrophages CD68+). Cette nouvelle classification 

propose donc la distinction de trois grands types de lésions de la substance blanche : les lésions 

actives, les lésions chroniques actives, et les lésions inactives. Les lésions actives sont 

caractérisées par une démyélinisation avec un infiltrat immun homogène dans la lésion, 

constitué majoritairement de macrophages et de microglies activées CD68+. Les lésions 

chroniques actives sont caractérisées par une démyélinisation hypocellulaire en son sein mais 

avec un infiltrat immun situé en bordure de la lésion. Les lésions inactives sont des lésions de 

démyélinisations dépourvues d’infiltrat immun. Il faut également noter le cas particulier de la 

substance blanche d’apparence normale, retrouvée principalement chez les patients avec une 

durée de maladie importante et une forme progressive de SEP. Cette substance blanche 

d’apparence normale n’est pas démyélinisée, mais on retrouve en général un infiltrat immun de 

macrophages et microglie activée CD68+ montrant l’inflammation de ce tissu.  

La figure 2 illustre les différents types de lésions de la substance blanche à l’aide d’images 

acquises dans notre équipe de recherche. 
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Figure 2 : Exemples de lésions de la substance blanche.  
Les différentes lésions de la substance ont été caractérisées par immunohistochimie en marquant la PLP (images 

de gauche) pour repérer l’état de myélinisation, et le CD68 (images de droite) pour repérer l’infiltrat inflammatoire 

du SNC. (A) Exemple de lésion active, caractérisée par une démyélinisation avec présence d’un infiltrat immun 

homogène en son sein. (B) Exemple de lésion chronique active, caractérisée par une démyélinisation avec présence 

d’un infiltrat immun au pourtour de la lésion. (C) Exemple de lésion inactive, caractérisée par une démyélinisation 

avec absence d’infiltrat immun. (D) Exemple de substance blanche d’apparence normale, caractérisée par un 

infiltrat immun au sein d’une zone non démyélinisée. 

Les exemples de lésions illustrés dans cette figure proviennent d’analyses par immunohistochimie réalisées au 

sein de notre équipe de recherche. 
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Bien que les études neuro-pathologiques de la SEP se soient longtemps consacrées aux lésions 

de la substance blanche, une atteinte de la substance grise est également décrite (Calabrese et 

al., 2010). Comme pour la substance blanche, une classification des lésions corticales a été 

proposée. Cette classification identifie quatre types de lésions corticales. Les lésions de type 1, 

dites leuco-corticales, correspondent à une démyélinsation continue entre la substance blanche 

sous-jacente et le cortex. Les lésions de type 2, dites intra-corticales, sont des lésions atteignant 

le cortex sans toucher les régions sous-piales ou la substance blanche sous-corticales. Les 

lésions de type 3 s’étendent de la région sous-piale jusqu’aux couches moyennes du cortex. Les 

lésions de type 4 affectent quant à elles l’ensemble du cortex sans toucher la substance blanche 

adjacente (Calabrese et al., 2010). 

Enfin, il est intéressant de mentionner l’existence chez certains patients d’une remyélinisation 

des lésions. Cette remyélinisation a été retrouvée dans les différents types de lésion, mais ce 

processus de réparation ne parvient en général pas à rétablir le niveau de myélinisation antérieur 

à la lésion. De nombreuses études sont en cours pour mieux comprendre cette remyélinisation 

qui pourrait constituer une nouvelle piste thérapeutique (Stangel et al., 2017). 

Les différentes atteintes du SNC observées dans la SEP, tant au niveau de la substance blanche 

qu’au niveau cortical, sont marquées par une inflammation plus ou moins importante du tissu 

avec une activation gliale et une infiltration de cellules immunitaires (macrophages et 

lymphocytes) soulignant à nouveau l’importance du système immunitaire dans la 

physiopathologie de la maladie. 

 

2. Rôle de l’immunité innée 

 

Comme vu précédemment, la SEP est aujourd’hui considérée comme une maladie d’origine 

auto-immune. De nombreuses études ont été effectuées ces dernières années pour mieux 

comprendre l’implication des différents acteurs du système immunitaire dans la 

physiopathologie de la maladie. Dans cette partie sera revu le rôle de différents composants du 

système immunitaire inné dans la physiopathologie de la SEP. 

Les cellules dendritiques (DC pour dendritic cells) sont des cellules immunes dont la fonction 

principale est d’être les cellules présentatrices de l’antigène (CPA) professionnelles. Dans la 

SEP, il a été montré que les DC circulantes des patients avaient un phénotype activé avec une 

surexpression de certains marqueurs comme les molécules d’activation CD40 ou CD80 (Karni 

et al., 2006 ; Thewissen et al., 2014). Certaines études ont également retrouvé une sécrétion 
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accrue de cytokines pro-inflammatoires par les DC de patients atteints de SEP (Huang et al., 

1999 ; Vaknin-Dembinsky et al., 2006 ; Thewissen et al., 2014). 

Les cellules tueuses naturelles (NK pour natural killer) représentent une population de 

lymphocytes dont les principales fonctions passent par une cytotoxicité et une sécrétion de 

cytokines pro ou anti-inflammatoires. Dans la SEP, nous disposons d’assez peu de preuves de 

l’implication de ces cellules. Mais un potentiel rôle protecteur des NK, ou de certaines 

populations de NK est suspectée. En effet, une augmentation des taux de NK régulateurs 

CD56bright chez les patients SEP traités par différents immunomodulateurs a pu être observée, 

suggérant pour ces traitements un possible mécanisme d’action reposant en partie sur la 

fonction protectrice de ces cellules (Bielekova et al., 2006 ; Saraste et al., 2007). Récemment, 

une population de cellules NK exprimant le marqueur CD8 à leur surface et nommée NK8 a été 

identifiée. Ces cellules ont été décrites comme ayant des fonctions régulatrices en supprimant 

la prolifération et l’activation de LT CD4+, et une expansion de cette population a pu être 

associée à un meilleur pronostic de la maladie (McKinney et al., 2021). 

Les cellules gliales constituent l’ensemble des cellules non neuronales du système nerveux. Ces 

cellules interviennent dans la nutrition neuronale, supportent la transmission nerveuse, et 

maintiennent une protection du SNC. Ces dernières années, de nombreux travaux ont permis 

de mettre en évidence que les cellules gliales étaient des acteurs pouvant participer directement 

à l’inflammation du SNC observée dans la SEP. Différents arguments attestent en effet du rôle 

des cellules gliales dans l’inflammation : profil anormalement activé, sécrétion accrue de 

cytokines pro-inflammatoires, activation du système du complément, profil de CPA pouvant 

activer in situ les lymphocytes T infiltrant (Schirmer et al., 2021). 

Parmi les cellules gliales, la microglie constitue une population de macrophages résidents aux 

fonctions phagocytaires et de CPA, formant ainsi la principale défense du SNC. Comme vu 

précédemment, les macrophages et les cellules de la microglie activée sont les principales 

cellules retrouvées au sein des lésions du SNC des patients atteints de SEP (Lassman et al., 

2007 ; Kuhlmann et al., 2017). De plus, une phagocytose par ces cellules des débris de myéline 

a pu être décrite montrant leur rôle effecteur dans la pathogénie de la maladie (Kuhlmann et al., 

2017). Sur le plan phénotypique, les cellules microgliales retrouvées au sein des lésions du SNC 

ont un profil activé avec une probable fonction de présentation de l’antigène aux LT infiltrant 

(O’Loughlin et al., 2018). 

Les astrocytes sont des cellules gliales du SNC ayant des fonctions très variées : rôle dans le 

maintien de la barrière hémato-encéphalique, rôle dans la nutrition et le métabolisme du SNC, 

rôle synaptique, etc. Par la sécrétion de différentes cytokines et chémokines, ces cellules 
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participent également à maintenir une régulation immune dans le SNC. Dans la SEP, une 

sécrétion anormale de cytokines et chémokines pro-inflammatoires (CXCL10, CXCL12, IFNγ, 

TNFα) par les astrocytes a été retrouvée, montrant que ces cellules participent activement à 

l’inflammation du SNC et au recrutement de cellules immunitaires (Ludwin et al., 2016 ; 

Schirmer et al., 2021). 

 

3. Rôle des lymphocytes T CD4 

 

Malgré une implication des différents composants de l’immunité innée dans la 

physiopathologie de la maladie, la grande majorité des données recueillies à ce jour témoigne 

d’une part prépondérante de l’immunité adaptative, avec un rôle important des lymphocytes T 

CD4+ et CD8+, et des lymphocytes B. 

Les LT CD4+ ont été historiquement les premières cellules impliquées dans la physiopathologie 

de la SEP. Cette population lymphocytaire constitue un acteur clé de l’immunité adaptative 

dont la fonction passe par la reconnaissance de l’antigène via leur récepteur aux cellules T (TCR 

pour T-cell receptor). Cette reconnaissance de l’antigène nécessite une présentation via le CMH 

de classe II exprimé à la surface des CPA et codé par les HLA-DP/DQ/DR. Comme expliqué 

précédemment, le facteur de risque génétique le plus fortement associé à la SEP est le variant 

HLA-DRB1*15:01, soulignant ainsi le rôle important des LT CD4+ dans la physiopathologie 

de la maladie (Thompson et al., 2018). Les LT CD4+ différenciés sont dits LT auxiliaires (Th 

pour helper), et plusieurs sous-populations ont été décrites selon le type de cytokines qu’ils 

sécrètent lorsqu’ils sont activés (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22). 

 

a. Les Th1 

 

L’activation de LT CD4+ naïfs en présence d’IL-12 permet leur différenciation en Th1. Ces 

cellules expriment le facteur de transcription T-bet et sécrètent de l’IFNγ. Cette population de 

LT CD4+ a été la première à être impliquée dans la physiopathologie de la SEP.  

En effet, un essai clinique publié en 1987 qui testait l’efficacité d’un traitement de la SEP par 

IFNγ a montré le rôle pathogène de cette cytokine puisque 7 patients sur 18 traités ont présenté 

une exacerbation des symptômes (Panitch et al., 1987). Depuis, une corrélation positive a été 

identifiée entre les taux sérique d’IFNγ et le score clinique de la maladie (EDSS pour Expanded 

Disease Severity Score) faisant ainsi de l’IFNγ un marqueur de sévérité de la SEP (Dettke et 
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al., 1997 ; Petereit et al., 2000). Des concentrations élevées d’IFNγ et d’IL-12 ont également 

été retrouvées dans le LCR et le SNC des patients atteints de SEP, ces concentrations 

augmentées étaient par ailleurs associées à la sévérité de la maladie (Khaibullin et al., 2017 ; 

Magliozzi et al., 2018). 

Enfin, dans le modèle d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), un modèle 

animal de neuro-inflammation utilisé pour étudier la SEP, il a été montré que des souris 

déficientes en T-bet étaient protégées et ne développaient pas d’EAE, suggérant ainsi 

l’importance des Th1 dans la physiopathologie de la maladie (Bettelli et al., 2004 ; Nath et al., 

2006). 

 

b. Les Th17 

 

L’activation de LT CD4+ naïfs en présence d’IL-6 et d’IL-23 permet leur différenciation en 

Th17. Ces cellules expriment le facteur de transcription RoRγT et sécrètent plusieurs cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’IL-17A, l’IL-21 ou l’IL-22. 

De manière intéressante, il a été montré qu’un transfert adoptif de Th17 spécifiques de peptides 

de myéline permettait d’induire une EAE chez les souris receveuses, le potentiel pathogénique 

étant dépendant en partie de la production d’IL-17 par ces cellules (Langrish et al., 2005).  

Chez les patients, plusieurs arguments attestent d’une implication des Th17 dans la 

physiopathologie de la maladie. En effet, l’ARNm de l’IL-17 a été retrouvé en plus forte 

quantité dans le sang et le LCR de patients SEP que de témoins sains (Matusevicius et al., 

1999). La fréquence des Th17 a également été retrouvée augmentée dans le sang de patients 

SEP de forme RR active par rapport à des patients ayant une forme RR inactive (Durelli et al., 

2009). Les Th17 ont par ailleurs été décrits comme ayant une forte capacité de migration vers 

le SNC dans des modèles in vitro et in vivo, et sont retrouvés au sein de lésions du SNC de 

patients SEP (Kebir et al., 2007). De plus, en 2008 Tzartos et al. ont identifié que plus de 80% 

des LT CD4+ infiltrant les lésions actives du SNC de patients SEP sécrétaient de l’IL-17, 

soulignant la potentielle pathogénicité de ces cellules (Tzartos et al., 2008). 

Enfin, un essai clinique testant l’efficacité du secukinumab, un anticorps monoclonal ciblant 

l’IL-17A, chez des patients atteints de SEP RR a montré une efficacité dans la réduction de 

l’activité lésionnelle des patients traités soulignant donc le rôle pathogène de cette molécule 

(Havrdova et al., 2016). 
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c. Les autres Th  

 

Ces dernières années, une plasticité dans la différenciation des LT CD4+ a pu être observée. 

Une population de LT CD4+ a ainsi été identifiée comme partageant des caractéristiques des 

Th1 et des Th17 : ces cellules co-expriment les facteurs de transcription T-bet et RoRγT, et 

sécrètent à la fois de l’IFNγ et de l’IL-17. Par la suite, ces cellules seront nommées Th1.17.  

Cette population de Th1.17 semble impliquée dans la physiopathologie de la SEP. En effet, 

dans le modèle animal d’EAE, il a été montré qu’une partie des LT CD4+ infiltrant le SNC de 

ces souris sécrétaient à la fois l’IFNγ et l’IL-17A (Hirota et al., 2011). 

De la même manière, des LT CD4 co-exprimant les facteurs de transcription T-bet et RoRγT 

et sécrétant de l’IFNγ et de l’IL-17 ont été identifié dans le SNC de patients atteints de SEP 

(Kebir et al., 2009). Ces cellules pourraient donc jouer un rôle important dans la 

physiopathologie de la maladie, comme le suggère une étude ayant retrouvé une fréquence 

accrue de ces cellules ainsi que de leur sécrétion d’IFNγ et de GM-CSF dans le LCR de patients 

SEP comparativement au sang apparié (van Langelaar et al., 2018). Par ailleurs, cette 

population aux fonctions pro-inflammatoires importantes a récemment été identifiée comme 

infiltrant le SNC des patients et présentant une résistance aux corticoïdes (Koetzier et al., 2020). 

En 2019, par l’utilisation de la cytométrie en masse, une technologie permettant l’exploration 

de plus de 30 marqueurs phénotypiques exprimés par des cellules, Galli et al. ont identifié une 

nouvelle population de LT CD4+ surreprésentée dans le sang des patients SEP de forme RR par 

rapport à des témoins sains. Ces cellules avaient pour signature une sécrétion élevée de GM-

CSF, mais également d’IL-2, de TNF et d’IFNγ. De plus, cette population de LT CD4+ 

sécréteurs de GM-CSF avaient majoritairement un profil de LT CD4+ effecteurs et exprimaient 

à leur surface le marqueur CXCR4. Enfin dans cette même étude, ces cellules ont été retrouvées 

en fréquence accrue dans le LCR des patients par rapport au sang apparié, et un infiltrat au sein 

des lésions du SNC a pu être décrit (Galli et al., 2019). Ces résultats suggèrent donc 

l’importance potentielle de cette population de LT CD4+ exprimant CXCR4 et sécrétant le GM-

CSF dans la physiopathologie de la SEP.  

Différentes études ont été menées afin d’identifier un ou des auto-antigènes reconnus par les 

LT CD4+ des patients SEP. Ainsi, une reconnaissance par les LT CD4+ d’antigènes du SNC a 

pu être décrite chez les patients SEP (Harp et al., 2008 ; Harp et al., 2010 ; Fraussen et al., 

2016 ; Jelcic et al., 2018 ; Wang et al., 2020). De manière intéressante, la plupart de ces études 

ont mis en évidence une sécrétion d’IFNγ par ces LT CD4+ autoréactifs, relevant l’importance 

de la polarisation Th1 ou Th1.17 des LT CD4+ dans la physiopathologie de la maladie (Harp et 
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al., 2008 ; Harp et al., 2010 ; Fraussen et al., 2016 ; Jelcic et al., 2018 ; Wang et al., 2020). 

Enfin, de récents travaux ont également décrit une réactivité de LT CD4+ infiltrant le LCR de 

patients SEP contre des antigènes issus du microbiote intestinal, soulignant un probable 

mimétisme moléculaire entre des antigènes microbiens et du SNC (Planas et al., 2018 ; Wang 

et al., 2020). 

 

d. Les LT régulateurs 

 

Les LT régulateurs (Tregs) sont une population de LT CD4 caractérisés par l’expression du 

facteur de transcription Foxp3 et aux fonction immuno-régulatrices.  

Différentes études réalisées dans des modèles animaux d’EAE ont montré l’importance des 

Tregs dans la limitation de la neuro-inflammation (Kohm et al., 2002 ; McGeachy et al., 2005). 

Foxp3 étant un facteur de transcription, les caractérisations fonctionnelles des Tregs sont 

rendues difficiles chez l’homme. Bien que la fréquence des Tregs ne semble pas altérée chez 

les patients SEP, différentes études ont rapporté une fonction suppressive amoindrie de ces 

cellules chez les patients (Viglietta et al., 2004 ; Haas et al., 2005 ; Kumar et al., 2006 ; Frisullo 

et al., 2009). Il faut toutefois noter que certaines études définissaient les Tregs comme étant des 

LT CD4+CD25hi. En éliminant les cellules activées CD127+ parmi les LT CD4+CD25hi, aucune 

différence dans la fonction suppressive des Tregs n’a ainsi pu être identifiée entre les patients 

SEP et des témoins sains (Michel et al., 2008).  

Il est également intéressant de noter l’existence de LT CD4+ régulateurs induits en périphérie 

et n’exprimant pas le facteur de transcription Foxp3, ces cellules ont été nommées Tr1 (Kitz et 

al., 2018). La sécrétion d’IL-10 ainsi que la fonction suppressive des Tr1 ont été retrouvées 

amoindries chez les patients SEP, suggérant l’importance de cette population de Tregs 

particuliers dans la physiopathologie de la maladie (Astier et al., 2006 ; Martinez-Forero et al., 

2008).  

Les Tregs ne sont pas retrouvés dans les lésions du SNC des patients atteints de SEP, suggérant 

que ces cellules n’interviennent pas localement pour réguler l’inflammation (Tzartos et al., 

2008). Mais de manière intéressante, une certaine plasticité des Tregs a été décrite : en contexte 

inflammatoire ces cellules seraient capables d’acquérir un profil inflammatoire, notamment par 

la sécrétion de cytokines comme l’IL-17 (Beriou et al., 2009). Ainsi, le fait de ne pas retrouver 

de Tregs dans le SNC des patients pourrait être lié à une orientation de ces cellules vers un 

profil inflammatoire et à une perte de leurs fonctions régulatrices. C’est en effet ce que suggère 

l’étude de Dominguez-Villar et al. en retrouvant chez des patients SEP une fréquence accrue 
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de Tregs sécréteurs d’IFNγ avec une fonction suppressive réduite (Dominguez-Villar et al., 

2011). La mise en culture de Tregs en présence d’IL-12 semble suffisante pour orienter ces 

cellules vers une polarisation Th1, les conduisant à sécréter de l’IFNγ et à perdre leur fonction 

suppressive (Dominguez-Villar et al., 2011 ; Kitz et al., 2018). Certaines études ayant mis en 

évidence des taux anormalement élevés d’IL-12 dans le LCR et SNC des patients SEP, on peut 

donc penser que dans ce contexte les Tregs acquièrent un profil inflammatoire les empêchant 

de réguler l’inflammation locale (Khaibullin et al., 2017 ; Magliozzi et al., 2018). 

 

4. Rôle des lymphocytes T CD8 

 

Les LT CD8+ ou cytotoxiques sont des cellules de l’immunité adaptative dont la fonction est 

d’éliminer les cellules cibles (cellules infectées ou tumorales). Cette fonction nécessite une 

reconnaissance de l’antigène présenté par le CMH de classe I exprimé par toutes les cellules et 

codé par le HLA-A/B/C. 

Comme pour le CMH-II, des associations ont été observées entre variants du CMH-I et risque 

de développer une SEP. On peut citer par exemple le variant HLA-A*02:01 qui a été identifié 

comme protecteur alors que le variant HLA-A*03:01 a quant à lui été identifié comme à risque 

de développer la maladie (Fogdell-Hahn et al., 2000 ; Moutsianas et al., 2015).  

Un des arguments majeurs de l’implication des LT CD8+ dans la physiopathologie de la SEP 

est leur présence majoritaire dans le SNC des patients par rapport aux LT CD4+ (Hauser et al., 

1986 ; Babbe et al., 2000 ; Machado-Santos et al., 2018). Par ailleurs, certaines études réalisées 

dans des modèles animaux ont permis de mettre en évidence un rôle direct des LT CD8+ dans 

la dégradation de la myéline par une lyse des oligodendrocytes, suggérant l’importance que 

peuvent avoir ces cellules dans la pathogénie de la SEP (Saxena et al., 2008 ; Sobotka et al., 

2009). De plus, de nombreuses études ont mis en évidence une expansion oligoclonale des LT 

CD8+ dans le LCR et le SNC des patients atteints de SEP, suggérant ainsi une restriction locale 

du TCR de ces cellules pour un ou plusieurs antigènes (Babbe et al., 2000 ; Skulina et al., 2004 ; 

Junker et al., 2007 ; Salou et al., 2015 ; Beltrán et al., 2019). 

Récemment, une étude a mis en évidence que les LT CD8+ infiltrant les lésions du SNC des 

patients SEP avaient un profil de LT résidents-mémoires, suggérant que ces cellules persistent 

de manière chronique au sein du SNC où ils peuvent alors se réactiver et être responsables d’une 

cytotoxicité locale (Machado-Santos et al., 2018). 
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Enfin, il a été montré que les LT CD8+ infiltrant le SNC des patients SEP pouvaient sécréter de 

l’IL-17 ou de l’IFNγ, relevant ainsi le potentiel inflammatoire de ces cellules (Tzartos et al., 

2008 ; Annibali et al., 2011 ; Nicol et al., 2018). 

 

5. Rôle des lymphocytes B  

 

Cette partie a été adaptée du sous-chapitre « Focus sur les lymphocytes B » écrit pour le 

chapitre « Immunologie de la sclérose en plaques » paru dans le livre « La sclérose en plaques 

– Historique, épidémiologie et pathogénie » (2019).  

 

Les lymphocytes B (LB) sont des acteurs majeurs de l’immunité adaptative dont la fonction 

principale est la production d’anticorps. Les LB portent à leur surface un récepteur à l’antigène, 

le BCR (pour B-cell Receptor) qui est une immunoglobuline (Ig) membranaire. Chaque LB 

porte un BCR unique qui lui est propre, et ce récepteur reconnait un épitope, motif moléculaire 

d’un antigène donné. Bien que les LB aient été initialement décrits comme de véritables usines 

de synthèse des anticorps, de récentes études ont permis d’identifier des fonctions plus variées. 

En effet, il est maintenant admis que les LB ont la capacité de sécréter des cytokines pro-

inflammatoires (IL-6, LTα, TNFα, GM-CSF) ou anti-inflammatoires (IL-10, IL-35). Les LB 

ont également un rôle important dans l’activation des LT CD4+, soit en présentant l’antigène à 

ces derniers, soit en permettant l’activation finale des LT CD4+ par co-stimulation via une 

interaction nécessitant un contact cellulaire (CD40/CD40L). 

Bien que longtemps considérée comme étant principalement médiée par les LT, de nombreux 

arguments ont pu attester d’un rôle des LB dans la physiopathologie de la SEP. Ainsi, en 2008, 

un premier essai clinique de phase II/III a testé l’efficacité du rituximab (un anticorps 

monoclonal anti-CD20 éliminant les LB) chez des patients atteints de SEP de forme RR et a 

démontré une efficacité importante du traitement sur l’inflammation radiologique (Hauser et 

al., 2008). Par la suite, d’autres essais ont pu confirmer l’efficacité remarquable anti 

inflammatoire des anticorps anti-CD20 dans la SEP de forme rémittente mais aussi une 

efficacité partielle sur la progression dans la SEP de forme PP (Bar-Or et al., 2008 ; Naismith 

et al., 2010 ; Kappos et al., 2011 ; Bar-Or et al., 2014 ; Sorensen et al., 2014 ; Hauser et al., 

2017 ; Montalban et al., 2017 ; Bar-Or et al., 2018 ; Hauser et al., 2020).  

Pour la suite l’implication des LB dans la physiopathologie de la SEP sera détaillée par 

compartiments : en périphérie, dans le LCR et au sein du SNC en insistant également sur la 
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circulation et les échanges entre ces différents compartiments. L’implication précise des 

plasmocytes et de la réponse humorale dans la SEP seront revues dans un chapitre différent par 

la suite. 

 

a. Rôle des LB en périphérie 

 

Il n’existe pas d’anomalies de la fréquence des LB en périphérie dans la SEP ni de franche 

disparité de répartition des différentes sous populations (matures naïves, mémoires, 

transitionnelles) (Michel et al., 2014). Cependant, quelques auteurs ont rapporté une 

augmentation de la fréquence des plasmablastes (CD27+CD38hi) en périphérie chez des patients 

de forme secondairement progressive et plus récemment chez des patients ayant présenté une 

myélite transverse en premier évènement inflammatoire (Romme Christensen et al., 2013 ; 

Rivas et al., 2017) 

Différentes études ont également montré que les LB de patients SEP sur-exprimaient certains 

marqueurs tels que CD40 ou CD80, attestant ainsi d’une activation accrue de ces cellules chez 

les patients (Genç et al., 1997 ; Mathias et al., 2017).  

De plus, des études ont mis en évidence la capacité des LB mémoires des patients atteints de 

SEP à présenter des antigènes de la myéline (MBP pour myelin basic protein, MOG pour myelin 

oligodendrocyte glycoprotein) aux LT CD4+, induisant leur activation, leur prolifération et leur 

polarisation en cellules Th1 sécrétant de l'IFNγ (Harp et al., 2008 ; Harp et al., 2010 ; Fraussen 

et al., 2016). En 2018, par une approche élégante, Jelcic et al., ont démontré que les LB 

mémoires de patients SEP entrainaient une auto-prolifération de LT CD4+ Th1 spécifiques d’un 

antigène exprimé dans les lésions corticales, soulignant une nouvelle fois le potentiel 

pathogénique de ces cellules par l’activation et la présentation d’antigènes du SNC aux LT 

(Jelcic et al., 2018). 

Il est désormais reconnu que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et immuno-

régulatrices est une fonction importante des LB. En contexte physiologique, on considère qu’il 

existe un équilibre entre inflammation et régulation, mais dans le cadre des maladies auto-

immunes telles que la SEP, un déséquilibre en faveur de cytokines pro-inflammatoires est 

suspecté. Ces dernières années, certains auteurs ont ainsi pu mettre en évidence une sécrétion 

amoindrie d’IL-10, une cytokine régulatrice, par les LB de patients SEP (Duddy et al., 2007 ; 

Knippenberg et al., 2011 ; Piancone et al., 2016 ; Okada et al., 2018 ; Cencioni et al., 2020). 

Récemment, une étude a également mis en évidence que les patients SCI avec évolution de la 

maladie présentait une fréquence réduite de LB sécréteurs d’IL-10 par rapport aux patients dont 
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la maladie n’évoluait pas, mettant ainsi en avant la probable importance de cette fonction 

régulatrice des LB dans la gestion de l’inflammation dès les phases précoces de la maladie 

(Guerrier et al., 2018). 

A l’inverse, de nombreuses études ont montré une sécrétion anormalement accrue de cytokines 

pro-inflammatoires (LTα, TNFα, GM-CSF, IL-6) par les LB des patients atteints de SEP 

(Schneider et al., 2011 ; Barr et al., 2012 ; Li et al., 2015 ; Piancone et al., 2016 ; McWilliam 

et al., 2018). Dans un travail paru en 2015, Li et al. ont décrit une nouvelle population de LB 

mémoires aux propriétés pro-inflammatoires importantes caractérisées par une co-sécrétion de 

GM-CSF, TNFα et IL-6. Par la sécrétion de ces cytokines, en particulier le GM-CSF, cette 

population de LB était fonctionnellement responsable d’une activation de cellules myéloïdes 

pro-inflammatoires. Dans cette même étude, les auteurs ont identifié que cette population de 

LB inflammatoires était anormalement plus fréquente chez les patients atteints de SEP que des 

témoins sains, cela étant associé à une plus forte activation de cellules myéloïdes pro-

inflammatoires chez les patients. De manière intéressante, chez les patients traités par 

rituximab, les LB reconstitués après déplétion retrouvaient un équilibre entre LB 

inflammatoires sécréteurs de GM-CSF et LB régulateurs sécréteurs d’IL-10, mettant donc en 

évidence un des mécanismes d’action de ce traitement (Li et al., 2015).  

Enfin, une étude parue en 2017 a retrouvé chez des patients atteints de SEP, mais pas chez des 

témoins sains, une toxicité induite par le surnageant de culture de LB sur des cultures 

d’oligodendrocytes et neurones issus d’hommes et de rats, soulignant une possible implication 

directe des LB dans le développement des lésions de démyélinisation au sein du SNC des 

patients SEP (Lisak et al., 2017). 

 

b. Rôle des LB dans le LCR 

 

Une des particularités du LCR des patients atteints de SEP est la présence de bandes 

oligoclonales d’Igs (BOC). Ces Igs sont retrouvées dans le LCR de plus de 90% des patients 

atteints de SEP, et leur présence fait partie des critères diagnostics de SEP depuis la révision 

2017 des critères de McDonald (Andersson et al., 1994 ; Thompson et al., 2018). Leur présence 

et leur classe ont été corrélées à l’activité de la maladie, et ont été plus récemment associées à 

une augmentation des lésions corticales ainsi qu’à une inflammation plus importante du LCR 

(Joseph et al., 2009 ; Farina et al., 2017). Ainsi, Villar et al. ont associé la présence d’IgM dans 

le LCR à une conversion plus rapide en forme SP, à une évolution plus rapide du score EDSS, 

et à des formes plus graves de la maladie ; alors que l’absence de ces IgM est, elle, associée à 
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des formes de SEP plus bénignes (Villar et al., 2003). Par ailleurs, l’absence de BOC dans le 

LCR est liée à une évolution du handicap plus retardée (Annunziata et al., 2006). La spécificité 

de ces anticorps a longuement été étudiée et sera revue plus en détail dans le chapitre consacré 

aux plasmocytes. 

Le LCR des patients atteints de SEP contient des taux élevés de CXCL13, une chémokine 

attirant les LB (Krumbholz et al., 2006). Des taux élevés de CXCL13 dans le LCR ont pu être 

corrélés avec la présence d’IgM, l’infiltrat de LB dans le LCR, et ont été associés à une 

conversion plus précoce vers un diagnostic définitif de SEP, ainsi qu’à un risque accru de 

poussée inflammatoire dans l’année (Ferraro et al., 2015).  

En 2004, Corcione et al. ont caractérisé les populations de LB retrouvées dans le LCR de 

patients SEP. Ils ont ainsi identifié des cellules au phénotype de centroblastes, cellules 

habituellement retrouvées dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS) et des LB mémoires 

activés ayant subi leur commutation isotypique. Ces résultats suggèrent qu’il existe 

probablement une différenciation lymphocytaire B dans le SNC, ici retrouvée dans le LCR des 

patients atteints de SEP (Corcione et al., 2004). Ceci a par la suite été confirmé par plusieurs 

études mettant en évidence la présence d’une majorité de LB mémoires CD19+CD27+ et de 

plasmablastes CD19+CD27hiCD38hi dans le LCR des patients (Cepok et al., 2005 ; Lee-Chang 

et al., 2011 ; Wurth et al., 2017 ; Eggers et al., 2017 ; Ramesh et al., 2020). La prédominance 

des LB dans le LCR des patients (ratio LB/monocytes) est aussi associée à une évolution plus 

rapide de la maladie (Cepok et al., 2001) alors que la fréquence des plasmablastes est, elle, 

corrélée à l’inflammation radiologique (Cepok et al., 2005). 

Deux études récentes ont mis en évidence que les BOC et les clones de LB retrouvés dans le 

LCR des patients SEP persistaient au cours du temps malgré la prise de traitements (Tomescu-

Baciu et al., 2019 ; Greenfield et al., 2019). Ces clones de LB étaient majoritairement retrouvés 

dans les cellules mémoires ayant subies une commutation de classe. 

Enfin, de récents travaux ont mis en évidence une expansion clonale de LB mémoires et 

plasmablastes/plasmocytes à IgM ou IgG1 dans le LCR des patients SEP, l’analyse 

transcriptomique de ces cellules révélant un profil pro-inflammatoire (Ramesh et al., 2020).  

 

c. Rôle des LB dans le SNC 

 

Les analyses anatomopathologiques des lésions du SNC des patients SEP ont montré qu’elles 

étaient constituées d’un infiltrat de cellules immunitaires, composé essentiellement de 

macrophages et de LT. Les LB et les plasmocytes sont quant à eux retrouvés en plus faible 
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quantité au sein des lésions de démyélinisation (Lucchinetti et al., 2000 ; Lasmann et al., 

2007). En 2009, Frischer et al. ont cependant montré que les LB étaient retrouvés au sein des 

lésions actives et des méninges des patients de forme rémittente ou progressive, cet infiltrat 

étant corrélé à l’inflammation et la dégénérescence axonale. Bien qu’en faible quantité, 

l’infiltrat plasmocytaire a lui été retrouvé plus prononcé chez les patients de forme PP et SP 

(Frischer et al., 2009). De plus, il a été récemment mis en évidence que les LB infiltrent le 

SNC des patients atteints de SEP à tous les stades de la maladie, y compris dans des phases 

précoces (Machada-Santos et al., 2018). 

De nombreuses études ont montré la présence de dépôts d’Igs au sein des lésions de 

démyélinisation, ainsi que la présence d'Igs et de protéines du complément dans le 

cytoplasme de certaines cellules identifiées comme étant des macrophages (Esiri, 1980 ; 

Storch et al., 1998 ; Lucchinetti et al., 2000 ; Barnett et Prineas, 2004). Les macrophages 

contenant également des protéines de la myéline, ces résultats laissent supposer qu’il y a eu 

une destruction de la myéline induite par le complément, lui-même étant initialement activé 

par les anticorps retrouvés au niveau de la myéline (Esiri, 1980 ; Storch et al., 1998 ; Barnett 

et Prineas, 2004). Plus récemment, Barnett et al. ont également retrouvé ces Igs et protéines 

du complément au sein des lésions de démyélinisation et dans le cytoplasme des cellules 

phagocytaires. Mais en les retrouvant en quantité égale dans d’autres maladies neurologiques 

(inflammatoires ou non-inflammatoires), la spécificité de ces dépôts d’Igs à la SEP a été 

remise en question (Barnett et al., 2009).  

Ces dernières années, des auteurs ont pu identifier des amas de cellules immunitaires riches 

en LB dans les méninges de patients atteints de SEP de forme SP. Ces amas ayant des 

caractéristiques proches des OLS : à savoir des LB en prolifération, la présence de 

plasmocytes, des LT et des cellules aux caractéristiques proches de cellules folliculaires 

dendritiques, ils ont été nommés tissus lymphoïdes tertiaires (TLT) (Serafini et al., 2004). 

Les TLT ne sont pas spécifiques à la SEP et ont été longuement caractérisés dans d’autres 

pathologies tels que la polyarthrite rhumatoïde, la maladie de Crohn, ou dans certains 

cancers. Leur présence a ainsi pu être corrélée à un bon pronostic pour l’évolution de certains 

cancers, alors qu’elle est corrélée à une sévérité accrue dans certaines maladies auto-

immunes comme le Syndrome de Sjögren (Hiraoka et al., 2016 ; Bombardieri et al., 2017).  

Dans la SEP, la présence de TLT a ainsi été retrouvée chez 40 à 50% des patients de forme SP, 

mais n’a pas été retrouvée chez des patients de forme PP ni des patients de forme RR (Serafini 

et al., 2004 ; Howell et al., 2011 ; Bell et al., 2020). La présence de TLT a été corrélée à une 

inflammation méningée plus diffuse, une activation de la microglie plus importante, et surtout 
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la présence de lésions corticales (Magliozzi et al., 2007). Cliniquement, ces follicules sont 

associés à un plus jeune âge au début de la maladie et à une évolution de la maladie plus rapide 

(Magliozzi et al., 2007 ; Howell et al., 2011). L’atteinte corticale associée suggère une possible 

diffusion de médiateurs cytotoxiques (facteurs solubles ? cytokines ? anticorps ?) des méninges 

vers le cortex (Magliozzi et al., 2007 ; Magliozzi et al., 2010 ; Howell et al., 2011 ; Haider et 

al., 2016). Les TLT ainsi identifiés chez les patients de forme SP ont été retrouvés 

principalement au niveau des sillons profonds des cortex temporaux, frontaux, insulaires, et 

cingulaires (Serafini et al., 2004 ; Magliozzi et al., 2007 ; Howell et al., 2011). Plus récemment, 

des TLT ont aussi pu être identifiés dans les méninges de la moelle épinière de patients de forme 

SP. A l’instar de ce qui avait été décrit au niveau cérébral, la présence de ces follicules dans la 

moelle est associée à une inflammation médullaire et une perte axonale plus importantes, 

montrant une fois de plus l’importance des LB dans l’inflammation et la progression de la 

maladie (Reali et al., 2020). 

Une inflammation méningée caractérisée par un infiltrat de cellules immunitaire sans présence 

de TLT a également été identifiée chez certains patients. En 2011, l’étude de Lucchinetti et al. 

a retrouvé une inflammation corticale avec des LB péri-vasculaires chez 27% des patients 

étudiés. De plus, une inflammation méningée avec un infiltrat de LB a été corrélée à une 

démyélinisation corticale sous-jacente (Lucchinetti et al., 2011). Cette inflammation méningée 

constituée d’agrégats de LB a également été retrouvée chez des patients de forme PP, mais à 

des fréquences plus faibles que chez les patients de forme SP. Cette inflammation méningée a 

par ailleurs été corrélée à une démyélinisation corticale sous-jacente et à une sévérité accrue de 

la maladie (Choi et al., 2012).  

En 2011, Lovato et al. ont effectué une analyse du répertoire du BCR des LB issus des TLT 

méningés et infiltrant les lésions parenchymateuses correspondantes chez des patients de 

forme SP. Cette équipe a ainsi pu montrer que les clones de LB des TLT méningés étaient 

aussi retrouvés dans le parenchyme cérébral (Lovato et al., 2011). Il semble donc exister des 

échanges entre les différents compartiments du SNC. 

 

d. Échange des LB entre la périphérie et le SNC 

 

Une des questions non résolues concernant la réponse immunitaire B dans la SEP est de savoir 

où les LB rencontrent leur antigène. De récentes études ont montré l’existence d’échanges 

bidirectionnels de LB entre le SNC et la périphérie. Le séquençage à haut débit du répertoire 
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des Igs des LB retrouvés dans le LCR ou le sang périphérique de patients SEP a identifié chez 

certains patients un groupe restreint de clones de LB ayant effectué des échanges bidirectionnels 

à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE) (von Büdingen et al., 2012 ; Eggers et al., 

2017). La même équipe a retrouvé une clonalité partagée entre le LCR et le sang périphérique 

des LB mémoires et des plasmablastes chez 6 patients SEP étudiés sur 8 (Palanichamy et al., 

2014).  

En 2014, Stern et al. ont séquencé les Igs des LB retrouvés au sein des ganglions cervicaux et 

le parenchyme cérébral de patients atteints de SEP. Des clones partagés entre ces deux 

compartiments ont également été retrouvés. Les clones primitifs ont été plus fréquemment 

retrouvés dans les ganglions cervicaux, suggérant ainsi une activation initiale des LB en 

périphérie (Stern et al., 2014).  

Certaines études ont par ailleurs relevé la capacité de certaines populations de LB retrouvés 

dans le SNC de patients SEP à migrer à travers des modèles in vitro de BHE (van Langelaar et 

al., 2019 ; Michel et al., 2019). L’étude de van Langelaar et al. a ainsi mis en évidence que les 

LB CXCR3+IgG1+ ont une capacité de migration et une fonction de présentation de l’antigène 

aux LT dépendante de l’IFNγ, soulignant ainsi une étroite collaboration entre LT et LB (van 

Langelaar et al., 2019). La migration de cellules immunitaires vers le SNC est dépendante de 

l’expression et l’interaction de molécules d’adhésion entre les cellules immunitaires et les 

cellules endothéliales de la BHE. Bloquer certaines molécules d’adhésion par des anticorps 

monoclonaux afin de limiter l’infiltrat immun a ainsi permis le développement du natalizumab, 

un anticorps monoclonal ciblant l’intégrine VLA-4 (pour very late antigen-4), et dont 

l’efficacité dans la prise en charge de la SEP est attestée. Une autre molécule d’adhésion, 

ALCAM (pour activated leukocyte cell adesion molecule), a été retrouvée sur-exprimée par les 

LB de patients SEP, ces LB ALCAM+ constituant par ailleurs un réservoir de LB sécrétant des 

cytokines pro-inflammatoires. Selon un modèle d’étude in vitro, la migration des LB à travers 

la BHE était dépendante d’ALCAM. Ainsi, dans un modèle murin d’EAE, bloquer ALCAM 

par un anticorps monoclonal a permis de réduire l’infiltrat de LB dans le SNC des souris et la 

progression de la maladie faisant d’ALCAM une potentielle cible thérapeutique dans la SEP 

(Michel et al., 2019).  

Ces différents résultats suggèrent que les LB ont la capacité de migrer à travers la BHE de la 

périphérie vers le SNC, mais aussi du SNC vers la périphérie. Une des hypothèses est donc que 

les LB rencontrent initialement leur antigène dans un ganglion lymphatique cervical drainant 

puis migrent au sein du SNC, des clones pourraient ensuite retourner dans le ganglion subir une 

nouvelle différenciation, à l’origine de LB plus matures et plus affins pour leur antigène.  
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Les LB infiltrant le SNC auraient ainsi un profil mémoire et pro-inflammatoire, et leurs 

fonctions pathogènes dans le SNC passeraient par une présentation de l’antigène aux LT, une 

sécrétion de cytokines faisant du SNC un milieu inflammatoire propice à l’infiltrat de cellules 

phagocytaires, mais aussi la sécrétion d’anticorps spécifiques d’antigènes de la myéline dont la 

reconnaissance par les LT CD8+ et les cellules phagocytaires conduiraient à la destruction de 

la myéline observée chez les patients atteints de SEP. 

La figure 3 synthétise les différentes implications des LB dans la physiopathologie de la SEP. 

 

Figure 3 : Rôles des LB dans la physiopathologie de la SEP.  
De nombreuses études ont décrit l’implications des LB dans la pathogénie de la SEP. Celle-ci passerait par une 

présentation anormale d’antigènes du SNC aux LT CD4+, induisant une réponse Th1 de ces derniers par la 

sécrétion d’IFNγ. Des sécrétions anormalement élevées de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFα, GM-CSF, 

LTα) mais amoindries de cytokines immuno-régulatrices (IL-10, IL-35) par les LB de patients SEP ont pu être 

décrits. L’ensemble de ces données démontre un rôle inflammatoire des LB qui semble principalement retrouvé 

au sein des LB mémoires.  
Cette figure a été réalisée à l’aide de BioRender. 
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Cependant, comme nous avons pu le voir il existe des différences fonctionnelles au sein des LB 

selon leur phénotype. Ainsi les LB mémoires semblent constituer un réservoir inflammatoire 

pouvant être pathogène dans la maladie alors que d’autres populations de LB (LB transitionnels, 

plasmocytes) pourraient au contraire y jouer un rôle protecteur. Pour mieux comprendre ces 

disparités et développer à l’avenir des traitements qui cibleraient uniquement les populations 

inflammatoires de LB, il faut s’intéresser au développement physiologique des LB et à leur 

différenciation en LB mémoires ou plasmocytes.   

 

II. La différenciation lymphocytaire B 

A. La lymphopoïèse B 

 

La génération des lymphocytes B, ou lymphopoïèse B, est un processus ayant lieu dans 

la moelle osseuse. Cette génération débute par la différenciation d’une cellule souche 

hématopoïétique en cellule lymphoïde progénitrice (CLP), cette dernière étant à l’origine des 

lignées lymphoïdes (LT, LB et cellules NK). Dans le cadre de la lymphopoïèse B, la CLP donne 

un précurseur B, la cellule pro-B. La cellule pro-B est une cellule lymphoïde ne possédant pas 

encore de BCR à sa surface. Sous l’influence de différents signaux apportés par son 

environnement (IL-7, cellules stromales de la moelle osseuse), la cellule pro-B subira plusieurs 

étapes de différenciation pour donner un lymphocyte B. 

La première étape de cette différenciation se manifeste pour la cellule pro-B en l’expression 

d’un complexe formé d’une chaîne lourde d’Ig µH et d’une pseudo-chaîne légère constituant 

un pré-BCR à la surface de ces cellules. Les cellules exprimant ce pré-BCR sont nommées 

cellules pré-B, et se différencient en LB matures en exprimant un BCR complet constitué de 

deux chaînes lourdes et deux chaînes légères. 

Lors de la lymphopoïèse B, les gènes codant pour les chaînes lourdes et légères du BCR sont 

remaniés par les enzymes RAG1 et RAG2 (pour recombination activating gene 1 et 2). Cette 

recombinaison génétique a lieu dans les segments VDJ pour les chaînes lourdes, et VJ pour les 

chaînes légères des locus codant pour le BCR. Cette recombinaison a lieu dès le stade pro-B et 

se fait tout au long de la lymphopoïèse B, permettant ainsi l’expression d’un BCR mature. La 

recombinaison génétique des immunoglobulines offre également une très grande diversité du 

répertoire BCR (LeBien et Tedder, 2008). 

A la fin de la lymphopoïèse B, les LB matures vont entrer en contact avec des antigènes du soi : 

les cellules réagissant sont neutralisées tandis que celles ne réagissant pas au soi vont pouvoir 
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exprimer à leur surface un BCR de type IgM et un BCR de type IgD. Ces LB matures sont dits 

naïfs car ils n’ont pas encore rencontré l’antigène contre lequel leur BCR est spécifique. A ce 

stade, les LB matures naïfs quittent la moelle osseuse et circulent entre la périphérie et les 

organes lymphoïdes secondaires (OLS) à la recherche de leur antigène (LeBien et Tedder, 

2008 ; Pieper et al., 2013).  

La figure 4 illustre la lymphopoïèse B au sein de la moelle osseuse. 

 

 

Figure 4 : La lymphopoïèse B.  
L’ontogénèse des LB a lieu dans la moelle osseuse où une cellule souche hématopoïétique se différencie en cellule 

lymphoïde progénitrice (CLP), cellule à l’origine des différentes lignées lymphoïdes. Cette CLP se différenciera 

en cellule pro-B, cellule progénitrice des LB n’exprimant pas encore de BCR à sa surface. Sous l’influence d’IL-

7 notamment la cellule pro-B se mettra à exprimer un pré-BCR, on parle alors de cellule pré-B. Lorsque ces 

dernières expriment un BCR complet à leur surface, on parle de LB matures naïfs, car n’ayant pas encore rencontré 

leur antigène. Ces LB expriment un BCR de type IgM et IgD, et quitteront la moelle osseuse pour circuler entre la 

périphérie et les OLS à la recherche de leur antigène. 

Cette figure a été réalisée à l’aide de BioRender. 

 

Au sein des OLS, les LB vont se positionner dans des follicules B où ils chercheront à rencontrer 

leur antigène. L’antigène peut soit être reconnu directement par le BCR à la surface du LB, soit 

être présenté par une cellule (cellule folliculaire dendritique, DC, macrophages). Le LB ayant 

rencontré son antigène est alors activé et va migrer vers la zone T de l’OLS où il entrera en 

contact avec un lymphocyte T folliculaire auxiliaire (Tfh pour follicular helper T cell). Le LB 

présentera l’antigène rencontré au Tfh qui en échange apportera des signaux de co-stimulation 

au LB. Cette activation permet alors d’initier la réaction du centre germinatif (Pieper et al., 

2013). 
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B. La réaction du centre germinatif 

1. Anatomie du centre germinatif 

 

Les centres germinatifs (CG) sont localisés au centre des follicules B dans les OLS. Les CG 

sont des structures transitoires, et servent de site de sélection et différenciation des LB en 

cellules à mémoire et plasmocytes. Les CG sont composés d’une zone sombre et d’une zone 

claire. 

A l’interface de la zone T de l’OLS, la zone sombre est appelée ainsi en raison de la forte 

prolifération des LB donnant une apparence obscure sur les coupes histologiques observées en 

microscopie. Au contraire, dans la zone claire les LB sont moins denses et séparés par un réseau 

de cellules folliculaires dendritiques (FDC pour follicular dendritic cells), donnant un aspect 

plus clair (Victora et Nussenzweig, 2012). 

Différentes populations cellulaires occupent les CG : on y retrouve ainsi en premier lieu les LB 

du CG, des Tfh, des FDC, mais également des macrophages et des DC conventionnelles. 

 

2. Les acteurs du centre germinatif  

a. Les cellules folliculaires dendritiques 

 

Les cellules folliculaires dendritiques font partie des cellules stromales des OLS et forment de 

grands réseaux dans la zone claire des CG.  

Malgré leur nom, les FDC ne sont pas des cellules dendritiques d’origine hématopoïétique 

comme les DC conventionnelles, mais des cellules stromales d’origine mésenchymateuse. Ce 

nom de cellules dendritiques leur a été donné en raison de leur morphologie de cellules avec de 

grands prolongements. 

Les FDC sécrètent du CXCL13, permettant d’attirer les LB et Tfh exprimant à leur surface 

CXCR5, le récepteur de cette chémokine. Des modèles expérimentaux de déplétion spécifique 

des FDC ont montré qu’en leur absence les follicules perdaient leur morphologie classiquement 

ronde au profit de larges bandes désorganisées de LB. Ces travaux ont ainsi mis en évidence le 

rôle essentiel des FDC dans la bonne organisation structurelle et fonctionnelle des OLS et CG 

(Heesters et al., 2014). Mais ces cellules n’ont pas une fonction uniquement architecturale et 

sont au contraire importantes dans la différenciation des LB. En effet, par la sécrétion de 
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cytokines telles que l’IL-6 ou BAFF (pour B-cell activating factor), les FDC apportent des 

signaux qui sont nécessaires à la survie des LB dans les OLS et lors de la réaction du CG. 

Les FDC ont de plus une capacité unique à retenir des antigènes intacts ou sous formes de 

complexes immuns pendant de longues périodes. Cette rétention de l’antigène se fait par les 

récepteurs au complément CD21 et CD35 qui vont fixer des antigènes opsonisés par les 

protéines du complément, permettant ensuite la présentation de l’antigène aux LB. Ainsi, dans 

la zone claire du CG les FDC présentent l’antigène aux LB activés, ce qui conduit à une 

sélection des LB de forte affinité pour l’antigène. Ces derniers pourront soit poursuivre un autre 

cycle de sélection dans le CG afin de poursuivre la maturation d’affinité de leur BCR, soit le 

quitter sous forme de LB mémoire ou plasmocyte (Heesters et al., 2014). 

Les FDC ont également une fonction importante dans la prévention de l’auto-immunité. En 

effet, en présentant des auto-antigènes aux LB naïfs, les FDC permettent de repérer les cellules 

auto-réactives et induisent par différents signaux l’apoptose de ces cellules.  

Les LB n’étant pas sélectionné par les FDC ne reçoivent pas de signaux de survie et meurent 

par apoptose. Or, il a été montré dans le cas du lupus qu’une accumulation de corps apoptotiques 

pouvait conduire à la libération d’auto-antigènes et à la génération de cellules auto-réactives 

(Mahajan et al., 2016 ; Nagata, 2018). Les FDC jouent là encore un rôle dans la prévention de 

l’auto-immunité puisqu’ils évitent cette accumulation de corps apoptotiques en recrutant les 

macrophages des CG qui vont phagocyter les débris cellulaires (Mahajan et al., 2016). 

Malgré ces différents rôles de prévention de l’auto-immunité, il peut arriver que les FDC 

participent directement à la réponse auto-immune en recrutant des Tfh auto-réactifs et en 

présentant des auto-antigènes aux LB, générant ainsi des LB mémoires et plasmocytes auto-

réactifs. Les FDC peuvent enfin participer aux réponses auto-immunes de manière indirecte en 

n’éliminant pas correctement les LB auto-réactifs ou les corps apoptotiques de LB du CG 

(Aguzzi et al., 2014). 

 

b. Les lymphocytes T folliculaires auxiliaires 

 

Les lymphocytes T folliculaires auxiliaires, ou Tfh, représentent une autre population 

importante des OLS et des CG. Les Tfh sont des LT CD4+ caractérisés par l’expression du 

facteur de transcription Bcl6. Lorsqu’une CPA capte un antigène sur un site infecté, elle va 

migrer dans un OLS afin de présenter cet antigène à un LT CD4+ naïf spécifique de cet antigène. 

Cette présentation de l’antigène, associée aux signaux présents dans l’environnement, orientera 

la différenciation du LT en cellule folliculaire ou non. Les LT ne se différenciant pas en Tfh 
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migrent vers le tissu infecté tandis que les Tfh restent dans les OLS. Différents signaux 

permettant la différenciation des LT CD4+ en Tfh ont pu être identifiés ces dernières années 

chez l’homme. Il semble ainsi qu’un milieu riche en IL-6, IL-12, IL-21, IL-23, TGF-β, mais 

pauvre en IL-2 est propice à la différenciation des Tfh (Wu et al., 2018). Les LT CD4+ recevant 

ces différents signaux vont exprimer le facteur de transcription Bcl6 qui induit à son tour 

l’expression du récepteur de chémokine CXCR5 à la surface des Tfh. Le ligand de CXCR5 

étant CXCL13, les Tfh vont être attirés par les zones riches en CXCL13, et vont ainsi migrer à 

la bordure des zones T et B des OLS (Vinuesa et al, 2016). Une fois dans cette bordure T/B, 

les Tfh vont interagir avec des LB activés. Cette interaction est un véritable échange mutuel 

entre ces cellules puisqu’elle consiste en une présentation de l’antigène par le LB au Tfh 

permettant l’activation de ce dernier qui à son tour apporte des signaux de co-stimulation au 

LB. A ce stade, une véritable compétition pour obtenir l’aide du Tfh a lieu entre les LB. Le 

choix des cellules remportant cette compétition est déterminé par la fréquence et l’affinité des 

LB pour leur antigène. Les clones rares avec une faible affinité pour l’antigène auront moins 

de chance d’être sélectionnés par les Tfh et finiront par mourir par apoptose. Au terme de cette 

interaction, le CG peut se former et les Tfh activés vont alors migrer dans la zone claire du CG. 

Les Tfh du CG ont un phénotype particulier : ce sont des LT CD4+ exprimant fortement Bcl6, 

CXCR5, PD1 (pour programmed cell death 1) et ICOS (pour inducible T-cell costimulator) 

(Vinuesa et al., 2016).  

Dans la zone claire du CG, les Tfh apportent des signaux de survie et de différenciation aux 

LB. L’aide apportée par les Tfh aux LB se fait par des interactions nécessitant un contact 

cellulaire (interactions ICOS/ICOS-L, CD40-L/CD40) et des interactions indépendantes de 

contact cellulaire, via la sécrétion de cytokines telles que l’IL-2, l’IL-4, l’IL-10 ou l’IL-21 

(Crotty, 2014). Il a en effet été montré que l’IL-2 est une cytokine importante dans la survie et 

la prolifération des LB, tandis que l’IL-4 et l’IL-10 ont un rôle majeur dans la différenciation 

des LB en LB mémoires ou plasmocytes. Par la sécrétion de CXCL13, les Tfh attirent et 

retiennent les LB au sein du CG, permettant de les aider dans leur différenciation. Par 

l’expression de FAS-L qui interagirait avec son récepteur FAS, les Tfh pourraient aussi avoir 

la possibilité de conduire directement à l’apoptose des LB non sélectionnés lors de la réaction 

du CG (Crotty, 2011). Par ces interactions, les Tfh conduisent les LB sélectionnés à une forte 

prolifération dans la zone sombre du CG, puis éventuellement une nouvelle sélection dans la 

zone claire. Selon l’intensité de l’interaction et les signaux donnés, les LB se différencieront 

soit en LB mémoire soit en plasmocytes.  
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Une population de LT folliculaires au phénotype proche des Tfh mais exprimant le facteur de 

transcription Foxp3 a pu être décrite, ces cellules ont alors été nommées LT folliculaires 

régulateurs (Tfr). Les premières études fonctionnelles des Tfr ont mis en évidence une capacité 

de régulation de la réaction du CG en limitant l’activation des LB et Tfh (Sage et Sharpe, 2015). 

Cependant, d’autres études ont par la suite montré que, notamment par la sécrétion d’IL-10, les 

Tfr pouvaient promouvoir la différenciation des LB au cours de la réaction du CG (Xie et Dent, 

2018). Le rôle précis des Tfr dans la promotion ou la régulation de la différenciation des LB 

reste encore à mieux déterminer, mais par leur fonction régulatrice, les Tfr ont probablement 

un rôle dans la prévention de l’auto-immunité en limitant ou éliminant la génération et 

prolifération de Tfh et LB auto-réactifs durant la réaction du CG (Sage et Sharpe, 2020). 

Après la réaction du CG, certains Tfh acquièrent une mémoire et peuvent quitter l’OLS pour 

devenir des cellules circulantes. En devenant des cellules circulantes ces Tfh mémoires 

obtiennent un nouveau phénotype caractérisé par une expression faible ou intermédiaire des 

molécules Bcl6, CXCR5, PD1 et ICOS. Il semblerait que ces Tfh mémoires puissent être 

mobilisés lors d’une nouvelle stimulation par l’antigène afin de reformer rapidement des CG et 

aider à nouveau la différenciation de LB (Crotty, Immunity 2019). 

Ces dernières années, de nombreuses études ont été menées pour mieux caractériser les Tfh, 

leur phénotype et leur fonction. Ainsi, à l’instar des LT CD4+ non folliculaires, une polarisation 

des Tfh a été observée et par analogie une classification en Tfh1, Tfh2 et Tfh17 a été établie. 

Les Tfh1 expriment à la fois les facteurs de transcription Bcl6 et T-Bet, et sont caractérisés par 

une expression en surface du récepteur CXCR3 mais pas CCR6. Les Tfh2 co-expriment les 

facteurs de transcription Bcl6 et GATA3 et n’expriment ni CXCR3 ni CCR6 à leur surface. Les 

Tfh17 quant à eux co-expriment les facteurs de transcription Bcl6 et RoRγT et expriment à leur 

surface le récepteur CCR6 mais pas CXCR3. Enfin, on peut aussi identifier une population co-

exprimant à leur surface les récepteurs CXCR3 et CCR6 que l’on nommera par la suite Tfh1.17 

(Morita et al., 2011). En plus de leur différence phénotypique, ces populations de Tfh semblent 

aussi avoir des différences fonctionnelles. Ainsi, toutes ces cellules peuvent sécréter de l’IL-

21, mais les Tfh1 ont aussi la capacité de sécréter de l’IFNγ, les Tfh2 sécrètent de l’IL-4, IL-5 

et IL-13, et les Tfh17 sécrètent de l’IL-17a et IL-22. Les Tfh1.17 peuvent quant à eux sécréter 

à la fois de l’IL-21, de l’IL17a et de l’IFNγ (Morita et al., 2011). Concernant leur capacité 

d’aide aux LB, les premières études à ce sujet montraient que les Tfh2 et Tfh17 étaient les plus 

à même d’aider les LB dans leur différenciation tandis que les Tfh1 semblaient inefficaces 

(Morita et al., 2011 ; Bentebibel et al., 2013 ; Schmitt et al., 2014 ; Ueno et al., 2015). 

Cependant, de récentes études tendent à montrer que les Tfh1 ne sont pas aussi inefficaces pour 
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aider les LB que ce qui était initialement pensé. En effet, l’aide des Tfh1 pourrait être apportée 

spécifiquement aux LB mémoires lors d’une réactivation de ces cellules tandis que les Tfh2 et 

Tfh17 auraient la capacité d’aider des LB naïfs (Bentebibel et al., 2013 ; Ueno et al., 2015). De 

plus, il a récemment été montré que la signalisation apportée par l’IFNγ aux LB était nécessaire 

à la formation spontanée de CG auto-réactifs et à la sélection de LB auto-réactifs (Domeier et 

al., 2016). Or les Tfh1 étant la principale source de sécrétion d’IFNγ parmi les Tfh, ils 

pourraient avoir un rôle primordial dans les réponses auto-immunes (Morita et al., 2011). 

Ainsi, en sélectionnant des clones B de forte affinité, mais avec un probable garde-fou que sont 

les Tfr, les Tfh ont un rôle majeur dans la différenciation des LB. Mais, comme pour les FDC, 

les Tfh et Tfr peuvent échouer et promouvoir une auto-immunité, soit directement par la 

sélection de LB auto-réactifs par les Tfh et Tfr, soit indirectement par l’absence d’inhibition de 

la différenciation de cellules auto-réactives par les Tfr. 

 

c. Sélection et devenir des lymphocytes B 

 

Pour rappel, après sa rencontre avec l’antigène, le LB naïf va être activé et va migrer vers la 

zone T de l’OLS pour rencontrer un Tfh. Cette interaction consiste en une présentation de 

l’antigène par le LB au Tfh et un apport de signaux d’activation et de survie au LB par le Tfh. 

A l’issue de cette interaction, les LB activés vont rejoindre un CG. Cependant, une partie de 

ces LB activés par les Tfh ne rejoindront pas le CG : certains se différencieront directement en 

plasmablastes à courte durée de vie sécrétant rapidement des anticorps de faible affinité contre 

l’antigène tandis que d’autres se différencieront en LB mémoires sans passer par le CG. Cette 

différenciation directe des LB en dehors d’un CG permet d’apporter une première réponse 

humorale assez rapidement en quelques jours sans attendre la fin de la réaction du CG qui peut 

quant à elle prendre plusieurs semaines (De Silva et Klein, 2015). 

Au sein du CG, les LB sont histologiquement définis comme des centroblastes ou des 

centrocytes. Les centroblastes sont de gros lymphocytes activés qui prolifèrent intensément, ces 

cellules sont retrouvées dans la zone sombre du CG. Les centrocytes sont quant à eux des 

lymphocytes plus petits ayant une capacité de prolifération beaucoup moins importante, on les 

retrouve dans la zone claire du CG (Victora et Nussenzweig, 2012). 

La réaction du CG pour le LB va ainsi être une succession de cycles de proliférations clonales 

intenses dans la zone sombre et de sélection d’affinité par les FDC et Tfh dans la zone claire. 
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L’hypermutation somatique et la commutation isotypique sont deux mécanismes moléculaires 

importants ayant lieu lors de la réaction du CG, et sont en partie dépendants d’une enzyme : 

l’AID (pour activation induced cytidine deaminase) (Feng et al., 2020).  

L’hypermutation somatique a lieu dans les centroblastes de la zone sombre. Ce processus 

correspond à de nombreuses mutations aléatoires du BCR des LB permettant d’accroître la 

diversité du répertoire B. Cette diversification va aussi conduire à une variation de l’affinité du 

BCR pour l’antigène : elle pourra être augmentée, diminuée et dans certains cas ce phénomène 

peut donner naissance à des BCR auto-réactifs. Les LB étant sélectionnés selon leur affinité 

pour l’antigène par des FDC et Tfh dans la zone claire, les cellules ayant une faible affinité ou 

un BCR auto-réactif sont éliminées. Ainsi, l’hypermutation somatique permet in fine d’obtenir 

une grande diversité du répertoire B et augmente l’affinité du BCR pour l’antigène, améliorant 

la réponse humorale (Feng et al., 2020). 

La commutation isotypique se fera quant à elle lors de la sélection du LB dans la zone claire. 

Sous l’influence des signaux reçus, des recombinaisons des gènes codant la chaine lourde du 

BCR ont lieu. Ces recombinaisons vont aboutir au remplacement de la partie constante initiale 

par une autre, changeant ainsi la classe d’immunoglobuline du BCR. Ainsi le BCR qui était une 

IgM sera par exemple remplacé par une IgG, IgE ou IgA (Feng et al., 2020). La commutation 

permet donc d’augmenter une nouvelle fois la diversité du répertoire B. Les signaux que reçoit 

le LB lors de la sélection orientent le choix de la nouvelle classe d’Ig. Chaque classe d’Ig ayant 

des fonctions propres, la commutation permet de diversifier et spécifier la réponse humorale 

apportée contre l’antigène. 

Au terme de la réaction du CG, les LB sélectionnés se différencient soit en LB à mémoire soit 

en plasmocytes. 

Les LB mémoires quitteront le CG et circuleront entre la périphérie et les OLS à la recherche 

de leur antigène. Ces cellules ayant déjà rencontré leur antigène une première fois, elles 

permettent d’apporter très rapidement une réponse humorale effective lors d’une nouvelle 

rencontre en se différenciant en plasmablastes et en initiant une nouvelle réaction du CG 

(Kurosaki et al., 2015). 

Les LB différenciés en plasmocytes vont quitter le CG et l’OLS pour rejoindre la périphérie 

puis migreront dans la moelle osseuse. Dans la moelle osseuse ils termineront leur maturation 

et deviendront des plasmocytes à longue durée de vie. La moelle osseuse constitue une vraie 

niche nécessaire à la survie des plasmocytes. Le rôle de cette niche dépend des cellules 

stromales de la moelle ainsi que d’éosinophiles qui apportent des signaux de survie aux 

plasmocytes (APRIL (pour a proliferation-inducing ligand), IL-6). Dans la moelle les 
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plasmocytes ont une importante longévité leur permettant la sécrétion continue d’anticorps de 

forte affinité contre l’antigène dont ils sont spécifiques (Nutt et al., 2015). 

Grâce à leur grande longévité, les LB mémoires et les plasmocytes maintiennent une protection 

humorale quasi indéfiniment. 

La figure 5 illustre la réaction du centre germinatif, de l’activation du LB folliculaire à la 

différenciation des plasmocytes et LB mémoires. 
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Figure 5 : La réaction du centre germinatif.  
Après avoir rencontré son antigène dans la zone B d’un OLS, le LB folliculaire est activé et va à l’interface T/B 

rencontrer un Tfh. Cette rencontre est marquée par une présentation de l’antigène par le LB au Tfh, qui en retour 

apportera des signaux d’activation et de survie au LB (1). A la suite de cet échange, le LB activé va rejoindre la 

zone sombre d’un centre germinatif (2). Le LB va alors proliférer de manière intense, devenant un centroblaste 

(3). Cette étape de prolifération clonale du LB est marquée par l’hypermutation somatique, correspondant à de 

nombreuses mutations aléatoires du BCR, augmenant alors la diversité du répertoire B et améliorant l’affinité du 

récepteur à l’antigène. Après cette étape, le LB quitte la zone sombre pour rejoindre la zone claire et cesse de 

proliférer, il devient alors un centrocyte (4). Dans la zone claire le centrocyte recevra différents signaux de survie 

et/ou différenciation apportés par des FDC et Tfh. Selon les signaux reçus, le LB pourra soi mourir par apoptose, 

soi retourner dans la zone sombre pour subir à nouveau un cycle de prolifération et hypermutation somatique (5), 

soi se différencier directement en LB mémoire (6) ou plasmocyte (7). La sélection des LB au sein de la zone claire 
est aussi marquée par la commutation isotypique, permettant au LB de changer de classe d’Ig et ainsi augmenter 

la diversité des réponses apportées. Les mécanismes d’hypermutation somatique et commutation de classe se font 

sous l’influence d’une enzyme, l’AID.  

Cette figure a été réalisée à l’aide de BioRender. 

 



Introduction 

 41 

C. La réponse humorale 

 

A l’issu de leur différenciation, les plasmablastes et plasmocytes assurent leur fonction de 

cellules sécrétrices d’anticorps. La structure biochimique et les mécanismes effecteurs des 

anticorps sont décrits ci-dessous.  

 

1. Structure des anticorps 

 

Biochimiquement, les anticorps sont des glycoprotéines appartenant à la superfamille des 

immunoglobulines. Les anticorps correspondent à la forme sécrétée du BCR, qui est le 

récepteur de l’antigène à la membrane des LB. 

Les anticorps sont des complexes de quatre chaînes polypeptidiques réparties en deux chaînes 

lourdes (H) identiques et deux chaînes légères (L) identiques. Chacune de ces chaînes est 

composée d’une région variable (V) et d’une région constante (C), divisée en 3 à 4 domaines C 

pour les chaînes lourdes. Chaque chaîne légère est liée à une chaîne lourde et les deux chaînes 

lourdes sont liées entre elles par des ponts disulfures, le tout donnant aux anticorps leur forme 

caractéristique en « Y ». Historiquement, on distingue après clivage enzymatique deux parties 

importantes des anticorps : la région Fab et la région Fc. La région Fab (pour fragment antigen 

binding) est la partie de l’anticorps responsable de la reconnaissance antigénique et est 

composée d’une chaîne légère entière associée au domaine V et au premier domaine C d’une 

chaîne lourde. Le fragment Fc (pour fragment crystallisable) est composé des autres domaines 

C de la chaîne lourde et est responsable de la plupart des fonctions biologiques des anticorps. 

Chaque anticorps est ainsi composé de deux fragments Fab identiques reconnaissant l’antigène 

et d’un fragment Fc responsable de l’activité biologique des anticorps. Les régions variables V 

des chaînes lourdes et légères sont divisées en 3 régions hypervariables CDR (pour 

complementary determing region), la région CDR3 étant la plus variable des trois, son rôle est 

primordial dans la reconnaissance de l’antigène (Chiu et al., 2019).  

La structure des anticorps est illustrée dans la figure 6. 

 



Introduction 

 42 

 

Figure 6 : Structure des anticorps.  
Les anticorps sont des complexes de 4 chaînes polypeptidiques : 2 chaînes lourdes (notées H) et 2 chaînes légères 

(notées L). Chaque chaîne est composée d’un domaine variable (VL et VH) et de domaines constants (CL et CH). 

On distingue deux parties importantes de l’anticorps : le fragment Fab correspondant à une chaîne légère associée 

au domaine variable et au premier domaine constant d’une chaîne lourde, et le fragment Fc correspondant aux 

autres domaines constants des chaînes lourdes. Le fragment Fab correspond à la partie de l’anticorps permettant 

la reconnaissance de l’antigène, tandis que le fragment Fc permettra la plupart des activités biologiques des 
anticorps. 

Cette figure a été réalisée à l’aide de BioRender. 

 

Il existe deux types de chaînes légères, appelées κ et λ. Ces deux types diffèrent dans leurs 

régions constantes, mais leurs fonctions semblent similaires. Il existe également cinq types de 

chaînes lourdes, qui diffèrent elles-aussi par leurs régions constantes. Ces cinq types sont 

nommés μ, δ, γ, α et ε. Chaque chaîne légère peut s’associer à un de ces cinq types de chaînes 

lourdes, mais un anticorps est formé d’un seul type de chaîne légère et lourde. Le type de chaîne 

lourde d’un anticorps constitue sa classe ou isotype, indépendamment de la chaîne légère. Ainsi, 

on distingue les IgM, IgD, IgG, IgA et IgE. On distingue également des sous-classes pour les 

IgA et IgG qui sont respectivement nommés IgA1 et IgA2 pour les IgA, et IgG1, IgG2, IgG3 

et IgG4 pour les IgG. Les isotypes d’anticorps se différencient par leur composition, leurs 

propriétés physiques, leur localisation et par leurs fonctions (Chiu et al., 2019). 

 

2. Mécanismes d’action de l’immunité humorale 

 

L’effet protecteur des anticorps agit selon différents mécanismes d’action : la neutralisation, 

l’opsonisation, la cytotoxicité dépendante des anticorps, et l’activation du complément.  
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La neutralisation correspond à la capacité de l’anticorps de fixer grâce à ses fragments Fab son 

antigène, ce qui dans le cas d’un agent infectieux va permettre de limiter l’infection ou sa 

propagation. L’obtention d’anticorps neutralisant est ainsi la réponse recherchée lors d’une 

vaccination puisque ceux-ci empêcheront l’infection en neutralisant le pathogène. La 

neutralisation est une fonction particulière pour les anticorps, puisque contrairement aux autres 

fonctions des anticorps, elle n’est pas dépendante de leur fragment Fc (Chiu et al., 2019). 

L’opsonisation correspond à la capacité des anticorps à recouvrir leur cible tout en exposant 

leur fragment Fc. Ce regroupement de fragments Fc pourra alors se lier à un de leurs récepteurs 

situés à la surface de cellules phagocytaires (macrophages, neutrophiles). L’opsonisation 

conduit ainsi à la liaison de nombreux fragments Fc à leur récepteur, activant la cellule qui peut 

par la suite phagocyter la cible opsonisée. L’opsonisation est un mécanisme de défense 

important face à certains pathogènes comme les bactéries encapsulées qui échappent à la 

phagocytose en absence d’anticorps. 

De la même manière que pour l’opsonisation, il peut arriver que les anticorps ciblent des 

cellules de l’hôte et les recouvrent. Les fragments Fc de ces anticorps se lient ensuite à leurs 

récepteurs situés sur des cellules effectrices, la plupart du temps des NK. Les cellules effectrices 

étant activées par cette liaison tuent la cellule cible, on parle alors de cytotoxicité cellulaire 

dépendante des anticorps. Ce mécanisme a récemment été décrit comme étant à l’origine de 

l’efficacité de certains traitements par anticorps monoclonaux, comme le rituximab, un anti-

CD20 éliminant les LB (Battella et al., 2016). 

Enfin, les anticorps permettent également d’activer le système du complément aboutissant à la 

formation du complexe d’attaque membranaire, un polymère de protéines du complément 

permettant la lyse de la cellule cible. Une fois activé, la fonction finale du système du 

complément est l’élimination de sa cible par le complexe d’attaque membranaire (Daha et al., 

2011). Cependant, le système du complément a d’autre fonctions, et ses membres sont de vrais 

médiateurs de l’inflammation. Ainsi l’activation du complément permet le recrutement de 

cellules immunitaires comme les neutrophiles qui vont pouvoir phagocyter leur cible. Le 

complément a également un rôle fondamental dans la réponse humorale puisqu’il peut d’une 

part stimuler directement les LB, et d’autre part la liaison de protéines du complément aux 

antigènes permet d’accroître l’efficacité de présentation de l’antigène par les FDC dans les OLS 

lors de la sélection des LB, améliorant ainsi la production finale d’anticorps (Batista et 

Harwood, 2009). 

La commutation isotypique des LB ayant lieu lors de leur sélection dans les CG permet la 

production d’anticorps de différents isotypes : IgM, IgG, IgA et IgE. Ces isotypes varient par 
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la composition des régions constantes de leurs chaînes lourdes. Les fragments Fc étant 

différents selon les isotypes, leurs réponses biologiques le sont aussi. Des fonctions spécifiques 

à certains isotypes ont ainsi pu être identifiées.  

Les IgE sont en grand nombre liées à leur récepteur de haute affinité FcεRI situé à la surface 

des basophiles et mastocytes. La fixation de leur antigène conduit à l’activation et la 

dégranulation de médiateurs inflammatoires de ces cellules. Les IgE et cette réponse 

inflammatoire sont importantes dans la défense contre les helminthes, mais aussi dans les 

réactions d’hypersensibilité immédiate. La fonction d’activation du système du complément est 

spécifique aux IgM et à certains IgG (IgG1 et IgG3). Grâce aux différents récepteurs aux IgG 

(FcγR) présents à la surface de nombreuses cellules, les IgG sont l’isotype d’anticorps ayant la 

plus grande diversité de fonctions. Ainsi, en plus de l’activation du complément, ils sont 

impliqués dans la neutralisation, l’opsonisation et la cytotoxicité cellulaire dépendante des 

anticorps. Par leur récepteur inhibiteur FcγRIIb situé à la surface des LB, les IgG ont également 

un rôle de régulateur de la réponse humorale puisque la fixation à ce récepteur limite 

l’activation des LB. Enfin, les IgA ont une fonction importante d’immunité associée aux 

muqueuses décrite plus bas (Cyster et Allen, 2019). 

Les IgA sont en effet essentielles dans l’immunité des différentes muqueuses (orales, génitales, 

pulmonaires), mais c’est dans l’intestin où cette fonction est primordiale. Dans la lamina 

propria de l’intestin, on retrouve des tissus lymphoïdes associés aux intestins (GALT, pour gut 

associated lymphoid tissue). Ces GALT sont des OLS importants pour l’immunité associée aux 

muqueuses. En effet, dans ces GALT, l’environnement riche en TGF-β associé aux molécules 

BAFF et APRIL induit une différenciation des LB en plasmocytes à IgA. Les IgA y sont 

retrouvées en grande majorité par rapport aux autres isotypes, expliquant son rôle important 

dans l’immunité des muqueuses. Par la taille de la muqueuse intestinale, l’IgA est même la 

principale Ig sécrétée devant les IgG qui sont pourtant majoritaires dans le sang. Il existe deux 

sous-classes d’IgA : l’IgA1 qui est majoritaire dans le sang, et l’IgA2 qui est majoritaire dans 

l’intestin. Pour assurer leur fonction dans l’intestin, les IgA doivent être transportées de la 

lamina propria vers la lumière intestinale. Ce transport se fait grâce à un récepteur au Fc 

particulier, le récepteur aux Ig polymériques (pIgR) situé au pôle basal des cellules épithéliales 

qui fixe des Ig polymériques. Les IgA se présentent sous forme dimériques reliées par une petite 

protéine, la chaîne J. La fixation des IgA au pIgR entraîne une endocytose du complexe IgA-

récepteur qui est transporté au pôle apical de la cellule. La cellule sécrète alors dans la lumière 

intestinal un complexe composé des IgA dimériques, la chaîne J et un fragment du pIgR appelé 

composant sécrétoire. Ce complexe sécrété est appelé IgA sécrétoire et permet l’immunité 
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associée aux muqueuses (Li et al., 2020). Les fonctions des IgA dans la lumière intestinale sont 

alors multiples : neutralisation de virus et toxines, blocage de l’adhérence ou la migration de 

bactéries, participation à l’homéostasie de l’épithélium intestinal (Macpherson et al., 2018 ; 

Bunker et Bendelac, 2018 ; de Sousa-Pereira et Woff, 2019). 

Les IgA sont aussi présentes dans le sérum où elles sont le deuxième isotype sécrété après les 

IgG. Les fonctions des IgA sont alors dépendantes de leur récepteur FcαRI (CD89) exprimé à 

la surface de cellules immunitaires telles que des macrophages, monocytes ou neutrophiles. Il 

a été montré que la liaison d’IgA sous forme monomérique ou dimérique au récepteur CD89 

induit une réponse inhibitrice sur ces cellules, permettant le maintien d’une régulation de 

l’inflammation. Mais dans certains cas, notamment lors d’infections, la liaison au récepteur 

CD89 de complexes immuns formés d’IgA avec leur antigène active alors les cellules cibles, 

induisant une réponse inflammatoire (Hansen et al., 2019 ; de Sousa-Pereira et Woff, 2019). 

Selon le contexte et leur forme complexée ou non, les IgA peuvent donc induire une réponse 

régulatrice ou inflammatoire. Enfin, il est intéressant de noter que le déficit sélectif en IgA, un 

déficit immunitaire primitif, est une maladie caractérisée par un déficit en IgA, mais pas en IgG 

et IgM, et est associée à des manifestations auto-immunes soulignant l’importance des IgA dans 

leur rôle immuno-régulateur (Singh et al., 2014). 

 

Comme nous venons de le voir dans ce chapitre, la différenciation lymphocytaire B est un long 

processus qui va conduire une cellule souche hématopoïétique à devenir un plasmocyte 

sécréteur d’anticorps. Ce processus se fait par des différenciations successives et crée une 

diversité de populations au sein des LB. La fonction finale étant la production de plasmocytes 

à longue durée de vie qui sécrètent des anticorps durant toute la vie de l’hôte, générant ainsi 

une protection humorale efficace. Tout au long de leur différenciation, les LB font face à 

certains garde-fous contre la génération de cellules auto-réactives. Cependant, comme nous 

l’avons vu il arrive que ces moyens de défense échouent et laissent des LB auto-réactifs se 

différencier en plasmocytes sécrétant des auto-anticorps.  

Les plasmocytes et leur pathogénicité ont été longuement étudiés dans les maladies auto-

immunes. La SEP ne faisant pas exception, l’implication des plasmocytes dans la 

physiopathologie de la maladie est revue dans le chapitre suivant. Étant donné le rôle important 

des Tfh dans l’aide apportée lors de la différenciation des LB en LB mémoires et plasmocytes, 

les études portant sur le rôle de ces cellules dans la SEP seront aussi revues dans ce chapitre. 
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III. Différenciation lymphocytaire B et SEP 

A. Les plasmocytes, acteurs pathogéniques ou protecteurs dans 

la SEP ? 

 

Les premières études portant sur l’implication des plasmocytes dans la pathogénie de la 

SEP se sont intéressées aux auto-anticorps et ont tenté de répondre aux questions suivantes : 

sont-ils présents dans la SEP ? sont-ils pathogènes ? quels sont les auto-antigènes cibles de ces 

anticorps ? 

Les différents aspects de la réponse humorale et de son implication dans la SEP seront revus 

selon les données obtenues en périphérie, dans le LCR et dans le SNC. Enfin, l’aspect protecteur 

dans la maladie des cellules sécrétrices d’anticorps sera également abordé. 

 

1. La réponse humorale en périphérie 

 

Des auto-anticorps dirigés contre des antigènes du SNC ont ainsi été identifiés dans le sérum 

de patients atteints de SEP (Wanleenuwat et Iwanowski, 2019 ; Yu et al., 2020). Parmi les auto-

anticorps retrouvés, certains étaient spécifiques de peptides de la myéline, tels que la MOG ou 

la MBP. Bien qu’initialement des taux anormalement élevés de ces anticorps ont été décrits 

chez les patients SEP, des études ultérieures n’ont pas trouvé d’association entre la présence de 

ces anticorps et le diagnostic de SEP (Zhou et al., 2006 ; Kuhle et al., 2007 ; Reindl et Waters, 

2019). Néanmoins, par l’utilisation de puces permettant de tester la spécificité antigénique 

d’anticorps sériques contre plus de 200 antigènes d’intérêt, une récente étude a retrouvé une 

réactivité plus importante du sérum de patients SEP par rapport à des témoins sains contre 64 

antigènes myéliniques. Après stimulation de LB, une réactivité accrue des anticorps sécrétés 

par les cellules des patients contre des antigènes myéliniques a également été détectée. 

Cependant, bien qu’une réactivité antigénique ait été retrouvée augmentée chez les patients, la 

réplication de ces tests dans différentes cohortes n’a pas permis d’identifier d’auto-antigènes 

partagés entre les patients, suggérant que la réponse humorale dirigée contre le SNC est 

hétérogène entre les patients atteints de SEP (Kuerten et al., 2020). 

En parallèle, des antigènes du SNC non myéliniques ont été proposés comme des cibles 

potentielles d’auto-anticorps. Parmi ceux-ci, le canal potassique KIR4.1 exprimé dans le SNC 

à la surface des astrocytes a été identifié en 2012 comme la cible d’auto-anticorps chez près de 

50% des patients SEP alors qu’il était absent chez les témoins sains, relevant son potentiel rôle 
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d’auto-antigène dans la SEP (Srivastava et al., 2012). Cependant, les différentes études 

répliquant ce travail n’ont pas retrouvé des taux aussi élevés de cet auto-anticorps chez les 

patients SEP, certaines ne retrouvant même pas de différence entre patients et témoins sains 

(Nerrant et al., 2014 ; Brickshawana et al., 2014 ; Pröbstel et al., 2016 ; Chastre et al., 2016). 

L’implication de ces différents auto-anticorps dans la physiopathologie de la maladie reste à ce 

jour controversée (Li et al., 2018).  

Différentes questions restent à élucider : ces auto-anticorps sont-ils des marqueurs de 

l’inflammation ayant lieu au sein du SNC ? Ont-ils un rôle pathogénique direct ? 

 

2. La réponse humorale dans le LCR 

 

Pour rappel, le LCR des patients SEP est un milieu inflammatoire dans lequel une sécrétion de 

bandes oligoclonales d’immunoglobulines (BOC) a été décrite. La détection de ces BOC est 

même un critère diagnostic de SEP (Thompson et al., 2018). Les Igs oligoclonales sont plus 

souvent des IgG, mais la présence d’IgM oligoclonales, bien que moins fréquente a été associée 

à une sévérité accrue de la maladie, tandis que l’absence de BOC a quant à elle été associée à 

une évolution plus lente du handicap (Villar et al., 2003 ; Villar et al., 2005 ; Annunziata et al., 

2006 ; Magliozzi et al., 2020). Différentes études ont retrouvé des infiltrats de plasmablastes et 

plasmocytes oligoclonaux dans le LCR des patients SEP (Owens et al., 2007 ; Winges et al., 

2007 ; Ramesh et al., 2020). Les analyses portant sur la sécrétion d’anticorps de ces 

plasmocytes infiltrant le LCR ont montré qu’ils étaient à l’origine de la sécrétion des Igs 

oligoclonales (Obermeier et al., 2008 ; von Büdingen et al., 2010). Enfin, différentes études ont 

été menées pour identifier la spécificité antigénique de ces BOC et leur potentielle 

pathogénicité. En produisant des anticorps monoclonaux dérivés des plasmablastes ou 

plasmocytes infiltrant le LCR des patients puis en testant leur spécificité antigénique, certaines 

équipes ont ainsi retrouvé une spécificité de ces anticorps contre la myéline (von Büdingen et 

al., 2008 ; Brennan et al., 2011 ; Blauth et al., 2015). Dans un travail publié en 2015, une équipe 

américaine a produit des anticorps IgG1 monoclonaux recombinants dérivés de plasmablastes 

issus du LCR de patients SEP. Ces anticorps mis en contact avec des cultures de moelle épinière 

de souris entrainaient une démyélinisation induite par le complément mettant en évidence la 

pathogénicité directe de ces anticorps (Blauth et al., 2015). Cependant des travaux similaires 

n’ont pas retrouvé de spécificité antigénique contre la myéline de ces anticorps (Owens et al., 

2009). Plus récemment, une spécificité des BOC contre des antigènes viraux ou intracellulaires 

non spécifiques au SNC a été retrouvée (Brandle et al., 2016 ; Graner et al., 2020). A l’heure 
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actuelle les différentes études menées sur les auto-anticorps en périphérie ou au sein du LCR 

des patients n’ont pas permis de retrouver un ou des auto-antigènes partagés entre les patients 

SEP. L’identification d’une spécificité contre des antigènes viraux ou intracellulaires peut 

suggérer que la réponse humorale mise en place serait secondaire à une inflammation initiale 

du SNC libérant par la suite des antigènes stimulant la réponse humorale. Ces anticorps, qu’ils 

soient produits initialement ou en réponse à une réaction inflammatoire peuvent diriger ou 

accentuer la réaction immunitaire observée dans le SNC des patients. 

 

3. La réponse humorale dans le SNC 

 

Bien qu’en quantité moindre que les LT, des infiltrats de plasmocytes ont pu être décrits dans 

le SNC des patients (Frischer et al., 2009 ; Pollok et al., 2017 ; Machada-Santos et al., 2018). 

Les plasmocytes infiltrant le SNC sont des cellules ayant subies une commutation isotypique, 

avec une grande majorité de cellules sécrétant des IgG et IgA, bien que des plasmocytes à IgM 

soient aussi présents (Zhang et al., 2005 ; Pollok et al., 2017). Des dépôts d’Igs ont été décrits 

dans le SNC des patients, mais comme dans le sérum ou le LCR, la spécificité antigénique de 

ces anticorps n’est pas connue (Lucchinetti et al., 2000). Néanmoins, ces dépôts d’Igs sont 

retrouvés au niveau des lésions de démyélinisation, et certaines études ont montré que des 

débris de myéline étaient phagocytés avec des Igs et parfois des protéines du complément par 

des macrophages, laissant suggérer une possible destruction de la myéline induite par les 

anticorps (Esiri, 1980 ; Storch et al., 1998 ; Barnett et Prineas, 2004 ; Barnett et al., 2009).  

Ainsi, malgré une hétérogénéité de la réponse humorale entre patients, des auto-anticorps ont 

pu être observés en périphérie, dans le LCR et au sein des lésions du SNC des patients SEP. 

Une spécificité contre des antigènes myéliniques a été décrite, mais également contre d’autres 

antigènes du SNC, des antigènes viraux ou intracellulaires, suggérant que la réponse humorale 

pourrait être un témoin de l’inflammation plutôt qu’un facteur initiant la maladie. Différentes 

études histopathologiques semblent tout de même indiquer que ces auto-anticorps jouent un 

rôle direct dans la démyélinisation à l’origine de la maladie.  

Malgré l’implication controversée des auto-anticorps dans la maladie, il est intéressant de noter 

l’efficacité clinique des échanges plasmatiques dans la prise en charge des poussées sévères de 

SEP résistantes aux corticoïdes. Ces échanges plasmatiques permettent d’éliminer les anticorps 

circulants, et élimineraient ainsi de probables auto-anticorps pathogènes pendant une poussée. 

Il faut toutefois considérer que les échanges plasmatiques éliminent aussi d’autres substances 

inflammatoires (cytokines, complexes immuns), l’élimination de ces substances plutôt que celle 
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d’auto-anticorps pourrait donc expliquer l’efficacité de ce traitement dans la prise en charge 

des poussées de SEP (Tumani, 2008). 

 

4. Rôle protecteur des cellules sécrétrices d’anticorps  

 

Les traitements par anticorps monoclonaux anti-CD20 (rituximab, ocrelizumab, ofatumumab) 

ont pour conséquence l’élimination des LB mais épargnent les plasmocytes. Ces traitements 

ayant montré une grande efficacité dans la prise en charge de la SEP, il semblait intéressant, 

comme pour d’autres maladies auto-immunes, de cibler par une nouvelle voie thérapeutique les 

plasmocytes. Ainsi, en 2014 un essai clinique a été mené pour tester l’efficacité de l’atacicept, 

une protéine de fusion entre le récepteur TACI (pour transmembrane activator and CAML 

interactor) et une Ig. Ce traitement conduit à une mise en compétition pour la liaison de BAFF 

et APRIL au récepteur TACI situé à la surface des LB, bloquant alors leur maturation en 

plasmablastes et plasmocytes. De manière surprenante cet essai a été rapidement arrêté car non 

seulement il n’était pas efficace dans la prise en charge de la maladie, mais en plus il 

l’exacerbait en provoquant une augmentation du taux annuel de poussées chez les patients 

traités (Kappos et al., 2014). Cet essai clinique a permis de mettre en avant une certaine 

dichotomie quant à l’implication des LB dans la physiopathologie de la SEP avec d’un côté des 

fonctions clairement pathologiques qui sont corrigées par les anticorps monoclonaux anti-

CD20, mais de l’autre côté un rôle probablement protecteur des plasmocytes dans la maladie. 

Pour tenter de comprendre cet effet protecteur, il faut s’intéresser aux études menées sur des 

modèles animaux qui ont mis en évidence ces dernières années l’existence de plasmocytes 

régulateurs sécrétant d’IL-10 (Fillatreau, 2018). Il est connu depuis longtemps que certains LB 

ont des fonctions régulatrices, mais des divergences importantes existent quant au phénotype 

de ces cellules (Dasgupta et al., 2020).  

Mais récemment, différentes études ont rapporté l’existence de plasmocytes aux fonctions 

régulatrices, démontrée in vitro et in vivo comme dépendante de la sécrétion d’IL-10 

(Matsumoto et al., 2014 ; Shen et al., 2014 ; Lino et al., 2018 ; Rojas et al., 2019).  

Quand on s’intéresse aux voies de signalisation conduisant un LB à sécréter de l’IL-10, il 

apparaît que ces signaux et facteurs de transcription sont également nécessaires pour leur 

différenciation en plasmocytes. Par exemple, l’expression des facteurs de transcription 

BLIMP1 et IRF4 semble nécessaire à la sécrétion d’IL-10 par les LB, or les cellules exprimant 

le plus fortement ces facteurs de transcription sont les plasmocytes (Fillatreau, 2018). Selon 
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certaines études, les plasmocytes constitueraient même la source principale de sécrétion d’IL-

10 au sein des LB (Matsumoto et al., 2014 ; Shen et al., 2014 ; Lino et al., 2018).  

En 2014, Shen et al. ont montré que des souris déficientes en LB sécréteurs d’IL-35 

développaient une EAE plus sévère que celles le sécrétant, montrant que ces cellules sécrétrices 

d’IL-35 ont des fonctions régulatrices importantes dans la gestion du développement de la 

neuro-inflammation, et indépendantes de l’IL-10. De plus, cette même étude a montré que ces 

LB sécréteurs d’IL-35 étaient des plasmocytes, découvrant ainsi une nouvelle population de 

plasmocytes régulateurs (Shen et al., 2014). Cette même étude ainsi que d’autres ont montré 

que les plasmocytes régulateurs étaient préférentiellement des cellules sécrétrices d’IgM 

(Matsumoto et al., 2014 ; Shen et al., 2014 ; Lino et al., 2018). Cependant, dans une étude de 

2019, une nouvelle population de plasmocytes régulateurs sécréteurs d’IgA a été identifiée. 

Dans un modèle d’EAE, ces plasmocytes régulateurs à IgA étaient mobilisés depuis l’intestin 

vers le SNC des souris malades où ils régulaient la neuro-inflammation d’une manière 

dépendante de l’IL-10 (Rojas et al., 2019). 

Malgré quelques divergences, l’ensemble de ces études soulève donc l’importance des 

plasmocytes dans la régulation de l’inflammation dans des modèles animaux d’infection ou de 

neuro-inflammation. Chez l’homme, peu de données abondent quant à l’existence de ces 

plasmocytes régulateurs et leur rôle en contexte pathologique. Toutefois, l’étude de Matsumoto 

et al. en 2014 a montré que chez l’homme les plasmablastes étaient la principale source de 

sécrétion d’IL-10 au sein des LB, corroborant ce qui était alors montré dans les modèles 

animaux (Matsumoto et al., 2014).  

Dans la SEP, comme nous avons pu le voir, des plasmocytes sont retrouvés dans les infiltrats 

immuns du SNC. Initialement considérés comme faisant partie de l’infiltrat pathogénique à la 

maladie, les récentes études sur les plasmocytes régulateurs peuvent laisser supposer que les 

plasmocytes infiltrant le SNC des patients seraient en réalité des cellules régulatrices mobilisées 

au cours de l’inflammation. En montrant que dans les lésions du SNC des patients SEP l’IL-10 

est principalement retrouvé au sein des plasmocytes, une récente étude supporte en effet cette 

idée (Machado-Santos et al., 2018).  

Très récemment, par une approche originale consistant en un séquençage de l’ARN ribosomal 

16s des bactéries fécales liées ou non à des IgA, Pröbstel et al. ont mis en évidence que la 

réponse humorale de type IgA des patients SEP est orientée vers des bactéries associées à une 

activité pro-inflammatoire tandis que celle des témoins sains s’orientent vers des bactéries ayant 

un rôle plutôt immuno-régulateur, soulignant la potentielle importance de la réponse à IgA dans 

l’activité inflammatoire de la maladie (Pröbstel et al., 2020). De plus, une synthèse intrathécale 
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des IgA a été identifiée dans le LCR des patients SEP, ainsi qu’une clonalité partagée des LB à 

IgA entre périphérie et LCR suggérant de possibles échanges de ces cellules entre la périphérie 

et le SNC. Dans cette même étude, bien qu’en moindre quantité que les plasmocytes à IgG, des 

infiltrats de plasmocytes à IgA ont été retrouvés au sein des lésions de démyélinisation, cet 

infiltrat étant associé à une plus forte inflammation tissulaire. Comme il avait pu être mis en 

évidence dans le modèle murin d’EAE, un groupe de ces plasmocytes à IgA exprimaient l’IL-

10, montrant le probable rôle régulateur de ces cellules. Enfin, les auteurs de cette étude ont 

découvert que les IgA du LCR de patients SEP avaient une réactivité antigénique contre des 

bactéries du microbiote intestinal, mais pas contre des antigènes du SNC. Ces différents 

résultats suggèrent donc, comme il a été publié pour le modèle animal d’EAE, que les 

plasmocytes à IgA infiltrant le SNC des patients SEP proviendraient de LB issus de l’intestin 

et spécifiques de bactéries du microbiote intestinal. Au cours de l’inflammation ces cellules 

seraient mobilisées en périphérie et migreraient vers le SNC, possiblement pour réguler la 

neuro-inflammation par la sécrétion d’IL-10 (Pröbstel et al., 2020). 

En conséquence, toutes ces données soulèvent la complexité de la réponse plasmocytaire dans 

la SEP, avec d’un côté ce rôle probablement pathogénique dans la maladie par la sécrétion 

d’auto-anticorps et/ou de cytokines pro-inflammatoires. D’un autre côté, les plasmocytes 

semblent constituer un réservoir important de cellules aux fonctions régulatrices clés dans la 

gestion de la neuro-inflammation. L’échec de l’atacicept dans la prise en charge de la maladie, 

ainsi que l’aggravation associée, pourraient donc provenir de la suppression de la 

différenciation des LB des patients SEP en plasmocytes régulateurs, éliminant ainsi un garde-

fou face à cette inflammation chronique. 

L’implication des plasmocytes dans la physiopathologie de la SEP est résumée dans la figure 

7. 
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Figure 7 : Rôle des plasmocytes dans la physiopathologie de la SEP.  
L’implication des plasmocytes dans la SEP a initialement été décrit par la sécrétion d’auto-anticorps dirigés contre 

des antigènes du SNC, ceux-ci étant alors supposés responsables des lésions ou de l’amplification de 

l’inflammation du SNC. A l’opposé, des plasmocytes aux fonctions régulatrices sécréteurs d’IL-10 et/ou IL-35 

ont été identifiés chez l’homme et dans des modèles animaux de neuro-inflammation, la fonction de ces cellules 

dans la régulation de l’inflammation du SNC semble ainsi importante. 

Cette figure a été réalisée à l’aide de BioRender. 
 

B. Rôles des lymphocytes T folliculaires auxiliaires dans la SEP 

 
Ces dernières années, l’implication des Tfh dans la physiopathologie des maladies auto-

immunes a été grandement étudiée. Mais à ce jour, peu d’études ont été conduites dans la SEP 

et aucun consensus n’en ressort quant au rôle de ces cellules dans la maladie. 

Certaines études ont malgré tout identifié une fréquence augmentée des Tfh circulants chez les 

patients SEP, mais la définition phénotypique de ces cellules n’était pas la même entre ces 

études rendant difficile toute conclusion (Fan et al., 2015 ; Guo et al., 2018).  
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En ce qui concerne le statut d'activation des Tfh circulants, deux études ont constaté une 

augmentation de la fréquence des cellules Tfh ICOS+ chez les patients de forme RR et SP tandis 

qu’une a retrouvé une augmentation des cellules PD1+ chez les patients en cours de poussée 

(Romme Christensen et al., 2013 ; Fan et al., 2015 ; Guo et al., 2018).  

Concernant la polarisation des Tfh, il n'y a là encore aucun consensus dans la SEP. Romme 

Christensen et al. ont ainsi trouvé une fréquence plus faible de Tfh1 dans les formes récurrentes-

rémittentes et progressives de la maladie, tandis que Cunill et al. ont trouvé une fréquence plus 

faible de Tfh2 associée à une fréquence plus élevée de Tfh1.17 chez les patients atteints de 

forme RR (Romme Christensen et al., 2013 ; Cunill et al., 2018).  

Les Tfr ont quant à eux été retrouvés en fréquence réduite chez des patients SEP (Dhaeze et al., 

2015 ; Puthemparampil et al., 2019). Une étude a également mis en évidence une capacité 

suppressive réduite des Tfr chez les patients SEP par rapport à des témoins sains (Dhaeze et al., 

2015). De plus, un rapport plus élevé de cellules Tfh/Tfr a été identifié et corrélé avec la 

synthèse intrathécale d'IgG (Puthenparampil et al., 2018). 

Les différentes données publiées dans la littérature à l’heure actuelle sur les Tfh et Tfr en 

périphérie ne permettent donc pas de conclure à de grandes disparités phénotypiques chez les 

patients SEP. 

Toutefois, par une analyse transcriptomique sur cellule unique, Schafflick et al. ont récemment 

identifié que des cellules ayant une signature commune aux Tfh était surreprésentées dans le 

LCR de patients SEP par rapport au sang apparié. Une analyse phénotypique par cytométrie en 

flux a par la suite retrouvé une fréquence plus importante des Tfh et des Tfh activés de profil 

PD1+ et ICOS+ dans le LCR de patients SEP par rapport à des contrôles (Schafflick et al., 2020). 

Enfin, une étude a montré que les Tfh, mais pas les Tfr, infiltrent les TLT des patients atteints 

de SEP de forme SP (Bell et al., 2020). 

Ces dernières données suggèrent donc une implication locale des Tfh dans la neuro-

inflammation avec une fonction probablement importante dans la formation et le maintien des 

TLT observés chez les patients SEP où ils permettraient d’aider les LB à se différencier.  
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Objectifs 
  

Comme nous venons de le voir, la SEP est une maladie auto-immune caractérisée par 

une démyélinisation du SNC. Longtemps considérée comme médiée par les LT CD4+ et CD8+, 

de nombreuses données ont pu attester d’un rôle prépondérant des LB dans la physiopathologie 

de la maladie. Cependant, le rôle précis des différentes populations de LB et en particulier des 

cellules différenciées en plasmablastes/plasmocytes reste à mieux déterminer. En effet, 

différents travaux chez l’homme mais aussi chez l’animal tendent à montrer une dualité de 

fonctions des plasmocytes dans la SEP et la neuro-inflammation. D’un côté, un rôle 

probablement pro-inflammatoire passant par la sécrétion d’auto-anticorps et de cytokines 

participant directement ou non à l’inflammation du SNC a longuement été décrits. De l’autre 

côté, des études plus récentes ont mis en évidence l’existence de plasmocytes régulateurs 

sécréteurs d’IL-10 et/ou d’IL-35 mobilisés au cours de la neuro-inflammation afin de réguler 

celle-ci.  

Le premier objectif de ma thèse a ainsi été de chercher à mieux comprendre cette hétérogénéité 

de fonctions des plasmablastes/plasmocytes dans la SEP. Pour cela nous avons utilisé un 

modèle de différenciation in vitro des LB circulants nous permettant d’accéder aux 

plasmablastes et étudier ces cellules. Au regard des récentes données publiées dans la littérature, 

nous avons décidé également de nous focaliser sur la réponse de type IgA des LB dans la SEP 

afin de déterminer comment elle est orientée chez les patients. 

Face à l’importance qu’ont physiologiquement ces cellules dans la différenciation des LB en 

LB mémoires et plasmocytes et au peu de données recueillies quant à leur rôle dans la maladie, 

nous nous sommes intéressés à l’étude des Tfh dans la SEP. Ce deuxième projet de ma thèse a 

ainsi consisté en une caractérisation phénotypique de ces cellules en périphérie et au sein du 

LCR des patients, associée à une caractérisation de leurs capacités migratoires vers le SNC et 

une analyse transcriptomique de ces cellules en périphérie et dans le LCR des patients en début 

de maladie. 
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Résultats 
 

 

I. Article 1 : Baisse de la production d’IgA associée à un 

défaut de différenciation des LB dans la SEP 

 

Il est désormais admis que les LB ont un rôle important dans la physiopathologie de la SEP, 

comme a pu en attester l’efficacité des différents traitements éliminant ces cellules. Comme 

dans d’autres maladies auto-immunes, l’implication des plasmocytes a longtemps été suspectée 

délétère par la sécrétion d’auto-anticorps dirigés contre des antigènes du SNC. Cependant, 

l’échec de l’atacicept, un traitement bloquant la différenciation des LB en plasmocytes a 

suggéré un possible effet protecteur de ces cellules dans la maladie. Différentes études ont 

depuis confirmé que les cellules sécrétrices d’anticorps constituaient un véritable réservoir de 

LB régulateurs. Récemment, une population de plasmocytes sécréteurs d’IgA aux fonctions 

régulatrices a ainsi été découverte et décrite comme ayant un rôle majeur dans le contrôle de la 

neuro-inflammation et potentiellement dans la SEP. 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à étudier la réponse humorale de type IgA dans 

la SEP. Nous avons ainsi pu observer des concentrations plus faibles d’IgA dans le sérum de 

patients de forme RR ainsi que chez des patients SCI convertissant vers une SEP. De plus, les 

IgA ont été retrouvées en proportions amoindries dans le LCR des patients atteints de SEP par 

rapport à des contrôles. A l’aide d’un modèle in vitro de différenciation des LB, nous avons 

observé une prolifération et différenciation amoindries des LB des patients SEP conduisant à 

une sécrétion réduite d’IgA. Enfin, l’analyse par RNAseq des LB mémoires à IgA nous a permis 

de discriminer les patients SEP et les témoins sains, suggérant une signature spécifique de ces 

cellules dans la SEP. Cette analyse nous a également permis d’identifier une surexpression du 

gène IL5RA par les LB à IgA des patients SEP. 

Ces données suggèrent que les LB à IgA représentent une population d’intérêt aux fonctions 

potentiellement altérées dans la SEP. 

 

Les figures et tableaux sont présentés à la suite du texte. 
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IgA production decrease is associated with IgA+ B cell 

differentiation and proliferation defects in multiple 

sclerosis 
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Abstract 

Clinical trials on the efficacy of B-cell depleting therapies in relapsing-remitting multiple 

sclerosis (RRMS) have suggested that B cells may contribute to MS pathogenesis. However, 

the failure of the atacicept, a treatment that blocks the differentiation of B cells into plasma 

cells has pointed out a potential protective function of plasma cells in MS. Moreover, recent 

studies have demonstrated that IgA-secreting plasma cells could be a reservoir of regulatory B 

cells probably important to control neuroinflammation in MS. 

In this study, we report a lower concentration of IgA in the serum of RRMS patients compared 

to controls. IgA were also found in a lower proportion among total immunoglobulins in the 

cerebrospinal fluid of MS patients compared to controls. Using an in vitro model of B cell 

differentiation, we observed a lower proliferation and differentiation of B cells from MS 

patients, leading to a lower secretion of IgA. Lastly, RNA sequencing analysis of IgA+ memory 

B cells allowed to discriminate MS patients and controls, suggesting a specific signature of 

these cells in MS. 

In summary, our results suggest that IgA+ B cells are an important component of B cell response 

in MS. 
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Introduction 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system (CNS) 

and is the leading cause of non-traumatic disability in young adults. MS has long been 

considered as a T-cell mediated disease, but multiple lines of evidence have recently 

highlighted the key contribution of B cells to MS pathogenesis. The administration of B 

lymphocyte depleting therapies, as anti-CD20 monoclonal antibodies, significantly decreased 

the clinical and radiological activity of the disease in MS patients affected by both relapsing-

remitting (RR) and progressive MS1-4. As in other autoimmune diseases, plasma cells have long 

been thought to participate in MS pathophysiology through the secretion of autoantibodies 

directed against CNS antigens5,6.  

However, the failure of atacicept, a recombinant fusion protein (TACI-Ig) that neutralizes the 

binding of BAFF and APRIL to their receptor and leads to a decreased maturation of B cells 

into plasma cells but not memory B cells has pointed out a potential protective function of 

plasma cells in MS7. In fact, several studies have shown in both humans and animal models that 

plasma cells and plasmablasts represent the major reservoir of regulatory B cells8-10. In MS, a 

study also demonstrated that plasma cells are the main source of IL-10 in the CNS of patients, 

reinforcing the idea of a protective role of these cells locally11.  

Interestingly, the binding of APRIL to TACI has been shown to be essential for IgA production 

by plasma cells12 and a recent study also showed that the binding of APRIL to TACI induced 

the differentiation of B cells to IL-10 secreting IgA+ B cells13. Recently, studies have 

demonstrated in both animal models of neuroinflammation and in MS patients that IgA+ B cells 

could migrate from the gut to the CNS to locally regulate inflammation through the secretion 

of IL-1014,15. These findings suggest that IgA-secreting plasma cells could be a reservoir of 

regulatory B cells with a major role to control neuroinflammation in MS.  

In this study, we show that MS patients have a lower concentration of IgA in the serum and the 

cerebrospinal fluid (CSF) compared to controls. Moreover, we observed a lower proliferation 

and differentiation of B cells from MS patients, leading to a lower secretion of IgA. Lastly, 

RNA sequencing analysis of IgA+ B cells discriminated MS patients and controls, suggesting a 

specific signature of these cells in MS. 
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Materials and Methods 

Patients and controls 

Samples from MS patients, healthy controls (HC), non-inflammatory neurological disease 

(NIND) controls and clinically isolated syndrome (CIS) patients were obtained from Nantes 

MS expert center. MS patients were diagnosed according to the Mc Donald 2017 Criteria16. 

CIS is defined as the first inflammatory demyelination that can evolve to multiple sclerosis. 

CIS patients were followed and classified in converted or non-converted to MS.  

Patients had no disease modifying drugs for a period of at least 3 months before the sampling. 

All donors provided informed consent in compliance with the Declaration of Helsinki and our 

local university hospital ethical committee (Biomedicine Agency identification number PFS13-

003). Demographical and clinical characteristics of patients and controls are detailed in Table 

1.  

 

Mononuclear cell isolation and folw cytometry analysis 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained after Ficoll density centrifugation 

(Sigma–Aldrich).  

For the B cell differentiation study, B cells were stained at day 4 and day 6 with following anti-

human antibodies: CD20-VioBlue, IgD-FITC (Miltenyi Biotec), CD27-Alexa Fluor 700, 

CD138-PE, CD38-APC-H7 (BD Biosciences). Apoptosis was analyzed at day 4 and day 6 using 

AnnexinV-APC staining (BD Biosciences). Proliferation was assessed at day 4 and day 6 using 

an APC-conjugated anti-BrdU kit (BD Biosciences), following the manufacturers’s 

instructions. Cells were then analyzed by flow cytometry (LSRII, BD Biosciences). Dead cells 

were excluded from the analysis using Live/Dead Amcyan staining (Invitrogen).  

For the phenotype of peripheral B cells, PBMCs were stained with following anti-human 

antibodies: CD3-BUV737, CD14-BUV737, CD16-BUV737, CD19-BUV395, IgD-BV510, 

IgG-BV605, CD24-BV711, CD27-BB515, CD69-PE-CF594, CD86-BV421 (BD Biosciences), 

IgA-PE-Vio770 (Miltenyi Biotec), IgM-APC, CD38-PercpCy5.5, CD138-PE (Beckman 

Coulter). Cells were then analyzed by flow cytometry (Fortessa X20, BD Biosciences). Dead 

cells were excluded from the analysis using Fixable Viability Stain 780 (BD Biosciences). 

 

B cell differentiation protocol 
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B cells were purified from PBMCs using negative selection on magnetic columns according to 

the manufacturer’s instructions (B cell isolation Kit II; Miltenyi Biotec).  

All cultures were performed in complete medium consisting of RPMI 1640 (Invitrogen) 

supplemented with 10% fetal calf serum, 1% of glutamine, and 1% of penicillin-streptomycin 

(Invitrogen). For the activation phase, purified human B cells were cultured at 3.75 105 

cells/mL and activated with 2µg/mL F(ab’)2 fragment goat anti-human IgA + IgG + IgM (H + 

L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories), 50ng/mL recombinant human soluble CD40L 

associated with 5µg/mL cross-linking Ab (R&D systems), 2,5µg/mL CpG 

oligodeoxynucleotide 2006 (Invivogen), and 50U/mL recombinant IL-2 (Novartis). 

Day-4- activated B cells were washed and cultured at the same concentration for 2 days with 

50 U/mL IL-2, 10 ng/mL IL-10 and 10 ng/mL IL-4 (R&D Systems).  

 

Immunoglobulin measurements 

ELISA assays were performed to measure the concentration of IgA, IgA1, IgA2, IgG and IgM. 

For these ELISA, Nunc plates (ThermoFischer) were coated with anti-IgA, IgA1, IgA2, IgG or 

IgM at 2μg/ml (Southern Biotech). Bovine serum albumin (Sigma Aldrich) at 1% in PBS was 

used for blocking. Samples were incubated for 2 hours at 37°C in PBS and 1% bovine serum 

albumin. Anti-human IgG, IgA or IgM antibodies coupled with horseradish peroxidase (Bethyl 

Laboratories) were used at 0.1μg/ml for 1 hour at 37°C. The reaction with the substrate 

(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine, BD Biosciences) was stopped with sulfuric acid (0.2M, Sigma 

Aldrich). Plates were read at 450 nm using a Spark 10M multimode microplate reader (Tecan).  

 

Cell sorting and RNA purification 

For RNA sequencing analysis, IgA+, IgG+ and IgM+ memory B cells were sorted from frozen 

PBMCs. Before the sorting, a purification of B cells was performed as described above (B cell 

isolation kit II, Miltenyi Biotec). B cells were then stained with following anti-human 

antibodies: IgA-PE-Vio770, IgG-APC (Miltenyi Biotec), IgM-PE, CD19-FITC, CD27-BV450 

(BD Biosciences). Memory B cells were defined as CD19+CD27+ B cells, and a sorting of IgA+, 

IgG+ or IgM+ memory B cells was performed using a cell sorter (FACSAria II, BD Biosciences). 

Dead cells were excluded using Live/Dead AmCyan staining (Invitrogen). Cells sorted were 

then stored at -80°C in RLT buffer (Qiagen). Total RNA was purified using Rneasy Micro Kit 

(Qiagen). The RNA integrity and quantity were assessed using Agilent 2100 Bioanalyzer 
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(Agilent Technologies). Total RNA was then stored at -80°C until their use for preparation of 

sequencing library. 

RNAseq analysis 

cDNA libraries were obtained using SMARTer Stranded Total RNA-Seq Kit v2 – Pico Input 

Mammalian (Takara Bio), according to manufacturer’s instructions. RNAseq libraries were 

then sequenced with NovaSeq Instrument (Illumina). Libraries preparation and sequencing 

were performed by Next Generation Sequencing Platform (Institut Curie, Paris, France). 

Quality of sequencing data was monitored by FastQC. Reads were mapped to the human 

genome (GRCh37). Differential gene expression was performed using R software (v 3.6.3). 

Differential expression on filtered genes (HTSfilter) were performed using DESeq2 package. 

Genes were declared differentially expressed with a false discovery rate < 5% and fold change 

>= 1.5 in IgA+, IgG+ or IgM+ memory B cells from MS patients compared to HC. Hierarchical 

clustering was generated using Ward method.  

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using Graphpad Prism Software, version 8.4. A two-tailed 

Mann-Whitney test was performed to compare two independent groups and a Kruskal-Wallis 

test with Dunn’s multiple comparisons test was performed to compare more than two 

independent groups. P-values < 0.05 were considered significant. 
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Results 

MS patients present a lower concentration of IgA in their serum 

which is associated to MS conversion  

We first analyzed the concentration of IgA, IgG, and IgM in the serum of 16 HC and 33 RRMS 

patients. We found a lower concentration of IgA in the serum of RRMS patients compared to 

HC (median: 1.5g/L in RRMS patients vs 4.03g/L in HC, P < 0.0001; Fig. 1A). 

No difference was observed in the concentration of IgG in MS patients compared to HC (Fig 

1B), whereas a lower concentration of IgM was found (median: 1.27g/L in RRMS patients vs 

1.98 g/L in HC, P = 0.036; Fig. 1C). The decrease of IgA concentration was due to IgA1 

concentration diminution whereas IgA2 concentration was increased (median: 0.52g/L in 

RRMS patients vs 1.21g/L in HC, P = 0.002 for IgA1 concentration; 0.34g/L in RRMS patients 

vs 0.22g/L in HC, P = 0.002 for IgA2 concentration; Fig. 1D-E). Furthermore, in a cohort of 

CIS patients, we found a lower concentration of IgA in the serum of CIS patients who converted 

to MS compared to those who did not (median: 1.37g/L in converted CIS vs 2.61g/L in non-

converted CIS, P = 0.005; Fig. 1F). 

 

Lower proportion of IgA in the CSF of MS patients  

We then analyzed the concentration of IgA, IgG, and IgM in the CSF of 22 NIND controls and 

30 RRMS patients. We observed a non-significant higher concentration of IgA in the CSF of 

MS patients compared to NIND controls (median: 2.74mg/L in RRMS patients vs 2.4mg/L in 

NIND, P = 0.07; Fig. 2A). As previously described, we found a higher concentration of IgG 

and IgM in the CSF of MS (median: 1.2mg/L in RRMS patients vs 0.48mg/L in NIND, P < 

0.0001 for IgM concentration; 53.05mg/L in RRMS patients vs 20mg/L in NIND, P < 0.0001 

for IgG concentration; Fig. 2B-C). We then compared the proportion of IgA, IgG, and IgM on 

total Igs and found a decreased proportion of IgA in RRMS patients compared to NIND controls 

whereas IgG and IgM proportions were increased (median: 5.04% in RRMS patients vs 9.4% 

in NIND, P < 0.0001 for IgA proportion; 92.4% in RRMS patients vs 88.8% in NIND, P = 

0.0006 for IgG proportion; 2.18% in RRMS patients vs 1.5% in NIND, P = 0.018 for IgM 

proportion; Fig. 2D-F). So, despite a moderate IgA increase in RRMS patients’ CSF, IgA 

proportion is decreased among total Igs inside the CSF.  
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Altered B cell differentiation leads to a decreased secretion of IgA 

in MS patients 

To better understand the humoral response and the B cell compartment in MS patients, we used 

an in vitro model of B cell differentiation already published17,18. Peripheral B cells were isolated 

and cultured with anti-BCR, sCD40L, CpG, and IL-2 for 4 days, then activated B cells were 

washed and cultured again for 2 more days with IL-2, IL-4, and IL-10 to induce differentiation 

of B cells into plasmablasts (Fig. 3A). We first observed a lower frequency of proliferating B 

cells in MS patients compared to HC (median: 25.4% in MS patients vs 40% in HC at day 4, P 

= 0.002; Fig. 3B). Moreover, at day 6, we found a lower frequency of plasmablasts 

CD27+CD38hi B cells in MS patients (median: 37.45% in MS patients vs 55.9% in HC at day 

6, P = 0.008; Fig. 3C).  

Lastly, we observed lower concentrations of IgA and IgM, but not IgG, in B cell supernatants 

at day 6 in MS patients (median: 17.08mg/L in MS patients vs 32.36mg/L in HC for IgM 

concentration at day 6, P = 0.036; 1.77mg/L in MS patients vs 4.12mg/L in HC for IgA 

concentration at day 6, P = 0.015; Fig. 3D-F).  

 

RNAseq analysis of IgA+ B cells discriminates MS patients and HC  

We assessed then the phenotype of B cells in the blood of 17 HC, 9 RRMS patients in relapse 

and 9 RRMS patients in remission. We found a decreased frequency of IgA+ memory B cells 

in RRMS patients in relapse compared to HC (median: 9.37% in RRMS patients in relapse vs 

16% in HC, P = 0.025; Fig. 4A).  

To further characterize IgA+ memory B cells in MS, we performed an RNA sequencing of blood 

sorted IgA+, IgG+ or IgM+ memory B cells from 5 RRMS patients in relapse and 7 HC. Using 

a hierarchical clustering analysis, we were able to discriminate in two distinct groups RRMS 

patients and HC for IgA+ memory B cells, but not for IgG+ and IgM+ memory B cells, 

suggesting a specific signature of IgA+ B cells in MS patients (Fig. 4B-D). Moreover, we found 

9 differentially expressed genes in IgA+ B cells between RRMS patients and HC (Fig. 4E). 

Among these genes, several were associated to the cell cycle (WEE1, TP53INP1). One immune 

gene, IL5RA, the alpha-chain of the IL-5 receptor, was upregulated in IgA+ B cells from MS 

patients highlighting a potential marker of interest of IgA+ B cells function in MS 

pathophysiology.  
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Discussion 

While B cells involvement in MS pathophysiology is well documented, the precise role of 

plasma cells remains steal poorly understood. These cells have long been considered as a 

pathogenic component of immune cells involved in the disease by the production of 

autoantibodies directed against CNS antigens5,6. The failure of the atacicept in management of 

RRMS7 and studies that have described antibody-secreting cells as the major reservoir of 

regulatory B cells8-10 let think that plasma cells could have a protective role in MS. Furthermore, 

IgA-secreting plasma cells have been described in both animal models and MS patients as 

regulatory B cells that are mobilized from the gut to the CNS to regulate neuroinflammation 

through the secretion of IL-10, suggesting their importance in MS pathophysiology14,15.  

Here, we show that RRMS patients present a lower concentration of IgA in their serum 

compared to HC. A lower concentration of IgA was also found in the serum of converted-CIS 

patients compared to non-converted patients. Although non-significant, a previous study has 

already observed a decreased concentration of IgA in both RRMS and CIS patients19.  

As expected, we found a higher concentration of IgG and IgM as well as a trend for a higher 

concentration of IgA in the CSF of MS patients, while the proportion of IgA among Igs was 

reduced. An inflammation of the blood-brain barrier is present in MS, therefore, Igs can 

passively diffuse to the CSF of patients, which may then explain the higher concentrations in 

MS patients. Moreover, an intrathecal production of Igs has been described in MS patients. 

Especially, most patients present a local synthesis of IgG, whereas a less frequent synthesis of 

IgM and IgA has also been observed20-24. Interestingly, some studies have found an association 

between an intrathecal synthesis of IgA and a good prognostic of the disease24-26. More 

precisely, this local production of IgA has been correlated to lesser progression of the disease 

and radiological inflammation, suggesting a protective effect of IgA-secreting cells infiltration 

in the CNS of MS patients24,26.  

Using a model of B cell differentiation, we found decreased proliferation and differentiation of 

B cells into plasmablasts as well as a decreased secretion of IgA in MS patients. Furthermore, 

we observed a lower frequency of IgA+ memory B cells in the blood of RRMS patients in 

relapse compared to HC. These results may suggest that a defect in B cells differentiation could 

be responsible of a decreased frequency and function of IgA-secreting cells in MS patients.  

Performing an RNA sequencing of IgA+ memory B cells, we found a differential expression of 

genes associated to cell cycle in MS patients, suggesting a lower proliferative capacity of IgA+ 

B cells in MS patients. Furthermore, transcriptome of IgA+ B cells allowed us to discriminate 
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in two distinct groups MS patients and HC, suggesting a specific signature of these cells in MS 

patients.  

Among differential expressed genes, we observed an upregulation of IL5RA by IgA+ B cells 

from MS patients compared to HC. This gene encodes the alpha chain of the IL-5 receptor. IL-

5 is a cytokine that has been described to induce the proliferation of IgA+ B cells and their 

secretion of IgA27-30. A study has also found that IL-5 induced the secretion of IL-10 by B cells, 

giving them regulatory functions31. Thus, IL-5 signaling seems to be essential for the 

differentiation of regulatory IgA+ plasma cells. However, as the cohort of this study is relatively 

small, further studies will be needed to determine the importance of IL5RA overexpression in 

IgA+ B cells from MS patients.    

Taken together, our findings suggest that IgA+ B cells, that have been described as a potential 

reservoir of regulatory B cells, are less functional in MS. With a specific transcriptome not 

observed in other Ig-secreting B cells, IgA+ B cells appear as an important component of B cell 

response in MS, which could be a target of future therapeutic strategies.  
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Figure 1 Decreased concentrations of IgA in the serum of RRMS patients.  

(A-E) Concentrations of IgA (A), IgG (B), IgM (C), IgA1 (D) and IgA2 (E) in the serum of untreated RRMS 

patients (n = 33) and HC (n = 16). (F-H) Concentrations of IgA (F), IgG (G) and IgM (H) in the serum of CIS 

patients who converted to MS (n = 32) and CIS who did not convert to MS (n = 12). 

All P-values were calculated using the non-parametric Mann-Whitney test. * P < 0.05; ** P < 0.01; **** P < 

0.0001.  
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Figure 2 Lower proportion of IgA in the CSF of MS patients.  

(A-C) Concentrations of IgA (A), IgG (B), IgM (C) in the CSF of untreated RRMS patients (n = 30) and NIND 

controls (n = 22). (D-F) Proportion of IgA (D), IgG (E) and IgM (F) among total Igs in the CSF of RRMS patients 

and NIND controls. 

All P-values were calculated using the non-parametric Mann-Whitney test. * P < 0.05; *** P < 0.001; **** P < 

0.0001.  
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Figure 3 Altered B cell differentiation leads to a decreased in IgA secretion in MS patients. 

(A) Experimental design of the model. At day 0, peripheral B cells were activated with anti-BCR, sCD40L, IL-2, 

and CpG. At day 4, activated B cells were cultured with IL-2, IL-4, and IL-10 to obtain plasmablats at day 6. (B-

C) Frequency of BrdU+ proliferating B cells (B), and CD27+CD38hi plasmablasts (C) at day 4 and day 6 from 

RRMS patients (n = 16) and HC (n = 13). (D-F) Concentrations of IgA (D), IgG (E), IgM (F) in B cells supernatant 

at day 6 from RRMS patients (n = 24) and HC (n = 26). 

All P-values were calculated using the non-parametric Mann-Whitney test. * P < 0.05; ** P < 0.001. 
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Figure 4 RNAseq analysis of IgA+ B cells discriminates MS patients and HC.  

(A) Frequency of IgA+ memory B cells from RRMS patients in relapse (n = 9), RRMS patients in remission (n = 

9) and HC (n = 17). (B-D) Clustering analysis of differential expressed genes in IgA+ (B), IgG+ (C) and IgM+ (D) 

memory B cells in RRMS patients in relapse (n = 5) and HC (n = 7). (E) Volcano-plot visualization of differentially 

expressed genes in IgA+ memory B cells between RRMS patients in relapse and HC. 

For flow-cytometric analysis, P-values were calculated using the non-parametric Mann-Whitney test. * P < 0.05 
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Table 1 Clinical and demographic characteristics of patients and controls. 
 

Cohort Subjects, n  Gender, female, 

n (%) 

Age in years, 

median (range)a 

Disease 

duration in 

months, median 

(range)b 

EDSS, median 

(range) 

Immunoglobulin measurement in the serum 

HC 16 11 (69) 39 (23-52) - - 

RRMSc 33 18 (55) 35 (22-63) 24 (23-50) 1.5 (0-6) 

CIS 12 7 (58) 42 (27-54) 36 (24-84) 0.5 (0-4) 

CIS > MS 32 23 (72) 33 (28-47) 28 (24-82) 1 (0-2) 

Immunoglobulin measurement in the CSF 

RRMS 30 16 (53) 35 (22-63) 24 (23-50) 1.5 (0-6) 

NIND 22 12 (55) 53 (37-75) - - 

B cell differentiation – phenotype analysis 

HC 13 10 (77) 40 (26-44) - - 

RRMS 16 10 (63) 40.5 (27-67) 72 (1-240) 2 (0-7.5) 

B cell differentiation – Immunoglobulin measurement 

HC 26 22 (85) 40 (21-51) - - 

RRMS 24 17 (71) 37 (25-67) 54 (0-240) 2 (0-7.5) 

Peripheral B cell phenotype 

HC 17 11 (65) 36 (21-51) - - 

RRMS in relapse 9 7 (78) 32 (18-54) 30 (0-120) 2.5 (1-7) 

RRMS in remission 9 8 (89) 30 (22-44) 60 (1-348) 0 (0-2) 

Memory B cells RNA sequencing analysis 

HC 7 4 (57) 33 (22-50) - - 

RRMS in relapse 5 5 (100) 32 (29-49) 6 (0-84) 2 (0-6) 
a At the time of sampling. 

b Time from diagnosis to sampling. 

c RRMS according to the McDonald (2017) criteria  

CIS = clinically isolated syndrome; EDSS = expanded disease severity score; HC = healthy 

controls; NIND = non-inflammatory neurological disease; RRMS = relapsing-remitting 

multiple sclerosis. 
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II. Article 2 : Les Tfh1 activés infiltrent le LCR de patients 

SEP en début de maladie 

 

L’implication des LB dans la physiopathologie de la SEP est opposée entre d’un côté des 

cellules aux fonctions délétères et de l’autre des cellules protectrices. Cette dichotomie 

fonctionnelle des LB semble suivre leur état de différenciation puisque les LB mémoires sont 

aujourd’hui considérés comme le principal réservoir de LB pro-inflammatoires tandis que les 

cellules sécrétrices d’anticorps représenteraient quant à eux la principale source de LB 

régulateurs. La différenciation des LB en LB mémoire ou plasmocyte semble donc cruciale 

dans l’implication qu’ont ces cellules dans la SEP. Par l’aide qu’ils apportent aux LB, les Tfh 

représentent une population de LT CD4+ aux fonctions primordiales dans la différenciation 

lymphocytaire B. Ces dernières années, de nombreuses études se sont intéressées à 

l’implication des Tfh dans différentes maladies auto-immunes, mais assez peu de données ont 

été rapportées dans la SEP. La présence de TLT dans les méninges de patients SEP de forme 

progressive suggère cependant une implication des Tfh dans la physiopathologie de la maladie. 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à caractériser le phénotype des Tfh en périphérie 

et dans le LCR de patients SEP. Nous n’avons pas retrouvé d’altération phénotypique des Tfh 

en périphérie chez les patients SEP de forme RR. Mais de manière intéressante, nous avons 

découvert que les Tfh infiltraient le LCR des patients avec un profil de Tfh1 activés. L’analyse 

de la capacité de migration de ces cellules à travers un modèle de BHE suggère que les Tfh1 

ont des capacités de migration vers le SNC accrues. Enfin, une analyse par RNAseq des Tfh 

infiltrant le LCR des patients a révélé que ces cellules avaient une signature de Tfh1 pro-

inflammatoires spécifique au LCR par rapport au sang apparié. 

La découverte de Tfh1 activés au sein du LCR de patients SEP dès les phases précoces de la 

maladie suggère que ces cellules pourraient contribuer localement à la réactivation de LB 

mémoires auto-réactifs et à la formation de TLT. Ainsi, les Tfh1 pourraient représenter une 

population d’intérêt pour l’entrée dans la phase progressive de la maladie.   

 

 

Les figures et tableaux sont présentés à la suite du texte. 
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Activated T follicular helper 1 cells infiltrate the cerebrospinal 

fluid in early multiple sclerosis 

Jérémy Morille1, Marion Mandon3,4, Stéphane Rodriguez3,4, Alexandra Garcia1, 

Sandrine Wiertlewski2, Laureline Berthelot1, Karin Tarte4, Céline Delaloy4, Patricia 

Amé4, David-Axel Laplaud1,2*, Laure Michel3,4,5*. 

Abstract  

Tertiary lymphoid structures and aggregates are reported in the meninges of patients with 

multiple sclerosis, especially at the progressive stage and are strongly associated to cortical 

lesions and disability. Besides B cells, these structures comprise follicular helper T cells (Tfh) 

that are crucial to support B cell differentiation. Tfh play a pivotal role in amplifying 

autoreactive B cells and promoting autoantibody production in several autoimmune diseases 

but very few is known in multiple sclerosis.  

In this study, we report an important infiltration of activated Tfh1 PD1+ cells inside the CSF of 

untreated relapsing-remitting multiple sclerosis patients at early stage of the disease that present 

a specific pro inflammatory signature on transcriptomic analyses compared to paired blood. Tfh 

trans-endothelial migration was also assessed, using an in vitro model of blood-brain barrier 

and allowed us to detect increased migration abilities of Tfh1 cells.  

The presence of activated Tfh1 cells inside the CSF of early multiple sclerosis patients suggests 

that they could contribute to the reactivation of autoreactive memory B cells directly inside the 

CNS and participate to the formation of tertiary lymphoid structures. 
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Introduction  

Multiple sclerosis is an autoimmune chronic disease of the CNS. Because of the decisive role 

of T cells in mouse models of experimental autoimmune encephalomyelitis, and their 

predominance in CNS infiltrates, these immune cells have long been considered as the key 

drivers in multiple sclerosis pathophysiology. This paradigm has been challenged by the clinical 

trials demonstrating the remarkable efficacy of B cell depleting therapies in relapsing-remitting 

multiple sclerosis (RRMS)1,2 with also a more controversial effect on disease progression3. 

Besides the intrathecal immunoglobulin synthesis, several studies reported the presence of 

meningeal B cell follicles, mainly in secondary progressive multiple sclerosis patients, that are 

strongly associated to cortical lesions and disability4-8, suggesting that these tertiary lymphoid 

structures (TLS) have a predominant role in the progressive phase of the disease. The discovery 

of meningeal aggregates as soon as the RR stage leads to believe that TLS start to build up early 

in the disease9.  

Tfh cells play a pivotal role in amplifying autoreactive B cells and promoting autoantibody 

production in several autoimmune diseases10. In humans, circulating Tfh cells (defined as 

CXCR5+ memory CD4+ T cells) represent the circulating counterpart of germinal center Tfh 

cells11. They are composed of distinct subsets characterized by differential expression patterns 

of the two chemokine receptors, CXCR3 and CCR6 and different B-helper abilities11. There 

are currently only very few publications about Tfh cells in multiple sclerosis patients12,13 but a 

recent study suggested the existence of CXCR5+CD4+ T cells inside the TLS of progressive 

multiple sclerosis patients14. 

In this study we showed that a specific subset of activated Tfh cells (CXCR3+ PD1+) infiltrates 

the CSF of RRMS patients. These Tfh1 cells present increased migration abilities to cross an 

in vitro model of blood-brain barrier. Performing an RNA sequencing analysis in patients with 

clinically isolated syndrome (CIS), we found that CSF-infiltrating cells have a pro-

inflammatory Tfh1 signature.  

The presence of activated Tfh1 cells inside the CSF of early multiple sclerosis patients suggests 

that they could contribute to the reactivation of autoreactive memory B cells directly inside the 

CNS and participate to the formation of TLS. 
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Materials and methods  

Patients and controls 

Samples from multiple sclerosis patients, healthy controls (HC), non-inflammatory 

neurological disease (NIND) controls and CIS patients were obtained from Nantes and Rennes 

multiple sclerosis expert centers. Multiple sclerosis patients were diagnosed according to the 

Mc Donald 2017 Criteria15. CIS is defined as the first inflammatory demyelination that can 

evolve to multiple sclerosis15.  

Patients had no disease modifying drugs for a period of at least 3 months before the sampling. 

All donors provided informed consent in compliance with the Declaration of Helsinki and our 

local university hospital ethical committee (Biomedicine Agency identification number PFS13-

003 and ethical committee n° 19.131-bis). Demographical and clinical characteristics of 

patients and HC are detailed in Table 1.  

 

Mononuclear cell isolation and flow cytometry analysis 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained after Ficoll density centrifugation 

(Sigma-Aldrich). CD4+ T cells were purified using negative selection on magnetic columns 

(CD4 T cell isolation kit, human; Miltenyi Biotec). Cells were stained with following anti-

human antibodies: CXCR5-BV605, CD45RA-FITC, CCR7-PE, CXCR3-BV711, CCR6-

PercpCy5.5, PD1-BUV737, CD25-BV786, CD127-BUV395 (BD Biosciences). For CSF 

samples and transmigration assays, CCR7-PE was replaced by a CD4-PE (Beckman Coulter). 

Cells were analyzed by flow cytometry (FACS Celesta, BD Biosciences). Dead cells were 

excluded from the analysis using Live/Dead Amcyan staining (Invitrogen). 

 

Luminex analysis 

The concentration of IL-6, IL-12p40, CXCL10, CXCL12a and CXCL13 were measured in the 

CSF of RRMS patients and NIND controls using an immune-assay multiplex technique based 

on the Luminex technology (Thermofischer).  

 

Transmigration assays 

Transmigration was assessed using the hCMEC/D3 cell line as an in vitro model of human 

blood-brain barrier (Merck Millipore). The day before the migration experiment, 3 x 105 

endothelial cells were seeded on a collagen-coated 3 μm pore size transwell (Falcon) in 
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EndoGRO medium (Merck Millipore) as previously described16. PBMCs were stained with 

following anti-human antibodies: CD4-PE, CD8-FITC (Beckman Coulter), CD3-APC/Fire 750 

(Biolegend). CD3+CD4+CD8- T cells were sorted (FACS Aria II, BD Biosciences). Then, 5 x 

105 CD4+ T cells were added in the upper chamber in complete RPMI medium. After 20h at 

37°C, migrated and non-migrated cells were collected. For both compartments, cells were 

stained as described above and analyzed by flow cytometry (FACS Celesta, BD Biosciences). 

Absolute number of cells was determined using BD Trucount tubes (BD Biosciences).  

 

Cell sorting and RNA purification 

Paired cells from the CSF and blood CD4+ T cells were stained with the following anti-human 

antibodies: CD4-APC, CD45RA-FITC (BD Biosciences), CXCR5-PeVio615 (Miltenyi 

Biotec). Tfh cells were defined as CD4+CD45RA-CXCR5+ T cells and sorted (FACSAria 

Fusion, BD Biosciences). RNA was isolated from sorted Tfh cells using NucleoSpin® RNA 

Plus XS kit (Macherey-Nagel). Total RNA concentration and integrity were assessed using the 

Agilent 2100 Bioanalyzer RNA Pico chip (Agilent Technologies). 

 

RNA sequencing analysis 

cDNA libraries were obtained using SMART-Seq® v4 Ultra® Low Input RNA Kit for 

Sequencing (Takara Bio) and were purified using SPRI select beads (Beckman Coulter). cDNA 

concentration and quality were assessed using the Agilent 2100 Bioanalyzer DNA high 

sensitivity chip (Agilent Technologies). Libraries preparation and sequencing were performed 

by Next Generation Sequencing Platform (Institut Curie Genomics, Paris, France). Briefly, 

libraries were obtained using KAPA HyperPlus kit (Roche) and sequenced with NovaSeq 6000 

(Illumina). Quality of sequencing data was monitored by FastQC. Reads were mapped to the 

human genome (GRCh37). Differential gene expression was performed on filtered genes 

(HTSfilter) using DESeq2 package (R software, version 3.6.3). Genes were declared 

differentially expressed with a false discovery rate < 5% and fold change >= 1.5 in CSF-

infiltrating Tfh cells compared to circulating Tfh cells. Hierarchical clustering was generated 

using Ward method. Pathway analysis was performed using Metascape software17.  

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using Graphpad Prism Software, version 8.4. A two-tailed 

Mann-Whitney test was performed to compare two independent groups and a Kruskal-Wallis 
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test with Dunn’s multiple comparisons test was performed to compare more than two 

independent groups. A Wilcoxon matched-pairs signed rank test was performed to compare 

two paired samples and a Friedman test with Dunn’s multiple comparisons test was performed 

to compare more than two paired samples. P-values < 0.05 were considered significant. 

 

Data availability  

RNAseq dataset of Tfh cells in the CSF and paired blood from CIS patients has been deposited 

in NCBI’s Gene Expression Omnibus and is accessible through GEO Series accession number 

GSE173084. 
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Results  

No alterations in the phenotype of circulating Tfh cells in RRMS 

patients 

We analyzed the phenotype of circulating Tfh cells in untreated RRMS patients sampled during 

relapse or remission compared to HC. Circulating Tfh cells include several populations with 

unique phenotypes and functions. Differential expression of CXCR3 and CCR6 by Tfh cells 

allows to define Tfh1 (CXCR3+CCR6-), Tfh2 (CXCR3-CCR6-), Tfh17 (CXCR3-CCR6+) and 

Tfh1.17 (CXCR3+CCR6+) cells11 (Fig. 1A). Apart from Tfh cell subsets, circulating follicular 

regulatory T (Tfr) cells can be identified using extra cellular markers as CD25hiCD127low (Fig. 

1A). We did not find any difference in RRMS patients compared to HC in terms of total 

circulating Tfh, Tfr, Tfh1, Tfh2, Tfh17 and (Tfh2+Tfh17)/Tfh1 ratio (known as helping ratio) 

(Fig. 1B-I).  

 

Activated PD1+ Tfh1 cells infiltrate the CSF of early RRMS 

patients  

We next investigated the frequency and phenotype of Tfh cells infiltrating the CSF compared 

to paired blood of untreated early RRMS patients. We found a significant infiltration of Tfh 

cells inside the CSF in higher frequency compared to paired blood (median: 15.15% in CSF vs 

8.16% in blood, P = 0.002; Fig. 2A). CSF-infiltrating Tfh cells were mainly composed of Tfh1 

cells with a high expression of PD1 (median: 41.8% in CSF vs 29.15% in blood, P = 0.002 for 

Tfh1; 47.3% in CSF vs 17.15% in blood, P = 0.002 for PD1+ Tfh1 cells; Fig. 2F-G). We also 

found an increased frequency of Tfh1.17 cells in the CSF (median: 11.85% in CSF vs 8.4% in 

blood, P = 0.0098; Fig. 2F). 

 

Migrated Tfh cells across a model of blood-brain barrier present a 

Tfh1 profile 

To investigate the ability of Tfh cells to migrate into the CNS, we analyzed the phenotype of 

migrated CD4+ T cells using an in vitro model of blood-brain barrier (hCMEC/D3 cell line). 

First, we found an increased frequency of Tfh cells in the migrated compartment compared to 

non-migrated CD4+ T cells (median: 13.35% in migrated cells vs 7.95% in non-migrated cells, 

P = 0.0002; Fig. 3A). An increased frequency of activated PD1+ Tfh cells was also observed in 
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migrated cells (median: 16.3% in migrated cells vs 11.13% in non-migrated cells, P = 0.0081; 

Fig. 3B). Then, looking at the different Tfh subsets, we found a significant increased frequency 

of Tfh1 cells and a decreased frequency of Tfh17 in migrated cells (median: 36.48% in migrated 

cells vs 27.4% in non-migrated cells for Tfh1 cells, P = 0.0005, and 29.38% in migrated cells 

vs 35.23% in non-migrated cells for Tfh17 cells, P = 0.0035; Fig. 3D). Although non-

significant, we observed a trend to an increased frequency of Tfh1.17 cells in migrated cells 

(median: 12.83% in migrated cells vs 9.27% in non-migrated cells, P = 0.1365; Fig. 3D). 

Using Luminex assays, we confirmed that CXCL10 (CXCR3 ligand), CXCL13 (CXCR5 

ligand) and IL-12p40 (a cytokine important for Th1 differentiation) are highly secreted inside 

the CSF of RRMS patients compared to NIND and thereby that inflamed CNS is attractive for 

Tfh1 cell migration (median: 111.5 pg/ml in RRMS patients vs 32.79 pg/ml in NIND, P = 

0.0006 for CXCL10 concentration; 16.75 pg/ml in RRMS patients vs 3.3 pg/ml in NIND, P < 

0.0001 for CXCL13 concentration; and 0.76 pg/ml in RRMS patients vs 0.22 pg/ml in NIND, 

P < 0.0001 for IL-12p40; Fig. 3E-G). We also observed higher concentrations of IL-6 and 

CXCL12a in the CSF of RRMS patients compared to NIND controls (median: 5.86 pg/ml in 

RRMS patients vs 0 pg/ml in NIND, P = 0.0198 for IL-6 concentration; 722.8 pg/ml in RRMS 

patients vs 480 pg/ml in NIND, P = 0.0395 for CXCL12a concentration; Fig. 3H-I). 

 

RNAseq analysis reveals a proinflammatory Tfh1 signature in the 

CSF of CIS patients 

To further characterize CSF-infiltrating Tfh cells, we performed an RNA sequencing analysis 

of sorted Tfh cells from CSF and paired blood of 8 CIS patients. At last follow-up, six had 

converted to RRMS and two remained CIS but with high risk of conversion (at least two typical 

CNS lesions) (table 1). 

We found 129 genes differentially expressed in CSF-infiltrating Tfh compared to paired blood 

(Fig. 4A). Using a hierarchical clustering analysis, we were able to discriminate Tfh cells 

according to the compartment (CSF or blood), suggesting a specific signature of CSF-

infiltrating Tfh cells in CIS patients (Fig. 4B).  

Among the differentially expressed genes, specific genes of Tfh1 subset were found in CSF-

infiltrating Tfh cells. Especially, CXCR3 (fold-change 2.16), CXCR6 (fold-change 3.26), the 

transcription factor Tbx21 (also known as Tbet, fold-change 2.2) and Eomes (eomesodermin, 

fold-change 2.65) were significantly enriched in the CSF (Fig. 4C). 
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Gene enrichment analysis performed using Metascape software revealed significant pathways 

implicated in Tfh signaling in CSF, including Chemokine receptors bind chemokines 

(Reactome Gene Set R-HSA-380108), Lymphocyte Activation pathway (GO:0046649) and the 

canonical pathway IL-12 signaling (M54) (Fig. 4D).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats 

 85 

Discussion  

Tfh cells are extensively studied in many autoimmune diseases due to their major role in B cell 

help. In multiple sclerosis, there are several lines of evidence demonstrating the involvement 

of B cells in the disease course. In this prospective study, we report a significant infiltration of 

Tfh1 cells, with a specific proinflammatory transcriptomic signature, inside the CSF of CIS 

patients, pointing out their probable direct implication in CNS inflammation as soon as the 

beginning of the disease.  

Circulating Tfh cells include several populations with unique phenotypes and functions. These 

cells have distinct roles in B cell differentiation: Tfh2 and Tfh17 can support activated naïve B 

cells to produce immunoglobulins and to switch isotype through IL-21 secretion18. In contrast, 

blood memory Tfh1 cells lack the capacity to help naïve B cells10 while ICOS+PD1+ Tfh1 cells 

can induce memory B cells to differentiate into plasma cells19. This classification has been 

applied to determine Tfh response in many autoimmune diseases20 and after vaccinations19.  

There are only few studies exploring the circulating Tfh phenotype in multiple sclerosis. As in 

our data, most of these studies did not report alterations on Tfh cells frequencies in untreated 

RRMS patients21-22.  

Among Tfh cells, Tfh1 cells are the main source of IFNγ that significantly contributes to the 

formation of TLS23 and have been implicated in the reactivation of memory B cells. In our 

study, we report a significant infiltration of Tfh cells in the CSF of early RRMS patients, in 

accordance with another study24 with an increased proportion of PD1+ Tfh1 cells. Migration 

assays allowed us to suggest that Tfh1 cells are more prone to cross endothelial barrier than 

other Tfh subtypes, which, associated to the increased Tfh1 ligands expression in CSF, may 

explain Tfh1 enrichment inside the inflamed CNS of multiple sclerosis patients. We also found 

an increased frequency of Tfh1.17 cells in the CSF of multiple sclerosis patients. Recently, van 

Langelaar et al. described that Th1.17 cells infiltrate the CSF of multiple sclerosis patients with 

an increased secretion of inflammatory cytokines and associated to disease activity25. These 

data suggest that, as in CD4 T cells, Tfh1.17 cells may be a reservoir of pro-inflammatory cells 

important in multiple sclerosis pathogenesis.25 TLS are locally inducible leukocyte aggregates 

that form in chronically inflamed non-lymphoid tissues and share cellular and organizational 

similarities with secondary lymphoid organs. TLS arise within the target tissues of many 

autoimmune diseases and certain sites of chronic infection. In fact, TLS have been described in 

about 40% of secondary progressive multiple sclerosis patients and are strongly correlated to 

cortical lesions and higher disability5. These TLS are classically composed of B cells, T cells, 
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follicular dendritic cells and plasma cells. Recently, Bell et al. reported the presence of 

CD4+CXCR5+ T cells inside these TLS suggesting the presence of Tfh cells14.  

RNAseq analysis allowed us to determine a specific proinflammatory signature of the 

infiltrating Tfh cells. Especially, CSF-infiltrating Tfh cells upregulate Eomes gene which is a 

transcription factor involved in Th1 polarization and IFNγ secretion26. Eomes+ CD4+ T cells 

have already been shown as inflammatory cells involved in chronic neuroinflammation in mice 

models and were found enriched in the blood and the CNS of secondary progressive multiple 

sclerosis patients27,28. 

Among the pathways found by metascape analysis: chemokine receptors binding, lymphocyte 

activation and IL-12 signaling suggest that CSF-infiltrating Tfh cells in CIS patients are more 

activated cells compared to the paired blood cells. Interestingly, IL-12 is a central cytokine in 

the differentiation of Th1 cells, and some studies have reported an increased level of IL-12 in 

the serum the brain of patients with severe disease29,30.  

Taken together, our results suggest that as soon as the disease begins, activated Tfh1 cells may 

have a predominant role inside the CNS inducing the formation of TLS and participating locally 

to memory B-cell reactivation. Eomes transcription factor and IL-12 pathway were found as 

potential keys in multiple sclerosis development. 
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Figure 1 No difference in circulating Tfh cells phenotype in RRMS patients.  

(A) From left to right, representative flow-cytometric analysis of Tfh cells, Tfr cells and Tfh subsets (Tfh1, Tfh2, 

Tfh17 and Tfh1.17 cells). (B-D) Frequencies of Tfh (B), Tfr (C) and PD1+ Tfh cells (D) from untreated RRMS 

patients in relapse (n = 18), RRMS patients in remission (n = 23) and HC (n = 39). (E) Helping ratio consisting of 

(Tfh2+Tfh17)/Tfh1 ratio in multiple sclerosis patients and HC. (F-I) Frequencies of Tfh1 (F), Tfh2 (G), Tfh17 

(H) and Tfh1.17 (I) cells from multiple sclerosis patients and HC.  

All P-values were calculated using the non-parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test. 

* P < 0.05. Bars indicate the mean ± SEM. 
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Figure 2 Activated PD1+ Tfh1 cells infiltrate the CSF of RRMS patients.  

(A-B) Frequencies of Tfh (A) and Tfr cells (B) in the CSF compared to paired blood of untreated RRMS patients 

at the onset of the disease (n = 10). (C) Representative dot plots of Tfh1, Tfh2, Tfh17 and Tfh1.17 cells in the 

blood and the CSF. (D) Frequency of PD1+ Tfh cells among Tfh cells in CSF and blood. (E) Helping ratio in the 

CSF compared to paired blood. (F-G) Frequencies of Tfh subsets among Tfh cells (F) and PD1+ cells among Tfh 

subsets (G) in the CSF compared to paired blood. 

All P-values were calculated using the non-parametric Wilcoxon matched-pairs signed rank test. * P < 0.05; ** P 

< 0.01. Bars indicate the mean. 
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Figure 3 Migrated Tfh cells across an in vitro model of blood-brain barrier present a Tfh1 profile.  
(A-B) Frequencies of Tfh (A) and PD1+ Tfh cells (B) among CD4+ T cells in migrated compartment, non-migrated 

compartement and before the migration assay (n = 8 HC). (C) Representative dot plots of Tfh1, Tfh2, Tfh17 and 

Tfh1.17 cells in the migrated and non-migrated compartments. (D) Frequencies of Tfh1, Tfh2, Tfh17 and Tfh1.17 

cells among Tfh cells in migrated compartment, non-migrated compartment and before the migration assay (n = 8 

HC). (E-I) Luminex analysis of the concentration of CXCL10 (E), CXCL13 (F), IL-12p40 (G), IL-6 (H) and 

CXCL12a (I) in the CSF of RRMS patients (n = 22) and NIND controls (n = 8). 

For migration assays, P-values were calculated using the non-parametric Friedman test with Dunn’s multiple 

comparisons test. For Luminex analysis, P-values were calculated using the non-parametric Mann-Whitney test. 

* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001. Bars indicate the mean ± SEM. 
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Figure 4 RNAseq analysis reveals a proinflammatory Tfh1 signature of CSF-infiltrating Tfh cells of CIS 

patients.  

(A) Volcano-plot visualization of differentially expressed genes between CSF compartment and paired blood Tfh 

cells (significancy defined as fold-change ≥ 1.5, adjusted P-value ≤ 0.05). (B) Clustering analysis of differentially 

expressed genes of CSF-infiltrating Tfh cells compared to blood Tfh cells in CIS patients. Red and blue represent 

low and high expression levels, respectively. (C) Representative plots of normalized gene counts for specific genes 

of Tfh1 cells (CXCR3, CXCR6, Tbx21, Eomes). (D) Pathways implicated in CSF-infiltrating Tfh cells. Analysis 

was performed using Metascape software.  
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Table 1 Clinical and demographic characteristics of patients and controls. 
Cohort Subjects, n  Form of 

disease, n 

Gender, 

female, n 

(%) 

Age in 

years, 

median 
(range)a 

Disease 

duration in 

months, 
median 

(range)b 

EDSS, 

median 

(range) 

Diagnosis at 

last follow-

up 

Peripheral Tfh cell phenotype  

HC 39 - 28 (70) 36 (21-51) - -  

RRMS in 

relapsec 

18 - 13 (72) 32 (18-54) 1 (0.25-240) 2 (1-7)  

RRMS in 

remission 

23 - 19 (80) 36 (22-53) 24 (1-348) 1 (0-3.5)  

Tfh cell phenotype in CSF and paired blood  

RRMS 10 RRMS in 

relapse, 7 

6 (60) 

 
 

 

30 (18-46) 0.75 (0.3-

144) 

1.25 (0-2)  

RRMS in 
remission, 3 

 

Transmigration assays of Tfh cells   

HC 8 - 8 (100) 37 (22-44) - -  

Luminex analysis of cytokines and chemokines concentration in the CSF  

NIND 8 - 5 (63) 36 (23-49) - -  

RRMS 22 RRMS in 

relapse, 11 

15 (68) 29.5 (23-

46) 

0.9 (0-84) 1 (0-4)  

RRMS in 

remission, 

11 

 

RNAseq analysis of CSF-infiltrating Tfh cells  

CIS 8 Relapse, 7 6 (75) 24.5 (18-

44) 

0.5 (0.1-2) 2.5 (0-7) 6 multiple 

sclerosis 

conversion,  

2 high risk 

CIS 
 

a At the time of sampling. 

b Time from diagnosis to sampling. 

c  RRMS according to the McDonald (2017) criteria. 

EDSS = expanded disease severity score; HC = healthy controls; RRMS = relapsing-remitting 

multiple sclerosis; PMS = progressive multiple sclerosis; NIND = non-inflammatory 

neurological disease; CIS = Clinically isolated syndrome 
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Discussion et perspectives 
 

A. Étude de la différenciation lymphocytaire B et de la réponse 

humorale à IgA dans la SEP 

 

La SEP a longtemps été considérée comme étant principalement dirigée par les LT, mais 

l’implication des LB dans la physiopathologie de la maladie est désormais admise, comme ont 

pu en attester l’efficacité radiologique et clinique des traitements éliminant les LB (Hauser et 

al., 2017 ; Montalban et al., 2017). Une certaine hétérogénéité de fonctions existe au sein des 

LB selon leur état de différenciation (LB naïfs, mémoires, plasmocytes). Concernant leur 

implication dans la SEP, les LB mémoires sont ainsi considérés aujourd’hui comme le réservoir 

de LB aux fonctions plus délétères, notamment par des capacités accrues de sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires ou de présentation de l’antigène aux LT (Li et al., 2015 ; Jelcic 

et al., 2018). Ainsi, en éliminant ces LB mémoires, les traitements anti-CD20 (rituximab, 

ocrelizumab, ofatumumab) permettraient de réduire l’inflammation directement par une 

suppression de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les LB mémoires, et 

indirectement en réduisant l’activité des LT initialement promue par ces cellules (Bar-Or et al., 

2010 ; Li et al., 2015 ; Jelcic et al., 2018).  

D’un autre côté, des LB aux fonctions régulatrices ont été décrits ces dernières années, et bien 

qu’un phénotype commun à ces LB régulateurs n’ait pas encore été identifié, certaines études 

ont mis en évidence dans des modèles animaux, mais également chez l’homme, que les cellules 

sécrétrices d’anticorps (plasmablastes et plasmocytes) constituaient le principal réservoir de LB 

régulateurs (Matsumoto et al., 2014 ; Shen et al., 2014 ; Lino et al., 2018). Pour rappel, 

l’atacicept, une protéine de fusion entre le récepteur TACI et une Ig bloquant la maturation des 

LB en plasmocytes, avait échoué dans la prise en charge de la SEP RR et avait même conduit 

à une exacerbation de la maladie chez certains patients (Kappos et al., 2014). Il est alors 

intéressant de noter que la liaison du récepteur TACI avec son ligand APRIL a été mis en 

évidence comme induisant la différenciation des LB en plasmocytes sécréteurs d’IgA (Sakurai 

et al., 2007). Récemment, une étude a même montré que la liaison d’APRIL avec TACI 

induisait une différenciation de LB naïfs en LB à IgA sécréteurs d’IL-10 (Fehres et al., 2019). 

Dans cette même étude, ces LB régulateurs induits par APRIL permettaient de réduire 

l’inflammation observée dans un modèle EAE, suggérant alors le potentiel protecteur de ces 
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LB régulateurs à IgA dans la SEP (Fehres et al., 2019). Ainsi, alors que les traitements anti-

CD20 pourraient être efficaces grâce à l’élimination de LB mémoires pro-inflammatoires, 

l’atacicept pourrait quant à lui avoir échoué dans la prise en charge de la maladie par l’inhibition 

de la différenciation de LB en plasmocytes à IgA régulateurs.  

Le potentiel régulateur des plasmocytes à IgA nous a donc amenés à nous intéresser à la réponse 

humorale à IgA dans la SEP. Nous avons ainsi pu observer une concentration plus faible des 

IgA dans le sérum des patients SEP RR par rapport à des témoins sains. Une concentration 

diminuée des IgA sérique a également été retrouvée chez les patients SCI ayant définitivement 

converti vers une SEP par rapport à des patients SCI n’ayant pas converti. Bien que de manière 

non significative, une précédente étude avait déjà retrouvé une concentration plus faible des 

IgA dans le sérum de patients SEP et SCI (Trend et al., 2018). Ces résultats peuvent suggérer 

qu’il existe un défaut fonctionnel des cellules sécrétrices d’IgA chez les patients SEP 

conduisant à cette concentration réduite des IgA observée en périphérie.  

Comme la SEP est une maladie affectant le SNC, nous avons analysé la concentration des IgA 

dans le LCR de patients SEP et de contrôles neurologiques non-inflammatoires. De manière 

attendue, nous avons retrouvé une concentration plus élevée des IgG et IgM ainsi qu’une 

tendance à une concentration plus forte des IgA chez les patients SEP, tandis que la proportion 

des IgA au sein des Igs était quant à elle réduite. Une inflammation de la BHE étant présente 

dans la SEP, les Igs peuvent diffuser passivement vers le LCR des patients, pouvant alors 

expliquer les concentrations plus importantes chez les patients SEP. De plus, une synthèse 

intrathécale d’Igs a pu être décrite et bien caractérisée chez les patients SEP. Ainsi, une synthèse 

locale d’IgG est présente chez une majorité de patients alors que la sécrétion d’IgM et d’IgA, 

bien que décrites, semblent moins fréquentes (Lolli et al., 1989 ; Reiber et al., 1998 ; Leary et 

al., 2000 ; Gasperi et al., 2019 ; Klein et al., 2019). La majorité des recherches portant sur la 

réponse humorale dans la SEP se sont intéressées aux IgG et aux IgM, mais assez peu aux IgA. 

Cependant, il est intéressant de noter que différentes études ont pu associer la synthèse 

intrathécale d’IgA à un bon pronostic de la maladie (Sellebjerg et al., 1998 ; Abdelhak et al., 

2017 ; Klein et al., 2019). En effet, la production locale d’IgA a pu être associée des 

concentrations plus faibles de MBP dans le LCR des patients, suggérant ainsi un effet protecteur 

des IgA sur la démyélinisation (Sellebjerg et al., 1998). De même, une corrélation négative 

entre cette sécrétion d’IgA dans le LCR et la progression de la maladie chez des patients de 

forme PP a pu être observée (Abdelhak et al., 2017). Enfin, plus récemment, les travaux de 

Klein et al. ont mis en évidence que la synthèse intrathécale d’IgA, bien que rare, était associée 
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à une inflammation radiologique moins importante des patients, suggérant l’aspect protecteur 

d’une infiltration de cellules sécrétrices d’IgA au sein du SNC (Klein et al., 2019).   

Afin de mieux étudier ces cellules sécrétrices d’anticorps dans la SEP, nous avons utilisé un 

modèle de différenciation des LB in vitro nous donnant accès à des plasmablastes (Le Gallou 

et al., 2012 ; Chesneau et al., 2014). Nous avons ainsi pu observer une réduction de la 

prolifération et de la différenciation des LB en plasmablastes ainsi qu’une sécrétion plus faible 

des IgA par les LB des patients SEP. Les résultats obtenus à l’aide de ce modèle peuvent laisser 

penser qu’il existerait chez les patients SEP un défaut intrinsèque dans la différenciation des 

LB conduisant à une différenciation altérée des plasmocytes à IgA et à la sécrétion réduite 

d’IgA que nous avons observée.  

Nous avons par la suite retrouvé une fréquence amoindrie des LB mémoires à IgA chez les 

patients en cours de poussée inflammatoire comparés à des témoins sains. Afin de mieux 

caractériser ces cellules, une analyse transcriptomique par RNAseq a été réalisée et nous a 

permis d’identifier des gènes différemment exprimés entre patients SEP et témoins sains. 

Certains de ces gènes étant liés au cycle cellulaire, leur différence d’expression pourrait 

indiquer une réduction de la capacité proliférative de ces cellules chez les patients SEP. Parmi 

les gènes différemment exprimés, il est intéressant de noter que le gène IL5RA a été identifié 

comme surexprimé par les LB à IgA des patients SEP. Ce gène code pour la chaîne alpha du 

récepteur à l’IL-5, une cytokine induisant la prolifération des LB à IgA et leur sécrétion d’IgA 

(Harriman et al., 1988 ; Schoenbeck et al., 1989 ; Sonoda et al., 1992 ; Hashigushi et al., 2020). 

Par ailleurs, une étude a mis en évidence que l’IL-5 permettait d’induire la sécrétion d’IL-10 

par les LB, leur conférant alors des fonctions régulatrices (Klinker et al., 2013). Ainsi, la 

signalisation de l’IL-5 semble primordiale dans l’induction de LB à IgA régulateurs. Toutefois, 

la surexpression du récepteur à l’IL-5 par les LB à IgA des patients peut alors sembler 

contradictoire. Pourrait-elle signifier qu’en contexte d’inflammation chronique les LB à IgA 

tendent à s’orienter vers un profil régulateur ? La cohorte de cette étude étant de taille 

relativement restreinte, des études plus approfondies seront nécessaires afin de déterminer 

l’importance de la surexpression du récepteur à l’IL-5 au sein des LB à IgA des patients. Enfin, 

grâce à notre analyse RNAseq, nous avons été en mesure de discriminer en deux groupes 

distincts les patients et témoins sains à partir du profil transcriptomique des LB à IgA, mais pas 

à partir de celui des LB à IgG ou IgM. Ce résultat suggère donc qu’il existerait une signature 

spécifique aux LB à IgA chez les patients SEP et renforce l’intérêt que peuvent avoir ces 

cellules dans la maladie.  
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Deux études récentes ont permis d’apporter quelques réponses quant au rôle des cellules 

sécrétrices d’IgA dans la SEP. La première de ces études a mis en évidence à l’aide d’un modèle 

EAE qu’un recrutement des plasmocytes à IgA avait lieu au cours de l’inflammation. Ces 

cellules quittaient en effet l’intestin et migraient vers le SNC des animaux où elles régulaient 

localement la neuro-inflammation par la sécrétion d’IL-10 (Rojas et al., 2019). Plus récemment, 

Pröbstel et al. ont retrouvé chez l’homme cette fois une clonalité partagée des LB à IgA entre 

la périphérie et le LCR des patients SEP, suggérant de possibles échanges de ces cellules entre 

les compartiments (Pröbstel et al., 2020). Dans cette même étude, des infiltrats de plasmocytes 

à IgA exprimant l’IL-10 ont été identifiés dans le SNC de patients SEP, suggérant que, à l’instar 

de ce qui avait été montré chez l’animal, les plasmocytes régulateurs à IgA infiltrent le SNC 

afin de réguler localement la neuro-inflammation. De manière intéressante, ces deux études 

s’étaient également intéressées à la spécificité antigénique des plasmocytes à IgA et ont 

retrouvé une réactivité contre des antigènes de bactéries issues du microbiote intestinal mais 

pas contre des antigènes du SNC. Ainsi, les plasmocytes régulateurs à IgA pourraient être 

induits en contact du microbiote intestinal et seraient mobilisés lors de l’inflammation 

chronique pour venir réguler localement cette inflammation du SNC.  

Les différents résultats de notre étude tendent à montrer qu’il existe un défaut fonctionnel des 

LB à IgA chez les patients SEP. Ces cellules sont en effet retrouvées moins fréquentes en 

périphérie chez les patients en poussée et la sécrétion d’IgA est plus faible à la fois dans le 

sérum des patients SEP et après induction d’une différenciation de LB en plasmablastes. Nous 

pouvons donc penser que les LB à IgA, décrits comme cellules régulatrices importantes dans 

la neuro-inflammation, ont une fonction altérée chez les patients SEP. Le microbiote intestinal 

étant important dans le développement des plasmocytes régulateurs à IgA, il semble nécessaire 

de mieux étudier l’implication du microbiote dans la physiopathologie de la SEP et les 

interactions qu’il peut avoir avec les cellules immunitaires. Des études plus approfondies de la 

réponse humorale à IgA et une meilleure caractérisation des LB à IgA exprimant le récepeur à 

l’IL-5 sont en cours afin de mieux comprendre leur importance dans la physiopathologie de la 

SEP.  

Une hypothèse du rôle des plasmocytes à IgA dans la physiopathologie de la SEP est illustrée 

dans la figure 8. 
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Figure 8 : Hypothèse sur le rôle des plasmocytes à IgA dans la SEP.  

Les plasmocytes à IgA se développent dans la musqueuse intestinale où ils permettent l’homéostasie entre hôte et 

microbiote par la neutralisation des bactéries commensales. Une population de plasmocytes à IgA aux fonctions 

régulatrices passant par la sécrétion d’IL-10 a récemment été décrite. En contexte neuro-inflammatoire (EAE, 

SEP), ces cellules quitteraient l’intestin (1), passeraient en périphérie puis migreraient vers le SNC (2) afin de 

réguler localement la neuro-inflammation (3). Un défaut fonctionnel des plasmocytes régulateurs à IgA pourrait 

alors être présent chez les patients SEP. 

Cette figure a été réalisée à l’aide de BioRender. 
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B. Caractérisation des Tfh et de leur implication dans la SEP 
 

Comme nous avons pu le voir, le rôle des LB dans la physiopathologie de la SEP est aujourd’hui 

reconnu, mais une dichotomie entre cellules pro-inflammatoires et cellules régulatrices semble 

avoir son importance. Cette hétérogénéité fonctionnelle des LB semble par ailleurs suivre l’état 

de différenciation de ces cellules, puisque les LB mémoires sont à ce jour considérés comme le 

réservoir principal de cellules pro-inflammatoires au sein des LB alors que les cellules 

sécrétrices d’anticorps semblent quant à elles constituer la principale source de LB régulateurs. 

Il est intéressant de noter que le choix de la différenciation des LB en LB mémoires ou en 

cellules sécrétrices d’anticorps se fait dans les CG sous la direction de différents signaux 

apportés par les FDC et Tfh. Les fonctions des Tfh et les signaux qu’ils transmettent aux LB 

semblent différer selon les sous-populations, les Tfh2 et Tfh17 étant ainsi considérés comme 

plus à même d’aider les LB naïfs à se différencier en plasmocytes, tandis que les Tfh1 semblent 

inaptes à apporter cette aide aux LB naïfs, mais pourraient par contrer aider à réactiver les LB 

mémoires (Bentebibel et al., 2013 ; Schmitt et al., 2014 ; Ueno et al., 2015). 

De nombreuses études se sont donc intéressées ces dernières années au rôle des Tfh dans les 

maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoïde ou le lupus par exemple (Gensous 

et al., 2018). Bien que certains travaux aient été publiés dans la SEP, nous ne pouvons tirer de 

réel consensus des données apportées pour le moment. Cependant, la découverte de TLT au 

sein des méninges de patients de forme SP, ces structures reproduisant l’organisation des OLS 

avec une différenciation locale des LB, soutient l’idée que les Tfh ont un rôle probablement 

important dans la maladie.  

Notre étude s’est donc intéressée à caractériser le phénotype des Tfh en périphérie au sein d’une 

cohorte de patients SEP RR en comparaison à des témoins sains. Comme cela avait déjà pu être 

décrit, nous n’avons pas retrouvé de différence significative dans le phénotype des Tfh 

circulants entre les patients et les témoins sains (Romme Christensen et al., 2013 ; Cunill et al., 

2018 ; Huber et al., 2020).  

Comme la SEP est une maladie affectant le SNC, nous nous sommes intéressés à déterminer si 

les Tfh infiltrent le LCR des patients et avec quel phénotype. En analysant par cytométrie en 

flux le même phénotype des Tfh entre le LCR et le sang apparié de patients RR en début de 

maladie, nous avons d’abord observé que les Tfh infiltrent le LCR des patients avec une 

fréquence plus élevée que celle du sang apparié. Concernant le phénotype des Tfh infiltrant le 

LCR, nous retrouvons une augmentation de la fréquence des Tfh1 PD1+ par rapport au sang 
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apparié. Ce résultat rejoint les travaux récents de Schafflick et al. qui, à l’aide d’une analyse 

par RNAseq sur cellule unique, ont retrouvé une surreprésentation des Tfh PD1+ au sein du 

LCR des patients SEP (Schafflick et al., 2020). La surexpression de PD1 par les Tfh du LCR 

par rapport au sang apparié indique que ces cellules ont un profil plus activé, semblant se 

rapprocher de celui des Tfh du CG qui sont caractérisés par une forte expression de PD1. 

L’infiltration de Tfh1 dans le LCR peut sembler contradictoire avec la fonction peu importante 

de ces cellules dans l’aide apportée à la différenciation des LB naïfs, cependant il a été démontré 

que les Tfh1 constituent la population de Tfh la plus efficace pour réactiver des LB mémoires 

et les aider à se différencier en plasmocytes (Bentebibel et al., 2013). D’une part, Domeier et 

al. ont mis en évidence que la signalisation apportée par l’IFNγ aux LB est nécessaire à la 

formation spontanée de CG auto-réactifs, et d’autre part les Tfh1 ont été décrits comme la 

principale population sécrétrice d’IFNγ parmi les Tfh (Morita et al., 2011 ; Domeier et al., 

2016). Ces données suggèrent donc que, bien que peu efficaces pour aider les LB naïfs à se 

différencier en plasmocytes, les Tfh1 auraient un rôle prépondérant dans la formation de TLT 

par la sécrétion d’IFNγ, cette formation de TLT leur permettant alors de réactiver des LB 

mémoires localement et les aider à se différencier en plasmocytes.  

Les TLT ayant été observés chez des patients de forme SP et étant associés à la gravité de la 

maladie, on peut donc imaginer que dès les stades précoces de la maladie les Tfh infiltrent le 

SNC des patients avec un profil activé de Tfh1 où ils participent à l’inflammation locale, 

notamment via la sécrétion d’IFNγ. Ces Tfh1 contribueraient alors à la formation de ces TLT 

et à la réactivation et différenciation in situ des LB mémoires, une population de LB considérée 

comme pathogénique dans la SEP. Récemment, les travaux de Bell et al. ont mis en évidence 

la présence de LT CD4+CXCR5+ au sein des lésions du SNC de patients de forme progressive 

et dans les TLT de patients de forme SP (Bell et al., 2020). Ces données renforcent donc l’idée 

que les Tfh infiltrent le SNC des patients et sont localisés au sein des TLT des patients. Des 

études histologiques sont en cours au sein de notre équipe de recherche afin de déterminer si 

nous retrouvons aussi des infiltrats de Tfh dans le SNC des patients, mais également pour savoir 

si ces cellules y ont un phénotype de Tfh1 comme observé dans le LCR en début de maladie. 

L’analyse du phénotype des LT CD4+ après migration à travers un modèle de barrière hémato-

encéphalique a mis en évidence une fréquence significativement plus élevée des Tfh1 parmi les 

cellules ayant migrées par rapport à celles qui n’ont pas migré. Ces résultats suggèrent que les 

Tfh1 sont une population de Tfh ayant des capacités de migration accrues vers le SNC et sont 

en lien avec le phénotype observé dans le LCR des patients SEP RR en début de maladie. Par 

ailleurs, après analyse par Luminex de la concentration de différentes cytokines et chémokines 
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dans le LCR de patients SEP et contrôles neurologiques non-inflammatoires, nous avons pu 

observer chez les patients SEP des concentrations plus élevées d’IL-6, IL-12, CXCL10, 

CXCL12a et CXCL13, comme cela avait pu être décrit par le passé (Khaibullin et al., 2017 ; 

Magliozzi et al., 2018). Les taux élevés de ces cytokines et chémokines confirment que le LCR 

des patients SEP est un milieu inflammatoire, propice à l’infiltration, la survie, l’activation et 

la différenciation de cellules immunitaires. De manière intéressante, l’IL-12 est connue comme 

étant une cytokine majeure dans la différenciation des LT CD4+ en cellules Th1, tandis que 

CXCL10 permet l’attraction des cellules exprimant son ligand CXCR3, avec parmi elles les 

Th1. CXCL13 est quant à elle une chémokine dont le récepteur CXCR5 est exprimé par les Tfh 

mais aussi par certains LB. Certaines études ont par ailleurs déjà mis en évidence des taux 

élevés de CXCL13 dans le LCR des patients SEP, ces taux élevés étant même associés à une 

sévérité accrue de la maladie (Krumbholz et al., 2006 ; Ferraro et al., 2015). Ainsi, ces 

différentes données confirment que le LCR des patients SEP est un milieu favorisant 

l’infiltration de Tfh1 comme nous avons pu l’observer. 

Afin de mieux caractériser les Tfh infiltrant le LCR des patients SEP, nous avons réalisé une 

analyse transcriptomique par RNAseq de ces cellules par rapport au sang apparié. De manière 

intéressante, cette analyse a permis de retrouver 129 gènes différemment exprimés entre le LCR 

et le sang apparié. Nous retrouvons ainsi une surexpression par les Tfh du LCR de certains 

gènes associés à un profil Th1 tels que CXCR3, Tbet, CXCR6 ou Eomesodermin (Eomes). La 

surexpression de certaines voies de signalisation (lymphocyte activation pathway, IL-12 

signaling pathway) par les Tfh du LCR semble également confirmer un profil Tfh1 activé et 

pro-inflammatoire de ces cellules. De plus, le profil transcriptomique des Tfh nous a permis de 

discriminer les cellules selon leur compartiment d’origine (LCR ou sang), suggérant une 

signature spécifique des Tfh infiltrant le LCR des patients SEP.  

Parmi les gènes surexprimés par les Tfh infiltrant le LCR des patients, il est intéressant de noter 

la présence du gène Eomes. Eomes est un facteur de transcription, fortement exprimé par les 

LT CD8+ mais peu par les LT CD4+, ce qui a pu compliquer l’étude de ses fonctions au sein de 

ces cellules. Malgré cela, certaines études ont mis en évidence le rôle important d’Eomes dans 

l’orientation des LT CD4+ vers une polarisation Th1 et dans l’induction de l’expression d’IFNγ 

(Suto et al., 2006 ; Yang et al., 2008). L’expression d’Eomes pourrait également conduire à la 

formation de LT CD4+ co-exprimant l’IFNγ et le GM-CSF, deux cytokines pro-inflammatoires 

importantes dans la neuro-inflammation (Stienne et al., 2016 ; Mazzoni et al., 2019). Une étude 

a même montré que la transfection d’Eomes à des LT CD4+ leur conférait un profil de cellules 

cytotoxiques passant notamment par l’expression de FAS-L ou la sécrétion de 
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perforine/granzyme B (Eshima et al., 2012). L’implication d’Eomes dans la SEP a déjà été 

suggéré par différents travaux. Ainsi, un variant du gène Eomes a pu être associé avec un risque 

de développer la SEP (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019). De 

manière assez surprenante, une étude a retrouvé une sous-expression du transcrit Eomes, ainsi 

que de Tbet, chez des patients SEP par rapport à des témoins sains (Parnell et al., 2014). 

Cependant, cette analyse avait été effectuée au sein des cellules du sang total et ne s’intéressait 

pas aux différences concernant des populations immunes particulières comme les LT CD4+. 

Par ailleurs, l’expression d’Eomes par les LT CD4+ a également été mise en évidence comme 

antagoniste de l’expression de Foxp3 et donc du développement de Tregs (Lupar et al., 2015). 

Ainsi, une étude a pu montrer que le transfert adoptif de LT CD4+ déficients en Eomes à des 

souris après induction d’une EAE permettait de mieux résister à la maladie que le transfert de 

LT CD4+ contrôles, soulignant un possible rôle pathogénique d’Eomes dans la neuro-

inflammation (Lupar et al., 2015). Enfin, Raveney et al. ont montré l’importance des LT CD4+ 

Eomes+ dans des modèles chroniques d’EAE (Raveney et al., 2015). En effet, ces travaux 

montrent que les LT CD4+ exprimant Eomes ont un profil pro-inflammatoire et sont pathogènes 

dans l’EAE par une cytotoxicité médiée par la sécrétion de granzyme B. Chez l’homme, ces 

LT CD4+ Eomes+ ont été retrouvés enrichis en périphérie et au sein de lésions du SNC de 

patients de forme SP, suggérant leur implication dans la progression de la maladie (Raveney et 

al., 2015, 2021).  

Ainsi, au regard des données de la littérature, l’identification d’une surexpression du gène 

Eomes par les Tfh infiltrant le LCR des patients SEP suggère que les Tfh exprimant Eomes 

pourrait constituer une population de Tfh1 aux fonctions pro-inflammatoires et cytotoxiques 

importantes dans la maladie et probablement dans l’évolution vers la progression de la maladie. 

L’entrée dans la phase progressive de la SEP est à ce jour encore peu comprise, mais constitue 

un véritable enjeu thérapeutique pour l’avenir car il y a toujours à l’heure actuelle un manque 

de traitements limitant la progression de la maladie et du handicap. Le rôle des LB et des TLT 

semblant important dans cette phase progressive de la maladie, nous pouvons penser que les 

Tfh, si comme nous l’observons, sont impliqués dès les phases précoces de la maladie, ont un 

rôle clé dans la formation des TLT et potentiellement dans la phase progressive de la maladie. 

Des études plus approfondies sur l’implication de cette population de Tfh Eomes+ ainsi que du 

rôle de la signalisation de l’IL-12 seront nécessaires pour mieux comprendre leur rôle dans la 

physiopathologie de la maladie et déterminer leur importance dans la forme progressive de la 

SEP. 
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Une hypothèse du rôle des Tfh dans la physiopathologie de la SEP est illustrée dans la figure 

9. 

 

 

 
Figure 9 : Hypothèse sur le rôle des Tfh dans la physiopathologie de la SEP.  
Les Tfh circulants sont divisés en plusieurs populations (Tfh1, Tfh2, 1fh17). Les Tfh1 sont décrits comme étant 

inaptes à aider la différenciation de LB naïfs mais les plus compétents pour promouvoir la réactivation et 

différenciation de LB mémoires. Nos données nous font suggérer que dans la SEP, les Tfh1 ont une capacité de 

migration vers le SNC importante, Ces cellules pourraient ainsi franchir la BHE (1) et infiltrer le SNC des patients 

où elles sécréteraient des cytokines pro-inflammatoires tels que l’IFNγ ou IL-21 favorisant la formation de TLT 

(2). La formation de TLT étant associée à la progression de la maladie et un handicap plus sévère, les Tfh1 

pourraient ainsi avoir un rôle clé dans la phase progressive de la maladie.  

Cette figure a été réalisée à l’aide de BioRender. 
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Titre : Analyse de la différenciation lymphocytaire B dans la sclérose en plaques 

Mots clés : Sclérose en plaques - Lymphocytes B - Lymphocytes T folliculaires helper  

Résumé : La sclérose en plaques (SEP) est une maladie 

auto-immune démyélinisante affectant le système nerveux 
central. Longtemps considérée comme médiée par les 

lymphocytes T, l’efficacité des traitements éliminant les 

lymphocytes B (LB) a montré leur importance dans la 

maladie. Cependant, l’échec de l’atacicept, un traitement 

bloquant la différenciation des LB en plasmocyes a mis en 

évidence le rôle protecteur des plasmocytes dans la 

maladie. De plus, de récentes études ont montré que les LB 

IgA+ ont une fonction régulatrice probablement importante 

dans la gestion de la neuroinflammation. A l’aide d’un 

modèle in vitro de différenciation des LB, nous avons 

étudié les plasmablastes et la réponse à IgA dans la SEP. 

En raison du rôle majeur des lymphocytes T folliculaires 
helper (Tfh) dans la différenciation des LB, nous avons 

également caractérisé ces cellules dans la SEP.  

 

Nous avons identifié une prolifération et différenciation 

en plasmablastes amoindries des LB des patients. Une 
concentration diminuée d'IgA a été retrouvée dans le 

surnageant des LB et le sérum de patients. 

Concernant les Tfh, nous avons observé une infiltration de 

Tfh1 dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) des patients 

SEP au début de la maladie. Des tests de transmigration 

ont confirmé que les Tfh1 ont une capacité de migration 

accrue à travers un modèle de barrière hémato-

encéphalique. Enfin, par une analyse RNAseq, nous 

montrons que les Tfh infiltrant le LCR ont une signature 

Tfh1 avec un profil pro-inflammatoire. 

En conclusion, nos travaux suggèrent que les LB IgA+, 

décrits comme un réservoir de LB régulateurs, sont moins 
fonctionnels dans la SEP. De plus, nous montrons que les 

Tfh1 sont des acteurs importants de la neuroinflammation 

locale survenant chez les patients. 

 

Title : Analysis of B cell differentiation in multiple sclerosis 

Keywords : Multiple sclerosis – B cells – Follicular helper T cells 

Abstract : Multiple sclerosis (MS) is a demyelinating 

autoimmune disease affecting the central nervous system. 

Long considered of a T-cell mediated disease, the efficacy 

of B-cell depleting therapies showed the importance of 

these cells in the pathophysiology of MS. However, the 

failure of the atacicept, a treatment that inhibits the 

differentiation of B cells into plasma cells, has highlighted 
the probable protective effect of plasma cells in MS. 

Furthermore, recent studies have shown that IgA-secreting 

cells have a regulatory function which could be important 

in the management of neuroinflammation. Using an in vitro 

model of B cell differentiation, we analyzed plasmablasts 

and IgA response in MS. Due to the major role of follicular 

helper T cells (Tfh) in promoting B cell differentiation, we 

characterized these cells in MS patients.   

We show that B cells from MS patients have a lower 

proliferation and differentiation into plasmablasts. A 

lower concentration of IgA was found in both B cells 

supernatant and serum of MS patients.   

Concerning Tfh cells, we found that Tfh1 cells infiltrate 

the cerebrospinal fluid (CSF) of MS patients at the onset 

of the disease. Transmigration assays confirmed that Tfh1 
cells have an increased migratory ability across a model of 

blood-brain barrier. Finally, performing RNA-seq 

analysis, we show that CSF-infiltrating Tfh cells have a 

Tfh1 signature with a pro-inflammatory profile. 

In conclusion, our work suggests that IgA+ B cells, which 

have been described as a reservoir of regulatory B cells, 

are less functional in MS patients. Moreover, we show that 

Tfh1 cells are important actors in local neuroinflammation 

occurring in MS patients. 
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