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Avant-propos

Le titre de cette these est la caractérisation des lymphocytes B reconnaissant la MOG dans la
sclérose en plaques. Pour traiter ce sujet, je vous présenterai les généralités sur la maladie,
ensuite je vous décrirai sa composante autoimmune pour enfin vous décrire le lymphocyte B
et la place qu’il occupe dans la maladie. En annexe, vous trouverez le second projet que j’ai
meneé au cours de cette thése sur I’étude de la fréquence des LT reconnaissant la myéline dans
la SEP. Cette étude bénéficie d’un plan hospitalier pour la recherche clinique que je vous
détaillerai.
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I. La Sclérose En Plagues (SEP) : Généralités

1) Historique et définition de la SEP
La sclérose en plaques (SEP) est un terme qui a été utilisé pour la premiére fois par Jean

Martin CHARCOT en 1868 pour désigner un désordre neurologique caractérisé par une géne
motrice observée chez certains de ses patients (Murray, 2009). Bien que les documents les
plus anciens mettant en évidence un ensemble de troubles cliniques identiques a ceux décrits
par JM Charcot datent de 1421, il est impossible de savoir exactement depuis quand la SEP
existe. Grace aux différentes descriptions faites par de nombreux biologistes, la SEP peut
donc étre décrite comme une maladie touchant le Systéeme Nerveux Central (SNC) (1) avec
une atteinte accompagnée par des atrophies et/ou la présence de plaques disséminées au
niveau de la moelle épiniére, du cerveau et du tronc cérébral (2) avec la présence de corps
gras (Maintenant connu sous le nom de débris de myéline) associée aux Iésions (3) avec des
signes cliniques associés a 1’atteinte observée dans le SNC et dont le handicap peut évoluer
épisodiquement (Poussées) ou progressivement. Le progrés des techniques d’imagerie et en
particulier I’ITmagerie par Résonnance Magnétique (IRM), introduite en 1981 (Young et al.,
1981), a été une grande avancée pour la caractérisation de la SEP. L’IRM a permis en effet de
visualiser pour la premiere fois I’activité de la maladie au niveau cérébral chez des patients

alors que seules de rares piéces d’autopsies étaient disponibles.

Aujourd’hui, la SEP peut étre définie de maniére simple comme une maladie chronique du
SNC, caractérisée par une démyélinisation inflammatoire et des signes cliniques comme la
perte de certaines fonctions motrices, sensitives et cognitives observées chez les patients. La
gaine de myéline est la membrane qui entoure les axones; c’est cette membrane qui est
dégradée dans la SEP. La gaine de my¢éline facilite la propagation de I’influx nerveux et sa
destruction dans la maladie entraine 1’apparition de signes cliniques énoncés ci-dessus. La
my¢line est I'un des constituants essentiels de la substance blanche. C’est une structure
pauvre en H,O contrairement a la substance grise (80%), constituée en majorité de lipides
(70%) et de protéines (30%).

Malgré les progrés considérables, beaucoup de zones d’ombres restent sur la compréhension

de I’étiologie et du développement de la maladie.
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2) Epidémiologie de la SEP
La SEP est une maladie du SNC qui cause un handicap progressif dans la majorité des cas,
elle touche aujourd’hui plus de 2,5 millions de personnes dans le monde dont 80 000 sur le

territoire francais.

a) Prévalence et incidence
La prévalence correspond au nombre de personnes atteintes par la maladie pour 100 000
habitants. La prévalence de cette maladie est hétérogéne a travers le monde. Plusieurs études
de prévalence ont montré une différence entre les pays et méme au sein des pays. En effet, les
pays du nord présentent des prévalences tres élevees par rapport a ceux du sud. De méme au
sein d’un pays les régions du nord sont les plus touchées (Fromont et al., 2010; Kurtzke,
1975). La prévalence moyenne en France est de 94.6/100 000 habitants, la France étant
considérée comme une zone de prévalence moyennement élevée. L’incidence d’une maladie
représente le nombre de nouveaux cas par an pour 100 000 habitants. En France, la SEP a une
incidence de 7.5 pour 100 000 habitants avec les valeurs les plus élevées dans les régions du

nord alors que les pays de la Loire présentent une incidence tres faible.

b) Age et sexe
La SEP est une maladie affectant les jeunes adultes entre 20 et 40 ans mais il existe des cas de
SEP pédiatrique dont le début de la maladie se fait avant 1’age de 10 ans. Les études
épidémiologiques ont montré une préférence en fonction du sexe avec un sex ratio
(Femme/Homme) de 2.6. Ainsi, la prévalence en France est de 130.5 chez les femmes pour
54.8 chez les hommes et 1’ incidence de 10.4 chez les femmes pour 4.2 chez les hommes
(Fromont et al., 2010). Jusqu'a présent, la cause de ce sex ratio en défaveur des femmes n’est
pas établie. Il a été observé une baisse des poussées pendant la grossesse et une aggravation
de la maladie aprés 1’accouchement (Runmarker et Andersen, 1995). Confavreux a suivi 254
femmes dont 269 grossesses. Il a tenu compte pour son étude du nombre de poussées et de
I’EDSS (Expanded Disability Status Scale) pendant la grossesse et 12 mois apres
I’accouchement. Son étude montre une baisse des poussées durant la grossesse, surtout
pendant le troisieme trimestre cependant le nombre de poussées augmente apres
I’accouchement pour ensuite étre identique aux valeurs obtenues un an avant la grossesse
(Confavreux et al., 1998). L’administration d’estrogéne présente des effets therapeutiques sur
les patientes rémittentes (Sicotte et al., 2002) et semble montrer un effet des hormones

sexuelles sur la SEP rémittente.
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3) Etiologie de la SEP

a) Les différents facteurs impliqués
La SEP est vraisemblablement une maladie d’origine multifactorielle. Comme il a été décrit
dans le paragraphe précédent, c¢’est une maladie qui présente une répartition bien précise a
travers le monde. Il semble que cette répartition soit liée a des facteurs environnementaux et
génetiques. Plusieurs études ont en effet mis en évidence récemment 1’influence de facteurs

génetiques et environnementaux.
i.  Les facteurs genétiques

Dés le début du 19°™ siécle, Ernst Leyden suggére pour la premiére fois la possibilité
d’une composante héréditaire dans la SEP. Ce n’est qu’en 1930 que les premicres études
¢valuant 1’aspect génétique de la SEP démontrent clairement un clustering familial de la
maladie. Une étude génétique canadienne de 30 000 patients atteints de SEP a confirmé
I’existence de facteurs génétiques dans la SEP. Elle démontre par exemple chez des jumeaux
homozygotes, un facteur de risque élevé (30%) pour que si 1’un développe la SEP, I’autre soit
atteint. Ce facteur de risque étant uniquement de 5-7% chez des hétérozygotes (Ebers et al.,
1995). La majorité de ces génes correspond a des génes de I’immunité. Les variants
polymorphiques du complexe majeur d’histocompatibilité en particulier 1’alléle HLA-
DRB1*1501 présentent une forte association avec la maladie avec un odds ratio de 3.1
(Dyment et al., 2004; Haines et al., 1998). Des études génétiques ont montré que le gene
codant pour le complexe majeur d’histocompatibilit¢ CMH II était de loin le gene de
susceptibilité le plus significatif de la SEP (Barcellos et al., 2006; Oksenberg et al., 2008).
D’autres alléles affectent la susceptibilité de la maladie comme 1’allele des chaines alpha des
récepteurs a 1’Interleukine-2 (IL-2) ou a IL-7 ou le CD58 (I M S G Consortium et al., 2007).
Certains alleles pourraient avoir un réle comme le HLADRB1*14 qui associeé au HLA-
DRB1*1501, attenue considérablement la susceptibilité (Handel et al., 2010). Il existe donc
une multitude de genes portés par des individus et pouvant contribuer au développement

d’une SEP chez ces derniers.
ii.  Les facteurs environnementaux

Plusieurs facteurs environnementaux tels que les infections virales, I’exposition au soleil et/ou

le taux de vitamine D, et le tabac ont été décrits dans la SEP.
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% Infection virale : Un r6le probable de I’infection virale dans la SEP a longtemps été
suggére et largement débattu depuis le début des études épidémiologiques. Malgré
I’avancée des études, il n’existe pas aujourd’hui de démonstration irrévocable d’une
association entre un virus et I’apparition de la SEP. Plusieurs virus ont été étudiés dont
le Human herpes Virus 6 (HHV-6), le Chlamydia pneumoniae, le Cytomégalovirus
(CMV), I’Epstein-BarrVirus (EBV) et d’autres virus (voir revue Soldan SS (Soldan et
Jacobson, 2001).

EBV : Epstein-Barr virus

C’est un virus humain de la famille des herpés virus qui affecte 95% de la population et qui a
la capacité d’infecter, d’activer et de rester latent dans les lymphocytes B mémoires tout au
long de la vie (Figure 1). La primo-infection a I'EBV chez les jeunes enfants peut étre en
géneéral asymptomatique mais plus de 50 % des primo-infections pendant 1’adolescence se
manifestent par une infection aigie de mononucléose infectieuse (MNI). La premiere
suggestion du réle de EBV dans la pathogénéicité de la SEP débute en 1979 quand Fraser et
ses collegues montrent que les lymphocytes B de patients ayant une SEP cliniquement active
ont tendance a se différencier plus rapidement et portent des antigénes de EBV tels que les
EBNA, Epstein-Barr Nuclear Antigen (Fraser et al., 1979).

Plusieurs études montrent que 1’infection a EBV pourrait étre essentielle dans 1’étiologie de la
SEP comparée a d’autres infections virales. L’EBV est un virus ayant la capacité de vivre
dans une cellule hote tout au long de sa vie contrairement a d’autres virus qui sont éliminés
apres la phase inflammatoire. L’EBYV est le seul virus qui infecte la quasi-totalité des patients
atteints de SEP et dont I’infection précéde le début de SEP car tout individu développant une
SEP est infecté par EBV (Levin et al., 2005). C’est aussi le seul agent viral qui infecte et
modifie les lymphocytes B (LB). De ces différentes études, plusieurs hypothéses ont été
émises pour comprendre comment EBV pouvait avoir un rdle dans le développement de la
SEP (Pender, 2011). Parmi celles-ci :

(1) hypothése de la cross-réactivité des Lymphocytes T (LT) EBV-spécifiques avec des
antigénes du SNC. Liinemann et al. ont montré que des CD4" anti-EBNA1 des patients
réagissaient avec 15 peptides dérivés de 4 protéines majeures de la myéline, la Myelin Basic
Protein (MBP), la ProteoLipid Protein (PLP), la Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
(MOG) et les 2°,3’-Cyclic Nucleotide 3’Phosphodiesterase (Linemann et al., 2008). D’autres

agents infectieux ont la capacité d’induire une cross-réactivité avec des antigenes du SNC et
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cette cross-réactivité a été aussi observée chez des témoins et n’est pas exclusivement
réservée & EBV (Pender, 2003). Cette hypothése n’explique donc pas une action unique de
I’EBV dans le développement de la SEP. (2) L’hypothése de I’effet bystander qui suggere que
les dommages secondairement causes dans le SNC sont le résultat d’une attaque initialement
dirigée contre EBV (Serafini et al., 2007). Cette hypothése suggere une fragilité du SNC apreés
une attaque immunitaire contre I’EBV d’ou sa dégradation. L’effet bystander pourrait
contribuer a la progression de la SEP sans en étre la cause principale (Pender, 2003). (3)
L’hypothese suggeére que I’infection du SNC par un agent microbien augmente 1’expression
de Tl'of-cristalline dans les oligodendrocytes. Ce phénomene va induire la production de
signaux de danger dans le SNC pouvant contribuer au développement d’une inflammation
(Thoua et al., 2000). L’af-cristalline est une petite protéine de choc thermique de 20KDa,
présente dans les oligodendrocytes. Cette hypothése ne concerne pas cependant un virus en
particulier mais I’EBV pourrait étre un agent potentiel car il induit la production de 1I’af-
cristallin dans les LB qui la présente aux LT CD4" (Sechel et al., 1999). Sachant que chez les
témoins sains, 1’ af-cristallin n’est pas présente dans les tissus lymphoides, cette étude
suggere un réle des LB infectés par ’EBV dans I’initiation d’une réponse T dans le SNC
pouvant aboutir a une démyeélinisation. (4) L’hypothése des LB autoréactifs infectés par EBV
publiée en 2003 par Pender suggeére que chez les individus ayant une susceptibilité génétique,
les cellules B autoréactives infectées par I’EBV migrent dans les organes cibles et produisent
des autoanticorps. Ces cellules peuvent stimuler les LT autoreactifs en envoyant des signaux
de survie (Pender, 2003). Ces LT autoréactifs vont donc mener une attaque immune en

recrutant des macrophages et des lymphocytes B.

CMV : Cytomégalovirus.

Le CMV pourrait ainsi avoir un impact dans la SEP en modulant la réponse immunitaire.
Cette modulation  pourrait avoir des conséquences néfastes ou bénéfiques pour le
développement d’une pathologie auto-immune chez un sujet infecté (Alcami and
Koszinowski, 2000; Mocarski, 2004). Moins d’études se sont focalisées sur cet agent, de plus
les résultats obtenus restent trés controversés sans doute a cause du faible nombre d’individus
inclus dans les études. Aujourd’hui aucune association n’a été faite entre la séropositivité au
CMV et la SEP (Pakpoor et al., 2013) mais un role protecteur de cette infection est mis en
évidence (Pirko et al., 2012). Pirko a utilis¢é un modéle animal d’Encéphalomyélite Auto-
immune Expérimentale (EAE) induit par le virus Theiler. 1l montre qu’une infection par le

MCMYV (CMV murin) atténue le développement de la maladie chez les souris. Dans la méme
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optique, Robert Zivadinov a montré que les patients ayant une SEP et étant CMV positif
présentaient un debut plus tardif de maladie avec un faible EDSS et un taux de rechute
faible par rapport aux patients séronégatifs (Zivadinov et al., 2006).
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Figure 1 Infection des lymphocytes B (LB) par le virus EBV: EBV infecte le LB en se liant au récepteur du
complément CD21. Le virus va ensuite mimer les signaux d’activation pour permettre aux LB infectés de
se différencier normalement. La faible expression de protéines virales (EBNA1) pendant la division
cellulaire permet aux virus de rester dans les LB sans étre attaqués par les cellules immunitaires (CD8+
cytotoxiques).
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% Vitamine D et I’exposition au soleil : La répartition géographique de la SEP suit un
certain gradient Nord-Sud avec une prévalence élevée dans le nord. La prévalence de
la SEP est donc moins élevée dans les zones géographiques ensoleillées. Tres tot
I’hypothese de I’existence d’un role protecteur de la production de vitamine D (VD)
dans la SEP a été soulignéee. Son précurseur obtenu par I’action des UV ou apporté par
I’alimentation subit plusieurs transformations pour aboutir a la forme active 1,25-
hydroxyvitamin D qui va se lier au récepteur VDR et induire la transcription de trés
nombreux genes. Plusieurs arguments suggerent un role de la vitamine D dans la
physiopathologie de la SEP. Ascherio et ses collegues abordent ces arguments en 3
points : (1) La prévalence de la SEP augmente avec la latitude. (2) Dans des zones
septentrionales, la prévalence est faible dans les populations dont 1’alimentation est
riche en VD. (3) Le risque de SEP semble baisser dans les populations migrantes de

hautes a basses latitudes (Ascherio et al., 2010). Quelques études thérapeutiques
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montrent que la supplémentation en VD semble réduire I’inflammation au niveau du
SNC (Kimball et al., 2007; Wingerchuk et al., 2005). D’autres études se sont
intéressées aux effets de la vitamine D sur la réponse immune dans la SEP. Une
corrélation entre le taux de 1,25-hydroxyvitamine D dans le sang et I’activité des T
regulateurs (T regs) a eté rapportée (Royal et al., 2009; Smolders et al., 2009). Ainsi,
Royal W a montré que le taux de 1,25-hydroxyvitamin D corréle avec la fréquence et
I’activité des T regs mais est inversement corrélé a celles des T effecteurs capables de
migrer a travers la barriere hémathoencéphalique. Ces études ne montrent cependant
gu’une action de la vitamine D sur la réponse immune mais pas dans la SEP. Certaines
études (Munger et al., 2006; Raghuwanshi et al., 2008), mais pas toutes (ghadirian
1998, Van der Mei 2003), montrent un taux d’hydroxyvitamine D bas corrélé au
risque de développer une SEP et inversement.

Tabac : Les études faisant le lien entre la SEP et le tabac ont débuté dans les années
60. Deux études ont montré une incidence élevée chez les femmes fumant plus de 15
cigarettes par jour par rapport a celles n’ayant jamais fumé, et cette incidence est pres
de 2 fois supérieure a celle des contrdles. Ces résultats sont issus d’études qui
répondaient au prealable a une question de corrélation entre les contraceptions orales
et les risques de SEP, donc constituées uniquement de femmes (Thorogood and
Hannaford, 1998; Villard-Mackintosh and Vessey, 1993). Une étude plus récente
effectuée chez les hommes a montré une incidence élevée dans le groupe des fumeurs
(plus de 12 cigarettes par jour) par rapport a celui des non-fumeurs (Carlens et al.,
2010). Les résultats obtenus par Di Pauli suggérent que le tabagisme pourrait étre un
facteur de risque de conversion précoce d’un CIS (Clinical Isolated Syndrom) en SEP
(Di Pauli et al., 2008). En effet, un patient CIS qui fume augmente de 1.8 fois ses
risques de conversion en SEP en 3 ans comparé aux CIS non fumeurs bien que le
groupe de patients CIS ait une forte proportion de fumeurs par rapport a la population
génerale.

L’aggravation des symptomes chez les patients atteints de SEP aprés un début de
tabagisme a été mis en évidence dans des études bien que les mesures utilisées soient
variables d’une étude a I’autre. La conversion de la forme rémittente en forme
progressive est utilisée dans la majorité des études (Hernan et al., 2005) par rapport a
I'EDSS (Expanded Disability Status Scale) (Pittas et al., 2009; Sundstrom and
Nystrom, 2008). D’autres études comme celle de Healy et al. n'ont cependant pas

montré de lien entre la progression de la maladie et le tabac en comparant les EDSS
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sur 2 et 5 ans. Il montre quand méme une différence significative en terme
d’augmentation des 1ésions T2 chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs (Healy
et al., 2009). De méme, Koch et son groupe ne retrouvent pas de lien entre le
tabagisme et la progression de la maladie. Ils utilisent des modeles de régression de
Cox et des analyses de Kaplan-Meier pour évaluer I’influence du tabac sur le
développement et 1’age de début de la forme secondaire (Koch et al., 2007). Bien que
ces études comportent chacune des biais dus aux recrutements ou aux méthodes
utilisées pour la collecte des informations, elles permettent de montrer que le tabac est

un facteur qui pourrait avoir un impact sur I’apparition de la maladie.

b) Les différentes formes cliniques
Différents phénotypes cliniques de la SEP existent. 85% des patients atteints de SEP débutent
leur maladie par une poussée (Confavreux and Vukusic, 2006; Scalfari et al., 2010)
correspondant a un premier événement démyélinisant appelé CIS avec a ce stade des
caractéristiques évocatrices de la SEP. Le terme CIS décrit des symptdmes et des
manifestations suggérant une atteinte inflammatoire et démyélinisante du SNC dont le dernier
épisode doit avoir une durée d’au moins 24 H en absence de fiévre, d’infection ou de criteres
d’encéphalopathie. En général, le CIS correspond a un épisode isolé dans le temps et dans
I’espace (monofocal) trés rarement multifocal. Cet épisode touche généralement les jeunes
adultes et peut affecter le nerf optique, le tronc cérébral ou la moelle épiniére. Plusieurs études
ont montré I’importance d’analyser le Liquide CéphaloRachidien (LCR) et de faire une IRM
pour prédire la conversion d’un CIS en SEP. Une fois la SEP déclarée, I'évolution de la
maladie peut présenter différentes formes (Confavreux et al., 2000). La figure 2 illustre

I’évolution des différentes formes décrites en fonction du handicap et au cours du temps.

% La forme rémittente (RR): 85% des individus débutent leur SEP par cette forme
(Lublin et Reingold, 1996). La plupart des patients débute la maladie par des épisodes
de poussée suivis de remission avec une reprise complete ou partielle des fonctions
alterées.

% Les formes progressives : Les formes progressives sont caractérisées par I’aggravation
des symptobmes et la progression du handicap avec ou sans poussees. Les formes
primaire et secondaire progressives de la SEP (PP et SP) partagent beaucoup de
similitudes (Antel et al., 2012). Approximativement, 60% des patients rémittents
progressent vers une forme secondaire en moyenne 10 ans apreés le début de la maladie

(Confavreux et al., 2003). Seulement 15% des patients développent une forme Primaire
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Progressive qui a I’inverse de la forme rémittente débute tardivement et n’affecte pas
plus de femmes que d’hommes. Cette forme est caractérisée par une progression du
handicap dés le début avec des périodes de stabilité occasionnelles et temporaires. La
progression est caractérisée par une perte axonale, une atrophie, une démyeélinisation
corticale mais sans apparition de lésions inflammatoires (Kremenchutzky et al., 2006).
Il faut savoir que les patients atteints de cette forme ne réagissent pas aux traitements
actuellement disponibles. Cette observation évoque que la forme primaire progressive
peut étre une maladie a part entiere. Il existe enfin environ 5% des patients atteints de
SEP qui développent une forme progressive avec poussees. Elle est caractérisée par
une progression rapide du handicap dés le debut avec une ou plusieurs poussées
pendant la maladie (Eriksson et al., 2003; Hauser and Oksenberg, 2006).

Ces différentes présentations cliniques de la SEP augmentent la complexité de la maladie.
Pour chaque étude, il est important de bien identifier les formes cliniques afin de bien orienter

les études et d’établir des conclusions en tenant compte de cette diversité.

21
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Figure 2: Evolution du handicap au cours du temps. Les trois formes sont : a) forme rémittente,
alternance de poussées et de rémission. b) forme secondaire progressive, débute par des poussées suivies
de phases de rémission avec une augmentation progressive du handicap. c) forme primaire progressive
caractérisée par une progression du handicap dés le début de la maladie sans poussée ou avec poussées.
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I1. La SEP : une maladie auto-immune

1) Les différents arguments soutenant une composante auto-immune
La définition simple de I’auto-immunité est la rupture des mécanismes de tolérance au soi qui

conduit & P’activation du systéme immunitaire contre des constituants autologues de
I’organisme. Plusieurs arguments ont permis de mettre en évidence une composante auto-

immune dans la SEP.

a) Les modeles animaux
Les premiers arguments soutenant 1’hypothése de maladie auto-immune proviennent des
expériences effectuées sur les modeles animaux d’EAE. Dés 1933, il est noté que 1’injection
répétée d’extraits de cerveaux de lapins a des macaques entraine des difficultés motrices et
une demyélinisation chez deux des huit primates testés (Rivers et al., 1933). L’injection
répétée d’extraits protéiques préparés a partir d” homogénats de cerveaux conduit aussi a des
difficultés motrices associées a des infiltrats péri-vasculaires et a une dégénérescence de la
myéline au niveau du cerveau et de la moelle épiniere des animaux. Ce modele a depuis été
amélioré en ajoutant de I’adjuvant complet de Freund (CFA), qui stimule le systéme
immunitaire, et la toxine pertussique (PTX), qui augmente la perméabilité de la barriere
hémathoencéphalique (BHE) (Hofstetter et al., 2002; Munoz et al., 1984). L’EAE est
caractérisée par (1) la destruction de la gaine de myéline, (2) la présence d’immunoglobulines
(Igs) dans le SNC et dans le LCR, (3) la présence de lésions au sein du SNC majoritairement
localisées dans les zones périvasculaires du parenchyme cérébral et de la moelle épiniére.
L’EAE est étudiée sur un large panel d’especes (le cochon d’Inde, le lapin, le marmoset, le
macaque) mais plus communément sur le rat et la souris (Baxter, 2007) et déclenchée avec
des antigénes différents en majorité dérivés de myéline comme la PLP, la MBP, la MOG. Prés
d’une vingtaine d’autoantigénes protéiques ont été utilisés pour induire une EAE. Il existe
deux méthodes différentes d’induction d’une EAE, la méthode active (immunisation avec des
extraits de SNC ou des antigénes purifiés) et la méthode passive (immunisation par transfert

de LT autoréactifs activés in vitro ou provenant d’un animal malade) (Schroeter et al., 2003).

L’immunisation des rats lewis avec de la MBP par Ben-Nun a permis I’isolation de lignées
pures de T CD4" effecteurs anti-MBP (Ben-Nun et al., 1981a). Ces LT autoréactifs ont la
capacité de transférer une EAE a des animaux naifs mais des investigations plus précises sur

ces cellules ont mis en évidence leur présence chez des rats naifs non immunises et sains
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(Schluesener and Wekerle, 1985). Un autre mod¢le d’encéphalomyélite permet d’étudier des
aspects précis de la maladie et est induit par un virus comme le Theiler virus qui reste le
meilleur modele viral (Ercolini and Miller, 2006; Theiler, 1934). L’obtention d’une
encéphalomyélite dans ces modeéles animaux induits par des virus apporte un argument
expérimental en faveur de I’implication du facteur viral dans la pathologie (Soldan et
Jacobson, 2001). Le virus de Theiler induit chez la souris, une encéphalite aigue suivie d’une
infection de la substance blanche. Cette démyélinisation déclenchée grace a une infection
virale peut étre expliquée par plusieurs mécanismes comme le mimétisme moléculaire ou un
effet bystander. Le mimétisme moléculaire souligne une similitude entre un pathogéne et un
antigene du soi au niveau de la séquence en acides aminés ou de la structure
conformationnelle. Des peptides viraux ou bactériens mimant la PLP ont été utilisés dans les
modeles animaux mettant en évidence induction d’une maladie auto-immune expérimentale
par mimétisme moléculaire (Carrizosa et al., 1998). L’EAE a permis de découvrir ou de
confirmer certaines caractéristiques de la maladie : par exemple les souris transgéniques
exprimant le HLADRB1*1502 développent une EAE sévere aprés immunisation avec de la
MOG recombinante (rMOG) de rat (Khare et al., 2005), ce qui confirme le facteur de
susceptibilité représenté par ce géne HLADR2 dans la SEP. Un autre exemple est le géne
codant la chaine a de I'TL-7 récepteur qui a été identifié comme facteur de risque pour
développer une EAE chronique et plus tard décrit comme gene de susceptibilité dans la SEP
(Sundvall et al., 1995). Beaucoup de travaux sur I’EAE nous ont permis de mettre en évidence
I’implication de plusieurs facteurs dans la maladie. D’autres mod¢les d’EAE spontanée ont
été utilisés pour étudier les aspects de la maladie sans tenir compte des facteurs liés au modele
classique comme I’adjuvant. Les souris H-2" RAG1 déficientes expriment des T
transgéniques specifiques du peptide MBP (1.11). 100 % de ces souris développent une EAE de
maniére spontannée et seulement 14% d’incidence pour les souris transgéniques RAG1". Ces
résultats suggérent que les T CD4" pourraient contribuer au développement de la maladie in
situ (Lafaille et al., 1994). Deux autres groupes ont décrit des souris doublement
transgéniques qui développent spontanément une EAE ressemblant a la maladie de Devic
humaine souvent considérée comme une forme de SEP. Ces souris possédent des LT dont le
TCR est spécifique d’un épitope de la MOG et environ 30% de ces LB possédent un BCR
spécifique de la MOG et secrétent des auto anticorps de la méme specificité (Bettelli et al.,
2006; Krishnamoorthy et al., 2006).
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Nous remarquons quand méme que I'usage du modéle EAE a permis d’approfondir les
connaissances sur la physiopathologie de la SEP et surtout d’explorer la place du systéme
immunitaire dans le développement de la maladie. C’est un modéle qui a aidé au
développement de nouveaux traitements utilisés maintenant en pratique courante chez les
patients atteints de SEP bien que d’autres traitements ont été de grands echecs ne garantissant

pas ainsi leur efficacité biologique chez I’lhomme (Wekerle, 2008).

Cependant ces modeles restent imparfaits car la SEP est une maladie complexe qui se
présente et évolue de différentes maniéres donc il est impossible de représenter entierement la
maladie par un seul modele animal. Les différentes variantes de la maladie humaine sont
reproduites en fonction de 1’auto antigene utilisé, de la souche animale et du mode

d’immunisation (Storch et al., 1998).

b) Les données anatomopathologiques
Sur le plan clinique, le diagnostic d’une SEP est souvent définitif apres une IRM permettant
de visualiser les plaques de démyélinisation traduisant une lésion au sein du SNC. Les
poussées et I’installation du handicap sont corrélées avec la formation de plaques détectables
a ’'IRM (Confavreux et al., 2000). L’autopsie de patients atteints de SEP ayant différentes
formes de la maladie ont permis de mieux caractériser ces lésions constituées d’un infiltrat
perivasculaire avec une expansion clonale de CD8", et la présence de CD4", de LT v§, de
monocytes alors que trés peu de lymphocytes B (LB) et de plasmocytes sont présents (Babbe
et al., 2000; Booss et al., 1983; Prineas and Wright, 1978). La présence de macrophages avec
des débris de myéline phagocytés, de compléments et d’Igs a été aussi montrée par Prineas en
1978 dans les lésions actives de patients (Prineas and Wright, 1978). L’infiltrat enfin, est
souvent localisé au bord de la plague dans les lésions chroniques actives traduisant la
présence de I’activité inflammatoire tout au long de la formation de la lésion (Lucchinetti et
al., 1996). Ces données histopathologiques évoquent fortement une influence inflammatoire

d’origine auto-immune dans la maladie declarée.

Les lésions histologiques du tissu encéphalique de la SEP sont caracterisées par la destruction
de la myéline, la mort des oligodendrocytes et la perte axonale. Une étude approfondie des
données anatomopathologiques a permis a Lucchinetti de décrire 4 types différents de lésions
(Lucchinetti et al., 2000). Ces différents types de lésions semblent hétérogenes d’un patient a
I’autre mais homogeénes au sein des lésions actives d’'un méme patient. Les types | et Il

présentent beaucoup de points communs comme la présence d’un infiltrat majoritaire en LT et
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en macrophages dans les lésions. Ces lésions touchent le plus grand nombre de patients
atteints de différentes formes de SEP. Le type | est caractérisé par la présence de macrophages
activés qui pourraient induire la démyeélinisation par la production de certaines molécules
comme le TNFo (Hofman et al., 1989). Le type Il est caractérisé par un dépot d’anticorps et
de complément C9neo-antigene au niveau des lésions actives, avoisinants les vaisseaux
sanguins (Prineas and Graham, 1981). Les types | et Il sont aussi observés dans le modele
animal (en fonction du fond génétique et de I’immunisation). Les types Il et IV sont
caractérises principalement par un infiltrat majoritaire en LT, de macrophages associés a une
dégenérescence des oligodendrocytes qui évoque 1’effet d’un virus ou une toxine (Lucchinetti
et al.,, 2000). La dégénérescence des oligodendrocytes peut étre observée en analysant la
répartition de la protéine myelin-associated glycoprotéin (MAG), la MBP ou la PLP pourrait
refléter des premiers signes de dégenérescence des oligodendrocytes et leur éventuelle
implication dans la démyélinisation (Itoyama and Webster, 1982). De maniére plus précise, le
type 11l touche les patients avec une SEP active de moins de 2 mois alors que le type IV
touche les patients atteints de forme PP. Une étude plus récente sur du matériel autopsique de
patients atteints de SEP suggere que 1’hétérogénéité des lésions retrouvée par Lucchinetti est
uniquement observée en début de maladie (Breij et al., 2008). Breij dans son étude a montré

une homogénéité du type de lésions actives retrouvées chez les patients avec une SEP établie.

c) Les traitements
Aucun traitement curatif n’a été découvert pour la SEP, sans doute a cause de la compléxité
de la maladie et I’étiologie qui reste inconnue. Seuls les traitements ciblant la composante
immunologique de la maladie ont montré des effets bénéfiques chez ’homme. Les stratégies
thérapeutiques immuno-modulatrices ou immuno-suppressives font partie des deux grandes
classes de traitements utilisés dans la SEP. Deux types d’immuno-modulateurs sont prescrits
aux patients atteints de SEP. Les traitements de fond de premiere ligne s’appliquent aux
patients qui débutent une SEP non chronique avec poussées. Si ces traitements ne sont pas
tolérés ou n’ont pas d’effets bénéfiques sur la maladie, les traitements de deuxieme ligne sont
utilises. Les traitements de fond permettent de stopper transitoirement 1’évolution de la

maladie.

Plusieurs traitements ciblant les cellules immunitaires ou les mécanismes de réponse
immunitaire présentent des effets thérapeutiques importants confirmant le role de 1’auto-

immunité dans la SEP établie.
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% IFN-B : ¢’est un membre de la famille des interférons (IFN) de type I. Cette molécule a
des effets multiples sur 1’organisme comme des effets sur la modulation des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) en inhibant 1’activation des monocytes (Van
Weyenbergh et al., 1998), des cellules dendritiques en diminuant la production d’1L-12
(Bartholomé et al., 1999) et la production de cytokines anti-inflammatoires IL-10
(Rudick et al., 1996). Elle peut aussi moduler les voies d’apoptose et inhiber la
migration a travers 1’endothélium en diminuant 1’expression de VLA4 (very late
antigen-4) (Calabresi et al., 1997). Les patients traités par IFN-B présentent une baisse
du nombre de poussees, une réduction des lésions et un ralentissement de la
progression du handicap (Panitch and Bever, 1993). Cependant un nombre important
de patients ne répond pas a ce traitement auquel sont associés beaucoup d’effets
secondaires.

%+ Copaxone : La copaxone ou acétate de glatiramere est un polymere de 4 acides aminés
avec un rble protecteur dans I'EAE induite par injection de MBP (Teitelbaum et al.,
1971). Chez les patients RR, le traitement par copaxone en général bien toléré, réduit
considérablement 1’évolution de I’EDSS donc le handicap et diminue de 30 % les
poussées (Johnson et al., 1995). Cette molécule ralentit la progression de la maladie
(Johnson et al., 2000) et conduit les LT vers un profil Th2 en périphérie mais aussi au
niveau du SNC (Neuhaus et al., 2001) bien que aucun effet sur le répertoire T des

patients traités a la copaxone n’ait été observée (Berthelot et al., 2010).

Le fingolimod, le natalizumab, le rituximab ou le mitoxantrone sont des traitements de fond

de deuxiéme ligne.

% Fingolimod (FTY720) : Le fingolimod est le premier immunomodulateur oral admis
comme traitement dans la SEP. Le FTY720 est un inhibiteur des récepteurs S1P,
Sphingosine 1 Phosphate. Les récepteurs S1P sont portés par les LT mais aussi par les
cellules du SNC comme les oligodendrocytes, les astrocytes et les neurones (Chun and
Hartung, 2010). Cette thérapie réduit le nombre de LT naifs et mémoires en
périphérie. Chez les patients traités, une réduction de 30 % du handicap et de 54% du
nombre de poussées par an est observee (Kappos et al.,, 2010). Cependant, le
traitement par FTY720 peut causer des troubles cardiaux-vasculaires car les récepteurs
S1P sont importants pour la vaso-régulation et le développement cardio-vasculaire
(Chun and Hartung, 2010).
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% Natalizumab : le natalizumab ou Tysabri® est un anticorps monoclonal ciblant la
molécule d’adhésion VLA-4 contrblant la migration des LT et LB a travers la BHE.
Son effet a été observe dans les années 90 dans le modéle animal, ou il réduit le
développement clinique de I’EAE (Yednock et al., 1992). Cette thérapie réduit les
poussees et les lésions actives chez les patients RR (Bielekova and Becker, 2010).
Cependant, le cas de LeucoEncéphalopathie Multifocale Progressive (LEMP), une
affection habituellement mortelle sous Natalizumab a été estimé & 1/1000 chez les
patients atteints de SEP traités (Ransohoff, 2007; Yousry et al., 2006).

% Mitoxantrone : La mitoxantrone est un immunosuppresseur inhibant la prolifération
des LT, LB et des macrophages en s’intercalant aux molécules d’ADN et d’ARN. La
mitoxantrone semble également avoir des propriétés immunomodulatrices en
diminuant le taux des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa, I’'IL-2 et
I’IFNy (Fidler et al., 1986). Ce traitement est utilisé pour les formes agressives a
évolution rapide. Chez les patients traités, cette thérapie diminue les poussées, le
progression de la maladie et le nombre de Iésions prenant le gadolinium (Edan et al.,
1997). Ce traitement est cependant limité par son potentiel effet de toxicité cardiaque
(Marriott et al., 2010).

% Rituximab : le RTX est un anticorps monoclonal ciblant le CD20 exprimé a la surface
des LB durant leur développement du stade pré-B au stade de plasmablastes. Utilisé
initialement dans les lymphomes, il a montré son intérét dans les maladies auto-
immunes telles que la polyarthrite rhumatoide, le lupus et la SEP. Cette thérapie permet
de dépléter efficacement les LB en périphérie et de maniére moins importante dans les
organes lymphoides secondaires (OLS) pendant 6 a 9 mois aprés la premiere dose
(Reff et al., 1994). L’utilisation du RTX dépléte aussi les LB et les LT dans le LCR
des patients RR (Cross et al., 2006), ce qui est moins évident chez les patients PP
(Monson et al., 2005). Cette observation suggere la coopération LB et LT dans le SNC.
Cette thérapie entraine une réduction des poussées et des lésions chez les patients
atteints de SEP RR (Hauser, 2008). D’autres études avec des résultats similaires sont

référencées dans la revue de Castillo-Trivino T (Castillo-Trivino et al., 2013).

Ainsi, beaucoup de traitements sont utilisés pour la SEP, chacun ayant une cible immunitaire
précise ou des effets plus ou moins satisfaisants pour le patient. Le fait que ces traitements
ciblent le systeme immunitaire et soient bénéfiques dans la SEP rémittente, est un argument

soutenant la composante auto-immune de la maladie.
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2) La physiopathologie de la SEP

a) Les hypothéses majeures de la SEP
Le role de I’autoimmunité en tant que facteur étiologique initial n’est pas solidement établi. Il
existe plusieurs hypothéses mécanistiques pour expliquer le déclenchement de la maladie
(Salou et al., 2013). (1) Cette hypothese suggere une activation des LT Thl (T helper) en
périphérie par mimétisme moléculaire (présentation des épitopes de ’EBV proche de ceux de
la myéline). Les LT Th1 activés vont ensuite migrer a travers la BHE par des mécanismes
encore mal décrits et contribuer a la création d’un environnement inflammatoire. Cette
activation va permettre le recrutement d’autres cellules immunitaires dans le SNC (Sospedra
and Martin, 2005). (2) Une autre hypothése met en avant un défaut de régulation chez les
patients atteints de SEP. Les auteurs suggerent que l’activation en périphérie des LT par
mimétisme moléculaire ne va pas étre attenuée par les mécanismes de régulation. Les LT
Th17 premiérement, entreraient par les plexus choroides et permettraient aprés activation des
cellules endothéliales, 1’entrée des autres cellules immunitaires notamment les Thl (Nylander
and Hafler, 2012). (3) La troisieme hypothéese prend en compte les composantes génétique,
environnementale et immunitaire (Pender et al., 2012). L’infection a EBV dans cette
hypothése serait mal controlée par les LT CD8" a cause d’un dysfonctionnement d’ordre
génétique chez les patients prédisposés a la SEP. L’EBV va fragiliser la BHE (Casiraghi et
al., 2011)et ainsi les LB infectés par EBV pourraient gagner le parenchyme cérébral. Les LB
autoréactifs activeraient les LT autoréactifs grace a des signaux de co-stimulation et la
présentation antigénique entrainant ainsi une réaction inflammatoire locale. (4) Une autre
hypothése fait également intervenir le systéme immunitaire mais secondairement a une
dégénérescence primaire de 1’oligodendrocytes suivie d’un relargage des peptides
myéliniques en périphérie entrainant une activation de celui-ci et les dommages associes
(Barnett and Prineas, 2004). Récemment, une hypothese a été publiée pouvant contribuer a la
compréhension du développement de la SEP (Soulillou, 2013). (5) Dans cette hypothése, la
dérégulation de la perméabilité de la BHE coincide avec I’augmentation des LT et des LB
activés en périphérie qui agissent plus comme des amplificateurs de cette dérégulation que des
initiateurs. Cette dérégulation favorisant 1’entrée des cellules immunitaires dans le SNC est
modulée par I’interaction Ag-anticorps dirigés contre des déterminants exprimés par les
cellules endothéliales de la BHE (Soulillou, 2013). Les anticorps anti-Neu5Gc sont retrouvés
chez ’homme (Padler-Karavani et al., 2008) et specifiquement sur les cellules endothéliales
du cerveau (Pham et al., 2009). Le neu5Gc est stocke dans les cellules endothéliales,
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métabolisé et réincorporé par les glycoprotéines de la cellule. En présence d’anticorps et de
complement, une inflammation locale et chronique pourrait se déclencher et entrainer 1’entrée
des cellules immunitaires dans le cerveau. L’EBV semble un bon candidat pour induire cette
réponse immunitaire car lors de la MNI le taux d’anticorps anti-Neu5Gc est élevé (Burgio and
Monafo, 1983) souvent accompagné d’une forte augmentation des LT dirigés contre EBV en
périphérie (Pender, 2011).

La SEP est une maladie ayant une composante auto-immune. Les cellules immunitaires
comme les LT, les LB sont des acteurs majeurs de cette composante. Il est important de

comprendre leur implication dans la maladie.

b) Implication des LT dans la SEP

Pendant longtemps, la SEP a été considérée comme une maladie essentiellement médiée par
les LT CD4". La présence de ces cellules dans les lésions du SNC a conforté cette idée. Le
transfert dans une souris naive de LT CD4" reconnaissant des protéines dérivées de la myéline
comme la MBP, induit une EAE (Pettinelli and McFarlin, 1981). Une autre étude sur I'EAE a
montré que la répartition des lésions retrouvees dans le SNC pouvait étre le reflet des
différentes réponses LT dirigés contre les protéines de la myéline (Berger et al., 1997). De
méme en étudiant les effets thérapeutiques d’un ligand (peptide altéré) mimant le peptide
immunogéne MBPg3.99) reconnu par les CD4" chez des patients, Bielekova remarque par IRM
une aggravation des lésions chez les patients ayant recu le ligand. Ce résultat met en évidence
I’impact des LT CD4" anti-MBP dans le développement des Iésions (Bielekova et al., 2000).
Comme décrit précédemment, des études génétiques ont identifié plusieurs genes de
susceptibilité dont certains codent des molécules du CMH de classe Il. Le CMH Il présente
des molécules aux LT CD4" et des études sur souris humanisées transgéniques ont confirmé
cet argument. Il a été observé un développement d’EAE spontanée chez des souris
humanisées HLADR?2 et avec un TCR transgénique spécifique de la MBP. De plus, ’EAE
spontanée est augmentée sur des souris RAG2 recombination-activating genes 2 (Madsen et
al., 1999).

Implication des LT Thl: Les cellules T Thl sont pro-inflammatoire, elles sécrétent en
majorité de I'lFNy mais aussi du TNFa, du TNFp et de I'lL-2. L’IL-12, constitué de deux
sous-unités (SU) 1L-12p40/1L-12p35, est une cytokine importante pour la différenciation des
Thl. Dans la SEP, le taux d’IL-12 et d'TFNy augmente dans le parenchyme et dans le LCR et
cette augmentation est correlée a la séverité de la maladie (Gutcher and Becher, 2007). L'IL-
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12 et I'IFNy induisent I’expression des CMH 1, Il au sein du SNC et le recrutement de
monocytes et macrophages (Gutcher and Becher, 2007). Ces derniers, une fois activés, vont
induire une réponse pro-inflammatoire dans le SNC a 1’origine d’une perte axonale dans
I'EAE (Olsson, 1992). Une résistance a I’EAE est observée chez les souris déficientes en IL-
12p40, mettant en évidence le role des CD4" Th1 (Segal and Shevach, 1996). Ce résultat est
difficile car I'lL-23 partage la méme sous-unité que I'lL-12 (1L-12p40).

Implication des LT Thl7:L'IL-23 est produite par les macrophages et les cellules
dendritiques et a un effet sur les T mémoires et les macrophages. C’est une cytokine
importante pour le développement des T CD4" sécrétrices d’IL-17, les CD4" Th17 (Korn et
al., 2009). Des souris transgéniques 1L-12-p40 -/- et 1L-23-p19 -/- sont résistantes a EAE
alors que les souris transgeniques 1L-12p35 -/- sont sensibles ((Becher et al., 2002; Cua et al.,
2003). L'IL-23 a donc un role important dans le développement d’une EAE. De plus, le
transfert adoptif de cellules Th17 provogue une EAE plus sévere que celui effectué avec des
cellules Thl (Langrish et al., 2005). Les souris IL-17 -/- développent une EAE moins sévére
que les WT, bien que le debut de la maladie soit identique dans les deux groupes (Komiyama
et al., 2006). Des expériences dans ’EAE ont montré la capacité d’une sous-population de
Th17 sécrétrice d’IFN y a migrer dans le SNC a travers la BHE pendant la phase effective de
la maladie (Kebir et al., 2009). Dans la SEP, Matusevicius D a quantifié I’ARNm de I'lL-17
par hybridation in situ dans le sang et dans le LCR. L’augmentation d’ARNm d’IL-17 est plus
forte dans le LCR des patients par rapport au sang. Dans le sang, I’augmentation est plus forte
pendant les poussées (Matusevicius et al., 1999). Une population de T Th17 sécrétrices d’TFN
vy dans les Iésions de patients rémittents a eté identifiée (Kebir et al., 2009). L'IL-17 joue donc

un réle important tres vraisemblable dans le développement de la maladie.

Implication des T CD8": Chez I’homme, les LT CD8" sont retrouvés en majorité dans les
Iésions par rapport aux CD4" (Babbe et al., 2000; Friese and Fugger, 2009; Goverman, 2009).
Les LT CD8" par leurs effets cytotoxiques semblent étre mieux disposer a causer des lésions
au sein du SNC par rapport aux CD4" (Sospedra and Martin, 2005). Les infiltrats de LT CD8"
présentent une répartition oligoclonale et sont retrouvés dans plusieurs endroits du cerveau
(Junker et al., 2007). Ces observations suggérent une sélection dépendante de 1’antigéne et
’implication des CD8" dans la SEP. In vitro, des études ont montré que les CD8"
cytotoxiques pouvaient €tre a I’origine de la transection axonale (Neumann et al., 2002). En
effet, en condition inflammatoire, les axones, les oligodendrocytes et les neurones peuvent

produire des molécules de CMH 1 ce qui fait de ces cellules des cibles potentielles pour la lyse
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par les CD8" cytotoxiques (Sospedra and Martin, 2005). La présence de CD8" produisant de
IL-17 a été aussi mise en évidence dans les lésions actives chez I’homme (Tzartos et al.,
2008) mais le role de ces cellules reste a définir. Récemment une sous-population de CD8"
CD161"M" a été décrite, ce sont des cellules MAIT, Mucosal associated invariant T. Ces
cellules portent un TCR invariant reconnaissant des motifs bactériens (Le Bourhis et al.,
2010) et ont été décrits dans la SEP (Miyazaki et al., 2011).

Implication des T régulateurs (Tregs): Ce sont des cellules aux propriétés suppressives. Il
existe différents types de LT régulateurs : les Tregs naturelles (nTregs) sont générés dans le
thymus et sont des cellules importantes dans le maintien de la tolérance au soi et les T regs
induites (iTregs). Elles expriment de maniére constitutive la chaine a du récepteur a I’IL-2, le
CD25 (Sakaguchi et al., 1995) qui est aussi un marqueur des cellules activées. D’autres
marqueurs ont été identifiés bien qu’ils ne soient pas spécifiques du phénotype régulateur: le
GITR (Glucocorticoid-Induced TNF Receptor), le CD45RO (Cellules mémoires), le CD134
(OX40), le CD103 (Intégrine aER7), le CD122 (Chaine B du récepteur a I’IL-2), le CD62L
(L-sélectine) et le CD152 ou le CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte antigen 4). Récemment, le
facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3) a été identifié comme marqueur des T regs
naturels (Fontenot et al., 2003). Cependant, ce marqueur ne permet pas d’isoler les Tregs a
cause de sa localisation intracellulaire. FoxP3 joue un r6le important dans le maintien de la
fonction suppressive des T regs (Hori et al., 2003). Dans I’EAE, le transfert adoptif de LT
CD4'CD25" isolés a partir de ganglions lymphatiques de souris naives réduit I’incidence et la
sévérité de la maladie (Kohm et al., 2002; Zhang et al., 2004). Les cellules régulatrices
CD4'CD25'FoxP3" semblent étre impliquées dans la rémission de la maladie car une
accumulation de LT CD4'CD25"FoxP3" dans le SNC corréle avec la rémission de la maladie
chez des souris EAE induites avec la MOG (McGeachy et al., 2005). Une étude plus récente
sur la coopération entre LB et LT régulateurs suggére que les LB seraient essentiels dans le
contréle de I’induction initiale de la maladie expérimentale et les LT régulateurs
favoriseraient plus I’entrée en rémission (Matsushita et al., 2010). Certaines études ont montré
une fonction régulatrice altérée dans la SEP (Astier et al., 2006; Kumar et al., 2006; Viglietta
et al., 2004) méme si toutes les études retrouvent une fréquence identique de CD4'CD25"
entre patients et témoins (Feger et al., 2007; Haas et al., 2005; Viglietta et al., 2004). Une
autre étude a confirmé ce défaut de suppression mais aussi une diminution des transcrits
Foxp3 dans les cellules (Venken et al., 2008). Ce défaut ne concerne que les patients atteints

de SEP RR car il n’est pas retrouvé chez les patients ayant une forme SP. Le défaut de
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suppression observé dans la SEP pourrait expliquer 1’échappement des LT autoréactifs et le
développement de la maladie. Cependant ce défaut de régulation dans la SEP est controversé
(Michel et al., 2008). Dans cette étude, notre équipe a montré que les T regs
CD4*'CD25""CD127"" des patients rémittents avaient une fonction régulatrice identique a
ceux des témoins sains lorsqu’ils sont sélectionnés. Le CD127 est la chaine a de I'IL-7
récepteur, présents sur les LT activés mais pas sur les T regs (Liu et al., 2006). Le défaut de
suppression des T regs des patients atteints de SEP observé précédemment peut étre dd a la
sélection des T regs et a une activation anormale du CD127 chez les patients (Michel et al.,
2008).

Implication des T spécifiques d’un antigéne dérivé de la myéline: Plusieurs études ont
analyse la fréquence des LT autoréactifs en périphérie. Les résultats obtenus sont
contradictoires, certains trouvent une augmentation (différence quantitative) de la fréquence
des LT autoréactifs chez les patients atteints de SEP (Bahbouhi et al., 2010; Pender et al.,
2000), d’autres ne trouvent aucune différence quantitative (Berthelot et al., 2008; Hellings et
al., 2001) mais plus une différence qualitative (Chou et al., 1992; Zhang et al., 1994). Il
semblerait que les LT autoréactifs des patients ont un état d’activation plus élevé que ceux des
témoins. Des méthodes d’analyse différentes, des ags différents, les approches différentes
rendent certainement compte des résultats discordants. Cette analyse est reportée dans la
revue que j’ai réalisée et qui est présentée en annexe (Elong Ngono et al., 2012). En effet,
dans cette revue, les différentes techniques pour caractériser les LT autoréactifs sont décrites.
En plus, I'utilisation de la technique TRAP, T cell recognition of APC by Protein transfer
adaptée dans la SEP par notre équipe et I’utilisation d’un antigéne complet (extrait de
myeéline humaine) (Bahbouhi et al., 2010) semble étre une nouvelle approche plus sensible et
spéecifique pour évaluer les LT reconnaissant des épitopes de la myéline et comprendre leur
implication dans la SEP.

c) Implication des LB dans la SEP
L’implication des LB dans la SEP a moins été étudiée que celle des LT. La présence des LB,
des plasmocytes et des anticorps a été mis en évidence dans les Iésions histologiques de
patients atteints de SEP (Esiri, 1977; Genain et al., 1999; Gerritse et al., 1994), suggérant leur
implication dans la pathogénéicité. L’implication des LB dans la SEP semble probable
comme le suggérent la synthése intrathécale d’Igs oligoclonale dans le LCR de 90% des
patients atteints de SEP (Freedman et al., 2005; KABAT et al., 1948), la présence au sein des

méninges des structures similaires aux follicules B chez 40 % des patients ayant une forme
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secondairement progressive (Magliozzi et al., 2007), la découverte que ces LB présents dans
les follicules ectopiques sont infectés par I’EBV (Franciotta et al., 2008) et aussi I’efficacité
thérapeutique des anti-CD20 sur les patients ayant une forme RR (Hauser et al., 2008).
L’implication des B dans la SEP peut mettre en jeu différentes fonctions des LB: (1) la
capacité a produire des anticorps apres différenciation en plasmocytes, (2) la capacité a
présenter des antigénes a des LT autoréactifs par la molécule du CMH 11 et (3) celle de
produire des cytokines anti/pro-inflammatoire selon le contexte immunologique. La partie
trois de cette introduction est réservée aux lymphocytes B, j’aborderai de maniére détaillée
I’implication des LB dans la SEP.

d) La barriere hémato-encéphalique et la transmigration leucocytaire
La barriere hémathoencéphalique a été décrite pour la premiére fois par Paul Ehrlich en 1885.
Ce physiologiste lors d’une expérience a injecté en circulation a une souris du colorant vital
qui a diffusé partout dans 1’organisme sauf dans le cerveau. Ce n’est qu’en 1913, lorsqu’
Edwin en faisant la méme expérience au sein du LCR montre que la coloration diffuse dans le
liqguide mais pas dans le systeme nerveux périphérique (Golmann, 1913). Ces observations
mettent en évidence ’existence d’une barriére entre le sang et le SNC. Une autre étude plus
tard spécifie sa localisation au niveau des capillaires (Reese et Karnovsky, 1967). C’est une
membrane constituée de cellules endothéliales qui a pour fonction la régulation des échanges
d’ions, de molécules, de cellules entre le sang et le SNC. Elle a comme particularité¢ d’étre
quasi-imperméable aux molécules et substances circulant dans 1’organisme ce qui lui confére
le role trés important d’isolement et de protection du cerveau. Le SNC a été considéré pendant
longtemps comme un organe immunoprivilégié mais plusieurs arguments aujourd’hui le
décrivent plus comme un site immunologique spécialisé (Ransohoff et al., 2003).
L’homéostasie du SNC est assurée par la BHE ayant plusieurs interfaces et assurant son role
de protection entre le cerveau et la périphérie. Ces interfaces possedent des propriétés
anatomiques et immunologiques bien précises. La faible perméabilité est due a sa structure,
car la BHE est constituée de cellules endothéliales vasculaires ayant des jonctions dites
serrées associees a des pericytes et des pieds astrocytaires (Abbott, 2006). Seules les petites
molécules ou les substances lipophiles peuvent diffuser a travers la membrane endothéliale
selon leur gradient de concentration (Grieb et al., 1985). Les cellules endothéliales de la BHE
different de celles retrouvées dans les tissus non-neuronaux grace a leurs fortes polarisations
dues aux jonctions serrées entre elles. Ces jonctions ont une tres grande importance pour

limiter le passage de molécules ou d’ions entre les cellules endothéliales. L’altération des
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fonctions de la BHE est un facteur tres important dans le développement des pathologies
neurologiques. Les différentes interfaces sont la barriére sang-LCR et la barriére sang-cerveau
(Figure 3).

La barriére sang-parenchyme cérébral est localisée au niveau des vaisseaux cérébraux.
Elle est constituée de cellules endothéliales qui different des autres cellules endothéliales de
I’organisme par I’absence de fenestration et la présence de jonctions serrées. L’endothélium
de la BHE repose sur une lame basale, composée de laminines, de collagene de type IV, de
fibronectine et de protéoglycanes. Cet endothélium et sa lame basale sont entourés de
péricytes et d’un réseau de pseudopodes astrocytaires qui vont isoler le réseau vasculaire au
sein méme du SNC (Rubin and Staddon, 1999).

La Barriere sang-Liquide céphalo-rachidien (LCR) est localisée au niveau des plexus
choroides. Elle est constituée de cellules endothéliales et de cellules épithéliales. A la
différence de la barriére sang-parenchyme cérébral, les cellules endothéliales sont fenestrées
et n’assurent pas la fonction de barriére. Cette fonction est assurée par les cellules épithéliales
épendymaires en contact direct avec le LCR (Engelhardt and Sorokin, 2009). Leur fonction de
barriére est assurée par la présence des jonctions serrées composées par de claudines, d’

occludines et de la protéine Zona occludens 1 (Wolburg et al., 2001).
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Figure 3 les différentes interfaces de la barriere hématoencéphalique : Les lymphocytes peuvent rejoindre
le LCR en traversant deux barrieres. La premiére est la barriére endothéliale et la seconde est la barriere
épithéliale. A,b,c,d sont des étapes de la transmigration leucocytaire détaillées a la figure 4, adapté de
Ransohoff, 2003, Nature reviews
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Le LCR considéré comme du plasma ultra filtré a cause de sa composition avoisinante celle

du plasma est produit par les cellules épithéliales sécrétrices des plexus choroides. Il circule
entre les ventricules et I’espace sous-arachnoide (au niveau des méninges entre la membrane
arachnoide et la pie mére). Le volume du LCR est un systeme régulé. Il permet d’assurer des
échanges nutritifs avec les tissus nerveux, et peut agir comme un réservoir régulateur du
volume encéphalique. Le LCR est constitué¢ a 90% d’eau et ions facilités par la présence de
canaux aqueux tels que I’aquaporine (Speake et al., 2003) et de transporteurs ioniques. Le
tissu cérébral n’étant pas accessible facilement pour faire avancer la recherche, le LCR
pourrait permettre d’avoir un reflet du SNC. Concernant les LB, une étude a montré
récemment que des clones B spécifiques d’antigénes étaient partagés entre les deux
compartiments (LCR-SNC) et pouvaient étre retrouvés dans le sang (von Budingen et al.,
2012).

% La transmigration leucocytaire

Dans un cerveau sain, les cellules endothéliales de la barriere limitent le passage des
leucocytes et la circulation des substances a travers le SNC comme décrit ci-dessus. Dans des
conditions de maladies neurologiques telles que la SEP, I’altération de la BHE a pour
conséquence la migration des leucocytes a travers le SNC (Lou et al., 1997). La migration
leucocytaire induit en retour une cascade de signaux de transduction importante pour la perte
des jonctions serrées et la rupture de la BHE (Bolton and Holland, 1998). Il existe trois

principales voies empruntées par les leucocytes (Ransohoff et al., 2003).

Premiere voie : Les cellules transmigrent du sang vers le LCR a travers les cellules
endothéliales fenestrées des plexus choroides. Ce mécanisme semble avoir une importance
physiologique car dans le LCR d’individus sans histoire neurologique, il est retrouvé environ
1.10° leucocytes/litre de LCR composés en majorité d’un phénotype CD4* mémoire central
(CD27°CD45R0") et de 1% de lymphocytes B (de Graaf et al., 2011). Cette voie utilise les
molécules d’adhésion de la famille PECAM.

Deuxiéme voie : La migration des leucocytes de la circulation sanguine a 1’espace sous-
arachnoidien, ils utilisent deux mécanismes, le roulement et 1’adhésion pour transmigrer. Ces
mécanismes utilisent les molécules d’adhésion P-selectine et surtout les a4 intégrines. Les

leucocytes migrent des micro-vaisseaux post capillaires de la surface de la pie mére vers les
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espaces sous-arachnoidiens et péri-vasculaires de Virchow-Robin, ou ils vont pouvoir

interagir avec les CPA.

Troisieme voie: Migration des leucocytes du sang a 1’espace péri-vasculaires
parenchymateux, ou ils entrent directement dans le parenchyme. Cette voie utilise les
molécules d’adhésion PSGLI.

La transmigration des cellules a travers le SNC nécessite une procédure bien particuliére
comme le montre la figure 4. Cette procédure est constituée de 4 étapes : (1) I’enroulement et
I’attachement, (2) le roulement (3) 1’adhésion aux cellules de la membrane (4) la diapédese.
Les chimiokines induisent et activent adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales. Elles
établissent un gradient chimiotactique permettant le recrutement a travers la BHE.

Leucocytes

Endothélium =——=>>

Sélectines

Chimiokines a lasurface Intégrines
des cellules endothéliales

Autres Chimiokines dans
les tissus

Figure 4 Transmigration leucocytaire: La transmigration des leucocytes se déroule en 4 étapes. (1)
capture ou enroulement sur I’endothélium, les leucocytes sont attirés par les chimiokines. (2) le roulement
des leucocytes a la surface de I’endothélium caractérisé par I’activation des intégrines. (3) I’adhésion et (4)
la diapédése qui permet le passage du leucocyte des capillaires aux tissus.

La migration des cellules immunitaires est en majorité régulée par les chimiokines (Nelson
and Krensky, 2001). Il existe deux types de chimiokines: les chimiokines inflammatoires qui
induisent la transmigration vers les tissus inflammés et les chimiokines régulatrices qui vont
maintenir ’homéostasie migratoire vers les organes lymphoides (Krumbholz et al., 2006) .
Les études dans la SEP au niveau des lésions ont montré 1’implication dans le développement

des lésions des chimiokines inflammatoires comme le CXCL10, le CCL5, le CCL4 (Simpson
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et al., 2000; Sgrensen et al., 1999) qui concernent en majorité les monocytes et les LT mais
aussi le CXCL12 et le CXCL13 qui favorisent la migration des LT et des LB dans le SNC
(Krumbholz et al., 2006). Dans la SEP, la transmigration des LB a travers la BHE n’a pas
beaucoup été étudiée méme si plusieurs études ont mis en évidence la production intrathécale
d’anticorps spécifiques au sein du LCR (Baranzini et al., 1999). Une équipe américaine a
montré in vitro que les LB d’individus sains migrent plus efficacement que les LT (Alter et
al., 2003).

e) Les auto-antigenes impliqués dans la SEP
La présence de cellules autoréactives dirigés contre des Ags dérivés de la myéline pouvant
étre responsable de la démyélinisation dans la phase active de la maladie a été montré
précédemment. Existe-t-il un unique antigéne caractéristique de la SEP ? Un grand nombre
d’antigénes dérivés de la myéline présent dans la substance blanche du SNC ont montré leur
capacité a induire une EAE. De plus, les études sur les anticorps ou sur les LT auto-réactifs
ont identifié d’autres Ags du SNC comme des Ags potentiels de la maladie. Les antigénes

dérivés de la myéline les plus utilisés sont:

ProteoLipid Protein (PLP) et Myelin Basic Protein (MBP) : Ce sont les protéines les plus
abondantes de la myéline (50% et 25% des protéines de la myéline). Elles sont retrouvées
dans le SNC mais aussi dans le Systeme nerveux périphérique (SNP) non atteints dans la SEP.
La PLP est une protéine trés hydrophobique de 30 KDa avec un isoforme connu sous le nom
de DM20. Plusieurs peptides de la PLP sont immunogénes mais le peptide (139-151), absent de

la DM20 est le plus immunogéne (Kennedy et al., 1990).

Myelin Associated Glycoprotein (MAG) et Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
(MOG) : La MAG est une glycoprotéine localisée a I’intérieur de la gaine de myéline. Elle
constitue 1% de la myéline du SNC et est trés peu abondante dans le SNP. Certains peptides
de la MAG se sont avérés trés encéphalogéniques. Dans la SEP, La MAG entraine une
réponse T et B élevée par ELISPOT (Andersson et al., 2002).

La MOG est une protéine de 28 KDa chez I’homme pouvant former un dimére de 55 KDa. La
MOG est une glycoprotéine mineure de la myéline appartenant a la superfamille des Igs a
cause de son domaine extracellulaire ressemblant a la partie variable d’une Ig. Elle représente
0.01 a 0.05% des protéines totales de la myéline. La MOG, contrairement a la PLP et a la
MBP, est restreinte au SNC (Johns and Bernard, 1999). Le bar et ses collégues ont proposé

pour la premiére fois que la démyeélinisation observée dans I’EAE aprés injection
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d’homogénats pouvait étre induite par une protéine de la myéline connu sous le nom de M2
plutot que par ses composants majeurs tels que la PLP ou la MBP (Lebar et al., 1976). Plus
tard, Linington va en 1984 par une étude comparative entre la M2 et la MOG montrer que la
M2 est identique a la MOG et ainsi 1’identifier comme un antigéne potentiel de la SEP sur le
fait de son action dans le modéle animal EAE. En effet, L’induction d’EAE par injection de
MOG native, recombinante, de peptides ou de T anti-MOG induit le développement de
caractéristiques cliniques, pathologiques et immunologiques évoquant la SEP (Linington et
al., 1993). Le développement d’un anticorps 8-18C5 reconnaissant la MOG a permis d’étudier
plus spécifiquement sa structure. Ainsi, il est report¢ que la MOG s’exprime
préférentiellement a la surface de la gaine de myéline (Brunner, 1989) et peut servir de
marqueurs de maturation des oligodendrocytes par son expression tardive (Scolding et al.,
1989). Son expression a la surface de la gaine de myéline pouvant la rendre plus facilement
accessible aux anticorps, est I’argument qui plaiderait en faveur de sa pathogenéicité. La
MOG a certaines fonctions physiologiques : Chez le rat, elle intervient dons le développement
et la réparation de la myéline (Li et al., 2002a). Elle peut aussi intervenir dans 1’adhésion
cellulaire par la présence en son domaine de type Ig de 1’épitope L2/HNK-1(Burger et al.,
1993), un acide glucuronique sulfaté lié aux résidus lactosamines impliqués dans les
mécanismes d’adhésion cellulaire (Quarles, 1997). Elle peut aussi grace a sa structure d’Ig se
lier de maniere dose-dépendante au Clq et pourrait ainsi activer la voie classique du

complément (Johns and Bernard, 1997).
Une étude récente a identifié un nouvel antigéne potentiel chez les patients atteints de SEP.

Kird.1: C’est une sous-unité des canaux potassiques K*. Cette sous unité KIR4.1 est
exprimée en majorité mais pas exclusivement (Li et al., 2001) par les cellules gliales du SNC
(Takumi et al., 1995). KIR4.1 est important pour le développement de la moelle épiniére et la
maturation des oligodendrocytes. Les souris Knock Out (KO) KIR4.1 -/- présentent de
séveres problemes moteurs causés par une démyelinisation et une dégénérescence axonale
(Kofuji et al., 2000; Neusch et al., 2001). Une étude récente a décrite la réponse anticorps
anti- KIR4.1 dans le sérum de patients atteints de SEP et mis en évidence la présence d’IgGl
et 1gG3 qui se lient aux cellules gliales dans les tissus cérébraux. 47% des patients atteints de
SEP ont des IgG anti KIR4.1 alors que seulement 1% des patients avec d’autres maladies
neurologiques et aucun témoin sain (Srivastava et al., 2012). Bien que cette étude ne montre
pas directement 1’action des anticorps KIR4.1 dans la démyélinisation, leur action peut étre

indirectement suggérée. Srivastava a montré que I’injection d’anticorps KIR4.1 dans le
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cerveau des souris réduit le taux de KIR4.1 localement (Action Anticorps-Complément). Il est
possible de penser que la présence de ces anticorps pourrait étre due a une action sur les
canaux KIR4.1 localisés sur les astrocytes, ce qui pourrait induire une démyélinisation. De
plus, cette molécule est proche de 1’aquaporine 4 (AQP4) exprimée au niveau des astrocytes,
un autoantigene identifié dans la maladie de Devic, une maladie longtemps considérée comme
une forme de SEP avant la découverte des autoanticorps anti AQP4 (Lennon et al., 2005).
L’action démyélinisante des anticorps anti-AQP4 a été mis en évidence in vitro par Hinson
(Hinson et al., 2012). La fréquence élevée d’anticorps anti KIR4.1 dans le sérum des patients
fait de cette molécule un antigene potentiel de la SEP. Tout de méme, le fait que cet anticorps

manque chez 50 % des patients questionne toujours sur son role étiologique.

D’autres travaux se sont intéressés a des glycoprotéines axo-gliales. Une étude a montré que
des T spécifiques de la contactin-2/TAG-1 avaient la capacité d’induire une EAE (Derfuss et
al., 2009) et une autre a mis en évidence la présence d’Ac dirigés contre la neurofascine
(Mathey et al., 2007). Une équipe a trouvé des Ac anti-dérivés oxydés de cholestérol dans le
sérum des patients (Quintana et al., 2008), une autre étude a montré qu’une co-immunisation
de sulfatides et d’anticorps anti-sulfatides aggravait la maladie chez des souris EAE induites
avec le peptide PLP(139-151) (Kanter et al., 2006). Les sulfatides sont des composants lipidiques
majeurs de la gaine de myéline qui semblent avoir un role pathologique dans la
démyélinisation au niveau du SNC (Jeon et al., 2008). D’autres antigénes lipidiques ont été
étudiés mais aucun ne semble étre la cible principale de la réponse immunitaire observée dans
la SEP.

Plusieurs antigenes sont étudiés dans la SEP, la littérature nous montre une grande diversité
d’antigénes myéliniques ayant des effets plus ou moins immunogénes. Bien que la liste soit
exhaustive plusieurs antigénes sont utilisés dans I’EAE et dans des études sur la SEP pour
nous permettre d’éclaircir des zones d’ombres. Une approche plus récente dans notre équipe
a montré que ’utilisation d’un extrait totale de myéline humaine (Voir annexe pour la
composition) pourrait abroger les résultats souvent contradictoires dus a 1’utilisation d’Ags
myéliniques différents pour une question commune (Bahbouhi et al., 2010). Ces résultats
confirment que la gaine de myéline est une cible dans la SEP mais y a-t-il une cible plus
précise ? La MOG semble étre un Ag myélinique approprié pour nous permettre de
comprendre certains points mécanistiques de la maladie, cependant aucune protéine ne semble

étre la cible principale.
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I11. Les lymphocytes B dans la SEP

Le lymphocyte B (LB) est une cellule centrale dans la réponse immunitaire humorale ou
cellulaire contre divers pathogénes. Un défaut dans le processus ontogénique des cellules B
peut altérer la différentiation et I'noméostasie B et contribuer au developpement des maladies

auto-immunes.

1) Géneralités sur les lymphocytes B

a) LeBCR
Le BCR, récepteur porté par les LB, est un complexe composé de trois parties, une partie
extracellulaire, une partie transmembranaire et une partie intracellulaire, comme le montre la
figure 5. La partie extracellulaire N terminale est composée de quatre chaines polypeptidiques
reliées par des ponts disulfures intra-chaines et inter-chaines formant 1’Ig membranaire (Igm),
élément de reconnaissance de I’Ag. L’Igm associé a un hétérodimere Iga-IgP est nécessaire
pour ’expression du BCR a la surface (Flaswinkel and Reth, 1994). L’Igm peut étre une IgM,
une 1gD ou une IgG, IgA ou IgE aprés activation par un LT (Yankee and Clark, 2004). La
reconnaissance de 1’Ag va transmettre un signal d’activation a I’intérieur de la cellule a
travers 1I’hétérodimere Igo/IgB (Cambier et al., 1994; Venkitaraman et al., 1991). Ce rdle est
possible grace a la présence intracellulaire d’une molécule Immunoreceptor Tirosine-based
activation motif ITAM (Yao et al., 1995). Une étude a montré qu’une mutation ou une
délétion du motif ITAM Iga modifiait le signal du BCR (Flaswinkel and Reth, 1994). Les
motifs ITAM sont aussi responsables de la communication entre le BCR et les protéines
cytoplasmiques, les tyrosines kinases (PTK) (Flaswinkel and Reth, 1994; Law et al., 1993).
Ce sont les PTK qui initient le signal BCR en phosphorylant les tyrosines du motif ITAM
servant de site d’ancrage pour le complexe de signalisation (Fuentes-Panana et al., 2004). Le
signal BCR semble important pour le développement et la fonction des LB (Torres et al.,
1996). Le signal BCR est augmenté par son association a un co-récepteur constitué de 3
molécules : le CD21 ou CR2, le CD81 et le CD19. Les souris CD19-/- ont une réponse B
déficiente contre la plupart des Ags. Le CD19 semble donc trés important pour les LB
(Charles A Janeway et al., 2001). Le signal du BCR est modulé par la tyrosine phosphatase
CD45 et le co-récepteur CD22. En effet, chez les souris CD45-/-, le signal BCR est faible
contrairement a un signal fort observe chez les souris CD22-/- (Cyster et al., 1996). Le signal
BCR peut étre régulé de maniére négative par le CD22 qui régule la mort cellulaire et la
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réponse T indépendante (Cyster and Goodnow, 1997) ou indirectement par des PTK comme
Lyn qui vont phosphoriler et activer le CD22 (Nishizumi et al., 1998). Les différents stades

d’expression du BCR seront abordés lors du développement des LB dans la moelle osseuse.

Pendant le développement, les LB sont sélectionnés en fonction de I’affinité et des
caractéristiques fonctionnelles du BCR. Cette sélection peut favoriser le développement du
LB avec un BCR fonctionnel (sélection positive) ou favoriser 1’élimination des LB capables
de répondre a auto-antigene (sélection négative) (Fuentes-Panana et al., 2004). Les étapes du
développement des LB dans la moelle osseuse (MO) et la rate requicrent la présence d’un

BCR fonctionnel et d’un micro-environnement adapté (Carsetti, 2000).
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Figure 5 Structure du BCR: Le BCR est constitué d’une Ig membranaire et d’un hétérodimeére Iga/lgp
avec le complexe de co-récepteurs (CD19, CD81 et CD21) nécessaire pour la signalisation apres
reconnaissance de ’antigéne (Ag). La cascade de signalisation qui est en second plan sur ce schéma n’est
pas détaillée dans mon introduction. Adapté de Pieper, Grimbacher and Eibel, 2013, J allergy Immunol.
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b) Activation du Lymphocyte B

L’activation du LB requiert 2 signaux. Le premier signal d’activation correspond a la
reconnaissance de I’Ag par le clone B spécifique et le second est le signal de costimulation.
La liaison BCR-Ag se déroule en général dans les organes lymphoides secondaires (OLS).
Deux types de réponses sont envisageables : les réponses T-dépendantes (principalement les
B folliculaires) ou les réponses T-indépendantes (les cellules B1 ou les LB de la zone
marginale (ZM)). Bien que les petits Ags soient reconnus directement par les LB, les Ags de
plus grande taille ont besoin d’étre apprétés et présentés aux LB par les CPA comme les
cellules dendritiques folliculaires (Bajénoff and Germain, 2009) ou les macrophages du sinus
sous-capsulaires (Carrasco and Batista, 2007). Les LB vont ensuite présenter par leur
molécule de CMH Il (Lanzavecchia, 1985) des Ags aux LT CD4+ follicular helper (Tfh). Les
Tfh vont fournir aux LB avec lesquels ils sont en contact des signaux de costimulation, c¢’est
le second signal d’activation. Les Tfh grace a I’expression du CXCRS5 vont se localiser a
I’interface des zones T et B pour rencontrer les LB ayant regu le premier signal par leur BCR
(Choi et al.,, 2011). Le contact Tfh-B est stabilisé par la protéine de signalisation
intracellulaire SAP (signalling lymphocyte Activation molecule-associated protein) (Qi et al.,
2008).

Le signal du BCR est trés important dans le développement et I’activation du LB et necessite
aussi d’autres signaux dépendant de facteurs de transcription également requis pour le

développement des LB.

0,

% BAFF B cell activator factor of the TNF family est un facteur de transcription qui
empéeche I’apoptose des cellules sécrétrices d’Acs dérivés de cellules mémoires, il a
donc une fonction importante dans le contréle de la production d’anticorps (Avery et
al., 2003). Il se lie a trois récepteurs : BCMA B-cell Maturation Antigen, TACI
Transmembrane Activator and Calcium-modulator and cyclophilin ligand (CAML)
Interactor et BAFF-R, BAFF récepteur. Le récepteur BCMA est exprimé par les B
matures et encore plus par les plasmocytes (Thompson et al., 2000). Le récepteur
TACI quand a lui est exprimé par les LB et par une sous-population de T activées (von
Bulow and Bram, 1997). Le troisiéme récepteur, BAFF-R lie BAFF et est exprimé par
tous les LB sauf les plasmocytes de la moelle osseuse (MO). BAFF-R est uprégulé par

les T activées et est exprimé par les T regs (Mackay and Leung, 2006).
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% APRIL A proliferating inducing ligand est un facteur exprimé en faible quantité par
les cellules lymphoides et en grande quantité par les cellules tumorales (Hahne et al.,
1998).

BAFF et APRIL sont essentiellement produits par les cellules de I’immunité innée telles que
les neutrophiles, les macrophages, les monocytes et les cellules dentritiques (Mackay et al.,
2003). Les LT et les LB actives produisent BAFF et APRIL en faible quantité (Mackay and
Leung, 2006). Certaines cellules non-hématopoiétiques comme les astrocytes produisent ces
facteurs chez les patients atteints de SEP (Krumbholz et al., 2005). Cette production par les
cellules non hématopoiétiques semble aider a la création de niche de survie qui permet de
moduler la fonction des LB et des plasmocytes. BAFF et APRIL pourraient aussi réguler la
sécrétion d’anticorps T dépendante en favorisant la survie des plasmablastes provenant soit
des B1 soit de la zone marginale (ZM) (Balazs et al., 2002). Chez les souris déficientes en
BAFF et BAFF-R, une perte des LB ZM et des cellules B2 est observée. Cependant, les
cellules mémoires et les B1 ne semblent pas avoir besoin du signal BAFF (Mackay et al.,
2003). lls semblent contrbler le développement et la survie des LB B2 et LB ZM et
participent aussi a la construction des centres germinatifs (CG) car en leur absence les CG ne
sont pas stables (Rahman et al., 2003). BAFF présente d’autres fonctions comme la régulation
de certains marqueurs de surface comme le CD21 et le CD23 (Gorelik et al., 2004). APRIL
régule la commutation isotypique CD40 indépendante et permet la survie des plasmocytes
(He et al., 2010). Les récepteurs jouent aussi des réles bien précis. Par exemple, le récepteur
BCMA contribue a la maintenance des plasmocytes (O’Connor et al., 2004) et induit la
fonction de CPA des LB (Yang et al., 2005). Le récepteur TACI quand a lui participe a
’activation de la réponse humorale des LB de I’immunité innée, des LB ZM et des cellules

B1 (Bossen et al., 2008).

Les différentes sous-populations de LB citées ci-dessus seront détaillées dans la partie du

développement des LB.

% BTK, Bruton Tyrosine Kinase : ¢’est un composant majeur du signal du pré-BCR et
du BCR. Il permet la liaison entre I’activation du pré-BCR ou du BCR et le flux
calcique Ca2+ (Guo et al., 2000). Il intervient dans 1’activation des voies MAPKinases
(Mitogen-activated protein kinase) et régule I’activité des facteurs de transcriptions

comme le NFkB (Nuclear factor kB) (Matthias and Rolink, 2005). Chez ’homme le
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développement des LB dans la MO semble étre dépendant de 1’activité de BTK
(Conley et al., 1994).
BLNK, B-cell linker protein : c'est un composant important dans le signal du pré-BCR

X/
°e

et du BCR, il semble aussi important pour la génération des B regs sécrétrices d’IL-10
(Jinetal., 2013).
TLR Toll-like receptor : Ce sont des récepteurs PRRs (Pattern Recognition Receptors)

X/
°e

qui ont la capacité de reconnaitre des motifs moléculaires conservés des agents
pathogenes, les PAMPS (Pathogen associated Molecular patterns). Ils entrainent des
réponses immédiates contre les pathogénes et induisent les réponses immunes
adaptatives en recrutant les cellules dendritiques et en initiant leur maturation (Akira
et al., 2001). Les TLRs sont exprimés par les cellules non-immunitaires comme les
kératinocytes (Kinoshita et al., 2009), les fibroblastes et par les cellules immunitaires
comme les cellules dendritiques, les mastocytes, les LT et les LB (Bourke et al.,
2003). La reconnaissance des PAMPS par les TLRs va impliquer la protéine
adaptatrice MYD88. MYD88 va activer les voies de signalisation NFxB et
MAPKSs (Kawai and Akira, 2007). Ce processus aboutit a la synthése de multiples
cytokines inflammatoires telles que I’ITFNy, I'IEN, I'IL-6, le TNFa et I'IL-12 (Kawai
and Akira, 2008) ainsi que I’expression des molécules de stimulation CD80, CD86 et
CMHII (Newell et al., 2010). Les TLRs semblent avoir une importance dans
I’activation des LB naifs. En effet, L'activation des B naifs nécessite trois signaux : la
stimulation du BCR, la collaboration des cellules T et I’activation des TLRs (Jiang et
al., 2007; Ruprecht and Lanzavecchia, 2006). Les LB naifs présentent un seuil
d’activation plus élevé que celui des cellules mémoires (Arpin et al., 1997) car les LB
mémoires sont plus réactifs a I’Ag en partie grace a un niveau d’expression des TLRs
élevé (Bernasconi et al., 2003). Une fois le TLR active, le LB mémoire va s’activer
rapidement, proliférer et se différencier en plasmocyte (Iskra et al., 2010). Il a été
montré que le LB mémoire et switché exprime de maniere constitutive le TLR9
(Bernasconi et al., 2003).

2) Le répertoire des lymphocytes B

Les LB sont produits tout au long de la vie. Cependant, le nombre de LB reste constant ou

retourne au niveau basal aprés une dérégulation due a une réponse immune. Les niches de
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survie fournissent les signaux de survie specifiques aux différentes populations de LB

pouvant expliquer cette homéostasie.

a) La diversité du répertoire B
La recombinaison V(D)J : C’est un mécanisme qui a lieu dans la MO (Tonegawa, 1983). Le
développement précoce du LB est ordonné par des réarrangements successifs de segments de
genes IgH et IgL. Premierement, le segment Dy (IgH Diversity segment) se réarrange avec le
segment Jy (IgH joining segment), ensuite le segment Vy au segment DJy formant le segment
V(D)Jy et enfin le réarrangement VJ, de la chaine légére (Melchers, 2005). Ce mécanisme
est coordonné par les enzymes de recombinaison RAG1, RAG2 (Recombinaison Activating
Gene) et TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase) qui assemblent les génes du récepteur
en catalysant les jonctions V-D-J (Tonegawa, 1983). La TdT va permettre 1’addition de
nucléotides au niveau des extrémités coupées des séquences codantes (Alt and Baltimore,
1982).Un réarrangement productif de la chaine lourde va permettre son expression a la
surface du LB avec des composants de la chaine 1égére de substitution (CLS), A5 et VpreB
(Melchers, 2005). Cette expression & la surface va induire le réarangement des génes de la

chaine légere d’Ig.

L’hypermutation somatique (HMS) : C’est un mécanisme responsable de la diversité du
répertoire B (McKean et al., 1984). Ce mécanisme débute aprés une rencontre entre le LB et
I’Ag pendant la réponse immune T dépendante. L’activation des LB et la costimulation
apportée par les LT CD4" helper entrainent la formation de CG dans les OLS ou se passent
I’HMS et la commutation isotypique. Ces mécanismes sont initiés par une seule enzyme,
I'AID, Activation-induced cytidine deaminase, exprimée par les B activés (Revy et al., 2000).
L’HMS permet 1’apparition de mutations au sein des génes des régions variables des Igs et
génere des BCR de forte affinité car les hypermutations somatiques augmentent I’affinité du
BCR pour I’Ag (Klein et al., 1998a). Ce mecanisme est plus intense dans le compartiment
mémoire. Une étude a démontré que la majorité des CD27 1gD" présentait des mutations de la
région variable (29/31 cellules testées) contrairement aux cellules CD27 1gD" (1/19 cellules
testées) (Klein et al., 1998a, 1998b).

La nature aléatoire de la recombinaison VDJ et les mutations somatiques des génes des Igs va
étre a ’origine d’un répertoire divers d’anticorps. Ce répertoire peut générer des auto-

anticorps et donc engendrer des pathologies auto-immunes. Pour eviter des phénomeénes
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d’auto-immunité, les LB au cours de leur développement subissent des mécanismes de

tolérance contrdlant la spécificité des cellules ou leur nombre.

b) Les mécanismes de controle de la tolérance au soi
Les LB autoréactifs semblent étre pathogéniques dans les maladies auto-immunes telles que la
polyarthrite rhnumatoide ou le lupus (Mandik-Nayak et al., 2008). Les études sur des souris Tg
exprimant un BCR reconnaissant des protéines du soi ont permis de déterminer plusieurs
mécanismes de tolérance (Cambier et al., 2007; Shlomchik, 2008) intervenant au niveau

central et au niveau périphérique.

Receptor editing : C’est un mécanisme de tolérance identifié indépendamment par deux
équipes depuis plus de 20 ans en utilisant des souris Tgs (Gay et al., 1993; Tiegs et al., 1993).
Ils ont remarqué une proportion de B immatures auto-réactifs qui n’était pas seulement
éliminée par délétion mais exprimait un nouveau BCR non auto-reactif. Ce mécanisme
intervient apres un réarrangement V (D) J des locus des chaines lourdes et légéres. Il implique
la réactivation des génes RAG et de nouveaux réarrangements de la chaine légere (moins
communément de la chaine lourde) pour aboutir a la formation d’un BCR spécifique d’un
antigene exogene (Basten and Silveira, 2010). Il est prédominant dans les mécanismes de
tolérance centrale des B auto-réactifs a forte ou a avidité modérée (Pelanda and Torres, 2006).
Le receptor editing ne semble pas étre exclusivement di a la voie de signalisation du BCR
mais d’autres voies seraient impliquées. Des études sur des patients déficients en protéines
MyD88, IRAK-4 ou UNC 93B, de la voie des TLRs ont permis de mettre en évidence leur
role majeur dans ces mécanismes (Isnardi et al., 2008). Chez I’homme, malgré une sélection
négative efficace dans la MO, une auto-reactivité et une poly-réactivité persiste néanmoins
dans le compartiment des B mature a faible avidité en périphérie (Wardemann and

Nussenzweig, 2007).

Délétion clonale : C’est un mécanisme qui intervient dans la tolérance périphérique et dans la
tolérance centrale. Elle a été décrite pour la premiére fois par Nemazee en 1989 en utilisant
des souris transgeniques H-2k (CMH-I) ayant des LB sécrétant des IgM anti-H-2k (Nemazee
and Blrki, 1989). Ce processus d’apoptose se déclenche au bout de 3 jours apres
reconnaissance d’autoAg, si un nouveau BCR non-autoréactif n’a pas €té réarrangé (Pelanda
and Torres, 2006). La délétion est donc un mécanisme secondaire ne concernant que les
cellules ayant échappées au receptor editing. Cette sélection négative dépend de I’activation

d’une molécule pro-apoptotique, Bim de la famille bcl-2 (Enders et al., 2003). La protéine
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Bim (bcl2-interacting mediator of cell death) semble avoir un réle important dans la

régulation de I’homéostasie lymphocytaire (Bouillet et al., 1999).

Inclusion allélique : C'est un phénoméne qui empéche les LB de produire deux chaines avec
des spécificités différentes pour une méme cellule. En effet lors du réarrangement V(D) J, un
signal d’inhibition des activateurs de recombinase RAG1 et RAG2 va permettre 1’exclusion
d’un all¢le et ’expression d’un seul isotype de la chaine 1égére (A ou x) pour produire un
récepteur fonctionnel. Ainsi le LB exprime un récepteur a sa surface d’une spécificité unique
et produit une multitude d’anticorps ayant la méme spécificité. Cependant, dans certains cas,
lors du receptor editing, un autre réarrangement productif peut se produire sur ’autre alléle
ou sur un autre isotype ne codant pas un autoanticorps. Ainsi, il est possible d’obtenir des LB
avec deux réarrangements productifs (Li et al., 2002b; Liu et al., 2005). Ces LB ont deux
possibilités : soit ils co-présentent les deux récepteurs, soit ils ont la capacité d’internaliser le
BCR autoréactif et d’exprimer uniquement le BCR non-autoréactifs. Li et al ont montré dans
leur étude que le second récepteur pouvait diminuer 1’autoréactivité du premier, la cellule
peut étre déroutée vers la zone marginale (Li et al., 2002b). Dans le second cas, Liu et al ont
montré que le BCR autoréactif internalisé ne va pas rencontrer d’Ag mais plutot se

différencier en plasmocytes et sécréter des autoanticorps de type IgM (Liu et al., 2005).

Anergie clonale et ignorance clonale : Ce sont des mecanismes de sélection négative qui
interviennent a tous les stades de développement du LB. Il sagit d'une inactivation
fonctionnelle des LB se manifestant apres la reconnaissance d’un autoAg et aboutissant a une
perte de réponse du signal BCR (Cambier et al., 2007; Nossal and Pike, 1980; Shlomchik,
2008). L’anergie clonale se caractérise par une incapacité pour le LB a présenter des Ags ou a
produire des anticorps. Les B anergiques ont une dépendance a de fortes quantités du facteur
de survie BAFF, une incapacité a interagir avec des T helper et une courte espérance de vie
(Lesley et al., 2004; Thien et al., 2004). Ces caractéristiques distinguent les LB anergiques des
LB naifs et limitent la capacité de ces cellules a participer a la réponse immunitaire (Cambier
et al., 2007). L’ignorance clonale est un mécanisme qui survient lorsque le signal généré par
la reconnaissance Ag-BCR est trop faible pour entrainer une réponse (Aplin et al., 2003;
Hannum et al., 1996; Shlomchik et al., 1993). Ces LB peuvent quitter la MO pour se retrouver
en périphérie comme des B non auto-réactifs. Ce mécanisme passe par les voies inhibitrices
du signal BCR, les voies SIAE/Siglec (Surolia et al., 2010). Chez des patients atteints de

maladies autoimmunes, les défauts de variants SIAE (Sialic acid Acetyl Esterase) ont été
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retrouvés montrant I’implication de cette voie dans la tolérance immunitaire (Pillai et al.,

2011).

c) Les différents points de controle

Les mécanismes de contrdle de I’auto/poly-réactivité ont été bien étudiés par le groupe de
Nussenweig chez ’homme. Ces études ont utilisé des clones de B de la MO et du sang en
differenciant les cellules précurseurs, les pré-B, les immatures précoces et les LB immatures
chez trois volontaires sains (Wardemann et al., 2003). Des transcrits des chaines lourdes et
1égéres d’Igs de LB ont été amplifiés, séquenés puis clonés. Les clones sont testés contre les
lysats cellulaires HEp-2 (cellules tumorales humaines permettant de détecter une auto-
réactivité anti-nucléaire ou anti-cytoplasmique) et un panel d’Ags pour tester la poly-
réactivité. Dans cette étude, 75,9 % des LB précoces immatures ont une auto-réactivité a
I’HEp-2 et 55,2% sont poly-réactifs (Wardemann et al., 2003), cette proportion diminue au
cours du developpement du LB. Cette étude a permis de mettre en évidence chez I’homme,
différents points de controle ayant lieu pendant le développement du B. Le premier point de
controle intervient dans la MO entre le stade des LB pré-immatures et le stade des LB
immatures comme le montre la figure 6. C’est un point de contrdle central. Le deuxieme
point de contrdle intervient en périphérie entre le stade transitionnel et le stade des LB
matures naifs. Pourtant, 20% des LB matures sont auto-réactifs apres cette sélection, parmi
lesquels 4% sont polyréactifs. Cette auto-réactivité physiologique pourrait contribuer au
développement des anticorps naturels intervenant dans la réponse immune (Wardemann et al.,
2003).

Une étude sur les auto-anticorps produits par les LB mémoires IgM* a montré un troisiéme
point de contr6le en périphérie (Tsuiji et al., 2006). Ils ont utilisé des anticorps
recombinants clonés a partir de LB mémoires IgM" et ont testé I’auto et la poly-réactivité. Ils
ont retrouvé 2% de LB mémoires IgM* auto-réactifs et 1% de LB mémoires IgM* poly-
réactifs alors que pour les B matures naifs, ils retrouvent 20% d’auto-réactivité et 6% de poly-
réactivité comme Wardeman en 2003. Les résultats suggérent un point de contréle entre le
stade des B matures et celui des B mémoires IgM*. Pour déterminer si cette sélection se
produit avant ou apreés I’HMS, les auteurs ont testé de nouveau la réactivité des anticorps
reconstruits a partir de leur forme non-mutée. Aucun des anticorps testés ne présentait d’auto-
ou de poly-réactivité. Ce point de contrdle semble donc intervenir avant les mutations
hypersomatiques (Tsuiji et al., 2006) figure 6. Une autre étude en utilisant la méme méthode

a testé 1’auto-réactivité des LB mémoires IgG" (Tiller et al., 2007). Ils retrouvent 46 ,8%
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d’autoréactivité et 22,7% de poly-réactivité chez les LB mémoires IgG™. Ces résultats sont
significativement plus élevés dans ce compartiment par rapport aux LB matures naifs. Le
développement de LB switchés dépend des centres germinatifs et du signal du T helper. Le
compartiment switché est caractérisé par I’ hypermutation somatique qui change 1’affinité des
anticorps et peut créer de I’auto-réactivité (Ray et al., 1996; Shlomchik et al., 1990). Les
résultats obtenus par Tiller suggérent une augmentation de la réactivité des cellules (auto et
poly) qui s’acquiert au moment de ’HMS au sein des centres germinatifs chez les témoins
sains (Tiller et al., 2007). Les centres germinatifs jouent un r6le important dans le
développement du répertoire B. Les CG représentent un microenvironnement dans les
follicules ou les LB hypermutés sont positivement sélectionnés sur la base de I’affinité et
négativement sélectionnés en fonction de I’autoréactivité due a la compétition locale pour
I’Ag présenté par des cellules dendritiques folliculaires et I’accés aux T helpers folliculaires
(Vinuesa et al., 2009).
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Figure 6 Les différents points de contrble de la tolérance B chez I'homme: le premier point intervient
entre le stade de pré-immature (75%) et le stade immature (45%). le second se déroule entre le stade
transitionnel (40%o) et le stade mature(20%) en périphérie. Le dernier point de contr6le en périphérie
permet I’élimination compléte des LB naifs autoréactifs (0%). Adapté de Wardemann, Adv Immunol, 2007.
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3) Développement et phénotype des lymphocytes B

Des arguments sur leur origine, leur phénotype et leur fonction nous permettent de subdiviser

les LB en deux lignages distincts : les B2 qui sont des LB conventionnels et les B1.

a) Développement et homéostasie des lymphocytes B conventionnels ou B2
Les cellules B sont générées dans la moelle osseuse et proviennent de cellules souches
hématopoiétiques qui possédent la capacité d’auto renouvellement et d’engagement dans
differents lignages. Les cellules stromales de la moelle osseuse (MO) sont des éléments clefs
de la différentiation B en apportant signaux cytokiniques et contacts cellulaires nécessaires a
leur développement (Egawa et al., 2001; Nagasawa, 2006). La figure 7 résume le
développement des LB. Ainsi sous l'influence de deux facteurs de transcription EBF (early B
cell factor) et LRF (LiverRegeneration Factor), la cellule souche hématopoiétique (CSL) va
se différencier en cellules pré-proB. L’expression du facteur de transcription Pax 5 assure la
différentiation des pré-proB en proB. Pax 5 inhibe Notchl et la différentiation T mais régule
I'expression de genes spécifiques du lignage B comme ceux codant le CD19 ou la protéine Ig
a (Nutt et al., 1998). Les souris ayant des pré-B déficients en pax5 montrent un défaut de
recombinaison V-D-J. Pax 5 semble donc également impliqué dans le réarrangement des
segments géniques V-D,-J de la chaine lourde p (Nutt et al., 1997). L’ensemble formé par les
2 chaines pH, les 2 chaines légeres de substitution SLC (Surrogate light chains) A5 et VpreB
et les 2 molécules de signalisation Igo. (CD79a), Igp (CD79b) constitue le pré-BCR. Le pré-
BCR va intervenir a deux niveaux, premiérement, il va stopper ’activité et I’expression de
I’enzyme catalysant le réarrangement des segments de la chaine lourde (exclusion allélique)
(ten Boekel et al., 1998) et dans un deuxieme temps, il va initier le réarrangement de la chaine
legéere. Ce récepteur est porté par les cellules pré-B et est central pour la suite du
développement B (Borst et al., 1996). En effet les déficits immunitaires observés chez
I'nomme, dans le cadre de mutations mono-géniques ciblant les genes du systeme
immunitaire, ont pu mettre en évidence le role central des molécules de signalisation du BCR
dans le développement B. Ainsi des délétions pour la burtontyrosyne kinase ou B-cell linker
protein induisent des déficits immunitaires sévéres en bloquant la différentiation B au stade
pro-B. De plus une délétion des génes de recombinaison (RAG1/RAG?2) et ceux codant les
chaines a et B (Iga et Igp) inhibe le développement du LB (Gong and Nussenzweig, 1996;
Kitamura et al., 1992). L’activation des molécules de signalisation est importante pour passer

au stade de différenciation suivant. Ces molécules vont assurer la transmission de signaux
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nécessaires a la survie et a une prolifération intense des pré-B. A ce stade les cellules B vont
internaliser le pré-BCR et exprimer de nouvelles chaines Iégéres. La synthese des chaines
Iégéres k ou A en remplacement des chaines de substitution, entraine I’expression d’une IgM
monomérique sur des LB immatures (Lazorchak et al., 2006; Rolink et al., 1998). Le LB
immature peut rester dans la MO ou migrer dans la rate ou il termine son développement. La
migration des LB vers la périphérie va se faire en partie avec ’aide de la chimiokine S1P,
Sphingosine-1-phosphate. Cette chimiokine est produite par les cellules endothéliales
(Venkataraman et al., 2008) et est en forte quantité en périphérie ce qui permet la migration
des LB.
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Figure 7 Développement des LB dans la moelle osseuse de la cellule souche hématopoiétique (CSH) au
stade de LB immature.

b) Différentiation et phénotype des lymphocytes B2

i. La Différentiation des B2 dans la rate

Au cours de leur différentiation, les LB immatures initialement formes dans la MO terminent
leur maturation dans la rate. Au cours de cette étape, les lymphocytes B auto-réactifs sont
éliminés par délétion clonale ou "receptor editing" (Carsetti et al., 1995; Gay et al., 1993). Les
cellules qui ont recombiné leur BCR avec succes (10%) continuent leur maturation en passant
par des stades de transition (T1 et T2). Cette sous-population B transitionnelle a été décrite
pour la premiere fois chez la souris en 1995 (Carsetti et al., 1995). Ces cellules sont

retrouvées dans la MO mais également en périphérie dans la rate et le sang. Trois sous-types
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de B transitionnels ont été identifié chez la souris et les transitionnels de type 1 ou T1, de type
2 ou T2, et les transitionnels de type 3 ou T3 (Allman et al., 2001). Dans la rate, les LB
transitionnels vont exprimer une seconde Ig membranaire I’IgD et le récepteur du
complément CD21. Le CD21 joue un rdle dans la réponse immune innée et humorale (Carroll
and Fischer, 1997). Les T1 et T2 sont classés selon I’expression de ces marqueurs, les
transitiT1 sont IgD'CD21 tandis que les T2 sont CD21%IgD" (Carsetti et al., 1995). La
progression du stade T1 au stade T2 est régulé par la protéine kinase (PTK) Syk et Iga
(Turner et al., 1995). Les T3 sont des cellules peu différentes des matures naives, par

conséquent la littérature a leur sujet est rare (Allman et al., 2001).

Chez I’homme, les premiéres études phénotypiques et fonctionnelles chez I'hnomme ont permis
d'identifier les cellules transitionnelles comme étant des cellules
CD19*1gM*1gD*CD24"CD38"CD27 (Sims et al., 2005). Il existe des sous types de LB
transitionnels, T1 et T2. Au départ, les deux sous-types se différenciaient en fonction de
I’expression du CD24 et du CD38 (Anolik et al., 2007). Le CD38 est une ADP-Bybocyclase,
molécule de costimulation capable de transduire des signaux de surive de prolifération aux
cellules B. Le CD24 est exprimé sur les pré-B et se perd au cours de la différentiation. Les
cellules immatures et mémoires réacquierent son expression. Son réle est tres peu défini
néanmoins, cette protéine est un ligand de la P-sélectine, un récepteur exprimé a la surface des
CE activées suggeérant un réle dans I'adhérence des cellules B (Aigner et al., 1997) est aussi
exprimé sur les pré-B et disparait au cours de la différentiation. Le phénotype des LB
transitionnels reste encore mal connu car beaucoup d’études ont utilisé des marqueurs
différents pour caractériser cette population (Agrawal et al., 2013). Sur le plan fonctionnel, les
T2 proliferent plus en présence de certaines cytokines comme IL-4, IL-10, IL-13, IL-21 et
sécrétent plus d’IgM apres différentes stimulations (CpG, CD40L or CpG/CD40L avec ou
sans IL-21) par rapport aux cellules T1. Les T2 semblent donc plus matures que les T1
(Suryani et al., 2010). lls confirment dans cette étude que les T1 sont les premiéres cellules
migrantes a quitter la MO car apres transplantation de cellules souches hématopoiétiques

(TCSH), ce sont les premiéres cellules a étre identifier en périphérie.

Le T2 se différencie ensuite dans la rate en LB folliculaire ou en LB ZM. Le devenir de la
cellule T2 est dépendant de I'affinité du BCR et du clivage de Notch2. Les LB T1 et T2 qui
reconnaissent des Ags avec une forte affinité vont induire 1’activation de Btk et se différencier
en LB folliculaire. Au contraire, les LB transitionnels qui reconnaissent I’Ag avec une faible

affinité vont faiblement activer le Btk et se différencient en LB ZM. Une faible activation de
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Btk permet ’action de Notch2 alors qu’une forte activation de Btk va inhiber 1’action de
Notch2 (Pillai and Cariappa, 2009). L’activation de Notch2 par son ligand DL1 est nécessaire
pour la rétention et le développement des B au niveau de la ZM dans la rate (Saito et al.,
2003). La métalloprotéinase ADAM-10 semble aussi avoir un role dans la voie de
différentiation empruntée. Des études sur des souris Tg ayant des LB n'exprimant pas
ADAM-10 ont montré une absence de développement des LB ZM. Les auteurs montrent que
ADAM-10 régule le signal Notch2 (Gibb et al., 2010).

Les lymphocytes B2 de la zone folliculaire : Ils sont localises au niveau des follicules
primaires grace a 1’action de la chimiokine CXCL13, ils migrent a travers le réseau réticulaire
des follicules a la rencontre de I’ag présente par les cellules dendritiques folliculaires ou par
les macrophages des sinus sous-capsulaires (Phan et al., 2009; Suzuki et al., 2009).
L’activation du BCR sera déterminante pour la suite de la différentiation. Si le BCR n’est pas
activé, les LB folliculaires (FO) quittent le follicule et retrouvent la circulation sanguine grace
a I’action du récepteur lysophospholipidique SI1P1 exprimé a leur surface (Schwab and
Cyster, 2007). En effet 1’activation du BCR va induire la migration des B folliculaires vers la
zone T grace a I’expression de CCR7 et va permettre leur présence au niveau de ’interface T-
B (Reif et al., 2002). Cette localisation va étre favorable a une interaction entre les LB et les
LT auxiliaires CD4" (Th) exprimant le récepteur CXCR5 appelés Th pré-folliculaire (Forster
et al., 1999). Cette interaction va donner lieu a deux types cellulaires : (1) Les LB peuvent se
différencier en plasmocytes extra-folliculaires de courte durée de vie sécrétant en majorité
des IgM (Tarlinton et al., 2008) et méme des autoanticorps (William et al., 2002). Les LB FO
peuvent aussi migrer dans les follicules dits secondaires grace a 1’expression du bcl6 (B-cell
lymphoma 6) et former en leur centre des micro-environnements favorables a la
différentiation du LB appelés centre germinatif (CG) (Cyster, 2010). Les CG sont composés
d’une zone claire et d’une zone sombre (figure 8). Au niveau de la zone sombre, (2) les LB
folliculaires vont exprimer le CXCR4, inhiber 1’expression du BCR pour se différencier en
centroblastes avec une forte capacité proliférative (Allen et al., 2004). Les centroblastes
expriment I’enzyme AID (Activation-inducedcytidinedeaminase) et le BCR va subir des
hypermutations somatiques des domaines variables des chaines lourdes et légéres. Ces
mutations augmentent la diversité du répertoire BCR. Dans la zone claire, le BCR est
réexprimé a la surface de la cellule et testé contre des ags présentés par les cellules
dendritiques folliculaires. L’interaction cellule dendritique folliculaire-centroblaste va

permettre D’internalisation de 1’Ag, I’arrét du cycle cellulaire et la différentiation en
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centrocytes. Les centrocytes vont activer les Th folliculaires et I’affinit¢ du BCR pour I’Ag va
de nouveau induire une sélection positive ou negative. Une faible affinité pour I’Ag va induire
I’apoptose des centrocytes par la surexpression des molécules pro-apoptotiques telles que la
molécule Fas, programmed death ligand PD-L1 et PD-L2 (sélection négative) (Takahashi et
al., 2001). Une affinité plus forte va induire la survie du centrocyte par 1’expression du
CDA40L et la sécrétion de cytokines comme 1’IL-4 et IL-21 (sélection positive) (Vinuesa et al.,
2005). Les centrocytes sélectionnés positivement vont subir une commutation isotypique

conduisant a la production d’anticorps de différentes classes IgG, A, E (Reynaud et al., 2003).
Les centrocytes vont ensuite quitter le CG.
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Figure 8 Le centre germinatif: Réaction simplifiée du développement du LB dans le centre germinatif (de
a) a g)). Aprés ’expansion clonale du centroblaste dans la zone sombre du CG, I’enzyme AID va induire
des hyper-mutations somatiques (HMS) pour augmenter I’affinité du BCR. Dans la zone claire, le

centrocyte va effectuer des interactions aboutissant soit a une sélection négative (apoptose) soit a une
sélection positive (différentiation).

Les lymphocytes B2 de la zone marginale : le signal BCR faible et le signal Notch2 (Saito et
al., 2003) conduit a la différentiation des cellules transitionnelles en LB ZM sans I’implication
des LT et du signal CD40L (Weller et al., 2001). Chez les souris, les LB ZM répondent
vigoureusement aux pathogénes véhiculés par le sang et sont IgM"9"1gD'" CD23" CD21*
CD1d", constituant 10 & 15% du pool total des LB (Lee-Chang et al., 2011; Pillai et al., 2005).
La forte expression de CD1d facile la présentation des antigenes lipidiques par les LB ZM aux
LT Natural Killer Invariant (iNKT), la ZM splénique pourrait étre une source d’anticorps

dirigés contre des lipides (Barral et al., 2008). De méme, la forte expression du CD21 a la
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surface de LB ZM facilite le transport des complexes immuns de la circulation aux follicules
dans la rate ou ces complexes seront capturés par les cellules dendritiques folliculaires pour
les présenter aux LB folliculaires (Cinamon et al., 2008). Les LB ZM sont des cellules
génerées comme des LB naifs avec des propriétés de cellules mémoires, elles ont aussi une
forte expression du CMH 1I, CD40, CD80 et CD86 traduisant un phénotype de cellules pré-
activées, une capacité d’autorenouvellement et une longue durée de vie (Pillai et al., 2005).
Les LB ZM peuvent aussi participer a la réponse immune T dépendante. Elles sont capables
de présenter des ags protéiques directement aux cellules T par leur molécule de CMH 11 et des
molécules de costimulation de la famille B7 (CD80, CD86) (Attanavanich and Kearney,
2004). Ainsi, les LB ZM constituent la premicre ligne de défense de I’organisme contre des
pathogenes tels que les bactéries encapsulées provenant du sang (Zandvoort and Timens,
2002) avant méme que la réponse adaptative soit assurée par les LB FO (Oliver et al., 1999).
Le développement et I’homéostasie des LB ZM semble dépendre des signaux transmis par le
TIRAP (Toll-IL1 receptor domain containning adaptator protein) induit par les TLRs
exprimés a la surface du LB (Weller et al., 2012) et débute dans la rate car le ligand delta-like
1 (DL1) indispensable pour leur développement est fortement exprimé dans la rate et absent
dans la MO (Tan et al., 2009). Ces LB ZM expriment les récepteurs S1P1 et S1P3 qui les
retiennent efficacement dans la ZM (Cinamon et al., 2004).

Les LB de la ZM humaine partagent des similitudes phénotypiques et fonctionnelles avec les
LB de la ZM murine bien que la structure de la ZM humaine soit différente de celle des
souris. Chez I’homme, ces cellules peuvent étre IgM* IgD' CD23" CD21" CD1c* ou
IgM*CD27", pour la plupart CD5" et représentent 10 & 15% des B circulants ((Weller et al.,
2004). L’ontogénie et la fonction des LB de la ZM chez I’homme reste trés controversées
(Tangye and Good, 2007; Tarlinton, 2008; Weill et al., 2009). En revanche les LB de la ZM
humaine sont recirculantes a 1’inverse de souris restreintes a la rate. Ces cellules ont la
capacité de sécréter des Igs naturelles pouvant étre polyréactives et sont suspectées comme
étant un pool d'Ac autoréactifs (Weill et al., 2009).

ii. Différentiation des B2 dans les amygdales

Les amygdales ont permis d’étudier chez I’homme, le phénotype des LB des OLS. Dans les
amygdales, I’expression de marqueurs tels que 1’IgD et CD38, a permis de caractériser 5 sous

populations : Bm1, Bm2, Bm3, Bm4 et Bm5 comme le montre la figure ci-dessous (figure 9).
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Figure 9 Phénotype des amygdales. Classification des LB retrouvés dans les amygdales. L’utilisation des
marqueurs de surface IgD et CD38 subdivise la population des LB en 4: les LB matures naifs (Bm1, Bm2),
les LB pré-centre germinatif (Bm2’a, Bm2’b), les LB des centres germinatifs (Bm3, Bm4) et les LB
mémoires (Bm5). D’aprés Stephen Jackson, 2008, advances in Immunology

Les cellules Bml expriment fortement IgD tandis que les Bm2 expriment le marqueur
précoce d’activation CD23. Bm1 et Bm2 ne présentent pas de mutations somatiques des
domaines variables des Igs, ce sont donc des cellules naives lgD*CD38" (Pascual et al., 1994).
Kolar a mis en évidence une sous population intermédiaire entre les LB matures naifs et les B
du centre germinatif, les B pro-CG. Ces cellules portent les mémes marqueurs que les LB
matures naifs, IgD*CD38". Les pro-CG ont une taille plus grande et des mutations de la région
V de I’IgH. Ces cellules sont a un stade G1 du cycle cellulaire contrairement aux LB matures
naifs qui restent au stage GO du cycle cellulaire (Kolar et al., 2007).Une fois que le LB naif
entre dans le CG, la sélection de I’antigéne, la maturation de 1’affinité, la recombinaison
isotypique et la différentiation des cellules peuvent prendre place. Les pre-GC quant a elles
sont des cellules double positive IgD*CD38" qui expriment IgM et différent des cellules
lgD+CD38+(IgD°™") n’exprimant pas I’IgM et ayant un fort potentiel autoréactif (Zheng et
al., 2004). Les Bm3 perdent I’IgD, proliférent intensément et présentent des hyper mutations
somatiques des domaines variables des Igs (Pascual et al., 1994). Ce sont des centroblastes
IgD'CD38"CD77". La population Bm4 correspond aux Bm3 aprés sélection positive en
fonction de D’affinité du BCR. Ce sont des centrocytes IgD'CD38"CD77". Enfin, les Bm5
(IgD"CD38), sont les cellules mémoires exprimant des isotypes IgG ou IgA a leur surface et
des marqueurs d’activation tardifs tels que le CD80, CD86 et CD95 (Liu et al., 1995). Dans
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les amygdales, les cellules naives vont se retrouver dans la région folliculaire du tissu alors

que les mémoires colonisent les muqueuses épithéliales (Liu et al., 1995).

iii.  Lessous-populations B2 dans le sang périphérique

Dans le sang périphérique, les LB sont circulants. Les LB naifs, mémoires, transitionnelles
sont retrouvees dans le sang a des proportions différentes des autres compartiments. Je vais

focaliser ce paragraphe sur les B mémoires

Lymphocytes B mémoires : Le principe de la vaccination dépend exclusivement de la
mémoire immunologique qui est effectuée par les LB mémoires. Des études sur les survivants
de I’épidémie de grippe en 1918 ont montré la présence de LB mémoires spécifiques d’ag qui
persiste en absence d’antigéne plus de 90 ans apres 1’épidémie (Yu et al., 2008). Une avancée
plus récente a permis de déterminer un marqueur représentant les LB mémoires, le CD27
essentiellement chez I'homme (Klein et al., 1998a). Le CD27 est une glycoprotéine de type |
exprimée par certains LB et par la majorité des LT. Les LB CD27" sont aussi caractérisées par
des hypermutations somatiques du géne codant le domaine V des Igs augmentant leur affinité
pour I’ag. Le signal émis par le CD27 induit la différentiation des LB mémoires en
plasmocytes (Agematsu et al., 2000). L’expression du CD27 sur les LB augmente en fonction
de I’age. En effet, le CD27 n’est pas exprime par les B du cordon ombilical (cordon ombilical
= B naifs & 99%) bien que 40% des LB soient CD27" chez I’adulte (Agematsu et al., 1997).
Les cellules mémoires présentent des différences morphologiques par rapport aux LB CD27
et sont des cellules larges avec un cytoplasme abondant. In vitro aprés une activation
polyclonale, ce sont des cellules qui ont la capacité de s’activer rapidement et de produire une
quantité élevée d’IgA, M, G et E (Agematsu et al., 1997; Nagumo and Agematsu, 1998).
Beaucoup de précisions restent a étre apportées au phénotype des LB mémoires. En effet,
plusieurs études ont identifié des LB mémoires CD27 1gG" qui expriment des mutations des
génes codant la région variable avec des quantites élevees de CD80 et CD86 par rapport aux
LB naifs 1gG™ (Fecteau et al., 2006; Wei et al., 2007). De plus la stricte définition des LB
mémoires comme des cellules « switchées » générées par des réactions du CG T dépendant
pourrait exclure des réponses mémoires importantes médiées par des LB « non-switchés » et
issus des voies indépendantes des CG. Dans cette lancée, une étude a montré qu’une petite
proportion de LB CD27"IgD" avaient la capacité de produire des IgM de forte affinité comme
les LB switchés (Shi et al., 2003). Une étude récente a mis en évidence I’existence de

plusieurs sous-populations de LB mémoires en fonction de leurs origines : les LB mémoires
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CD27'1gG" dont I’origine est la rate, les CD27 IgM*IgD" et les LB mémoires « switchées »
CD2771gG/A" dont 1’origine est le CG (Berkowska et al., 2011). Il est possible aussi de
différencier les LB mémoires en fonction de Ig de surface exprimé (IgD”‘), de I’affinité du
BCR pour I’antigéne, la fréquence des mutations du BCR et 1’isotype sécrété aprés culture in

vitro (Jackson et al., 2008).

Tableau 1 Phénotype des sous-populations des LB dans le sang périphérique.

Population Type Phénotype
Transitionnelle T1 IgD*CD27
CD10'CD24™"
CD24""Cp3g"e"
CD5'CD10"CD27CD21""
T2 IgD* CD27
CD5'CD10*CD27CD21"" gD "
T3 IgD* CD27 CD24™CD38™
Naive CD19'CD27CD38 IgD*
Naive activée CD19°CD27CD38" IgD*
Mémoires Double - négative 1gD'CD27
non-switchés IgD"CD27 IgM*
IgD*CD27"IgM"
IgM-only IgM*IgD"CD27"
Switchés IgD'CD27 IgM-
CSA Plasmablastes  1gD CD27"%"
CD19'CD38""CD138

Plasmocytes CD19CD38""CD138"

Les B régulateurs : Ce sont des LB produisant de I’IL-10. L’IL-10 est une cytokine anti-
inflammatoire ayant des fonctions suppressives, inhibant la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’'IFNy, IL17 et diminuant I’expression de CMH Il (Saraiva and
O’Garra, 2010). Cette cytokine est impliquée dans le maintient de 1’expression de FoxP3 par
les T regs (Darrasse-Jeze et al., 2009). C’est aussi un facteur de croissance favorisant la
differenciation en plasmocytes  (Calame, 2001). Les B regs  sont
CD19°CD38"CD24"CD5'CD1d" (Sims et al., 2005). Leur origine et leur développement sont
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controversés. Lampropoulou suggére que les Bregs proviendraient des LB FO naifs qui
acquiérent des fonctions suppressives grace a des signaux recus lors des réponses
immunitaires contre un pathogene (Lampropoulou et al., 2008). Ces sighaux engagent les
TLR, le CDA40 et le BCR. Cependant, il est difficile d’affirmer cette hypothése car les LB FO
produisent trés peu d’IL-10 et ne possedent aucune fonction suppressive (Evans et al., 2007).
Une autre étude suggére que les B regs proviendraient d’un progéniteur commun T2-MZP
(marginal zone progenitor) (Mauri and Bosma, 2012). Ce sont des B immatures autoréactifs
qui sont programmés pour répondre rapidement a des pathogénes (Su et al., 2004). Les
auteurs proposent que durant la réponse contre un pathogeéne, 1’activation des T2-MZP par les
TLRs induise une premiére sécrétion d’IL-10 entrainant I’activation des LT. Cette activation
va permettre aux B regs de recevoir d’autres signaux (CD40, BCR, CD80, CD86) qui vont
stabiliser leur production d’IL-10. Des études sur les LB CD24"CD38" produisant de I’TL-10
ont montré que ces cellules avaient des propriétés régulatrices dans le lupus. Elles ont la
capacité de réduire la fréquence de T CD4" produisant le TNFa et I'IFNy (Blair et al., 2010).
Les Bregs semblent aussi avoir la capacité d’inhiber la prolifération des T (Bouaziz et al.,
2010).

Plasmocytes : C’est le stade final de la différenciation des LB. Les plasmocytes sont des
cellules sécrétrices d’anticorps. llIs sont en faible quantité en circulation mais sont surtout
retrouvés dans la MO ou ils expriment la molécule CD138 (Gonzalez-Garcia et al., 2006;
Medina et al., 2002) . Ces cellules ont une longue durée de vie (Slifka and Ahmed, 1998) et
sont responsable de la production d’ anticorps spécifiques d’un ag donné (Slifka and Ahmed,
1998). Certaines ¢tudes montrent qu’une sous-population de B mémoires générés durant la
réponse antigénique recircule dans la MO et peut se différencier en plasmocytes pour
repeupler le compartiment (Paramithiotis and Cooper, 1997). In Vitro, seules les LB CD27"
sont capables de se différencier en plasmocytes (Arpin et al., 1995). Le facteur de
transcription Blimpl semble avoir un role important dans I’initiation de la différentiation en
plasmocytes bien que les souris RAG1-/- avec des LB déficients en Blimpl ont des quantités
normales d’Igs dans le sérum (Kallies et al., 2007). Les plasmocytes vont migrer des
amygdales vers le sang puis vers la MO gréace a leur récepteur CXCR4 (Medina et al., 2002).
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Figure 10 Les mécanismes de contrdle de la tolérance au soi au cours du développement du LB (Basten A

et Silveira P, 2010, Curr Opin Immunol).
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c) Différentiation des lymphocytes B1
Les Bl ont une capacité d’autorenouvellement (Hayakawa et al., 1986), elles ont une
efficacité de présentation antigénique plus importante que les B2 (Zhong et al., 2007). Les B1
ont été identifiés initialement chez la souris comme des cellules IgM*IgD" exprimant le
marqueur CD5 (Caligaris-Cappio et al., 1982; Hayakawa et al., 1983). Cette population
majoritaire chez le nouveau-né est minoritaire chez 1’animal adulte. L’origine des B1 est trés
controversée : certains leur conférent une origine feetale alors que d’autres pensent qu'ils sont
d’origine hématopoiétique. En effet, le transfert de MO chez des souris irradiées ne permet
pas de reconstituer la population B1 contrairement au transfert de foie feetal (Hayakawa et al.,
1985). La majorité des B1 résident dans les cavités pleurales et péritonéales des poumons et
des intestins (Kroese et al., 1989), trés peu sont retrouvés dans la rate et ils sont absents dans
le sang. Des études montrent que les B1 de la rate et ceux de la cavité péritonéales différent en
fonction de I’expression du CDI11b et de la sécrétion d’Igs (Tumang et al., 2004). Le
développement des B1 nécessite un signal BCR mais aussi un BCR avec une spécificité
fonctionnel (Chumley et al., 2000; Hardy and Hayakawa, 2001). En effet, le nombre de B1 est
réduit lorsque le signal BCR est insuffisant. Deux types de B1 ont été décrits chez la souris :
les cellules Bla et les B1b. les cellules Bla sont des cellules qui vont produire des anticorps
IgM indépendamment de toute stimulation antigénique (T-indépendant) (Hayakawa et al.,
1984). Ces anticorps sont appelés des anticorps naturels avec un répertoire limité et
polyréactif pour la reconnaissance d’une large gamme de motifs Antigéniques portés par des
pathogenes (Hayakawa and Hardy, 2000). Ce sont des cellules en premiére ligne de défense
contre la plupart des infections et les seules contre des bactéries encapsulées (Kruetzmann et
al., 2003). Les Bla sont des cellules importantes dans I’immunité innée anti infectieuse
(Briles et al., 1981). Les B1b n’expriment pas le CD5. Ce sont des cellules responsables des
réponses immunes adaptatives contre les ags polysaccharidiques et d’autres ags indépendants
du signal T (Haas et al., 2005). La sécrétion des auto-anticorps par les B1 pourrait contribuer
au développement de certaines maladies autoimmunes tels que le lupus (Berland and Wortis,
2002). Les B1 semblent étre une source majeure 1L-10 mais les effets des B1 sécrétrices d’IL-
10 semblent controversés dans le modéle animal de lupus (Ishida et al., 1994). Les Bl
peuvent également induire I’activation et la prolifération des LT naifs de maniére efficace, ce

sont des présentatrices d’antigénes efficaces (Sato et al., 2004).

Chez I’homme, la population LB CD5" n’est pas considérée comme la population B1 et

I’identification de ces cellules reste hypothétique. Cependant une étude récente relance le
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débat (Griffin et al., 2011). Les auteurs ont caracterisé une population B1 dans le cordon
ombilicale et le sang périphérique. Elle se subdivise en deux, les B1 CD11b™ qui sécrétent
spontannément des IgM et les B1 CD11b" qui expriment fortement le CD86 et stimule
efficacement les LT CD4" (Griffin and Rothstein, 2011). La fréquence des B1 reste
controversée chez les témoins sains ce qui a amené a des nouveaux critéres d’identication
(Griffin and Rothstein, 2012).

4) Implication des LB dans la SEP

Dans la SEP, la spécificité des LB pour un antigéne donné a souvent été étudiée a travers la

spécificité des anticorps sécrétés bien que dans I’EAE, le transfert d’anticorps soit incapable
d’induire la maladie (Oliver et al., 2003)

a) Le modele animal et les lymphocytes B
Les premiers travaux sur le modéle animal ont mis en avant les T CD4" comme des effecteurs
essentiels dans le développement de la maladie. Schluesener a montré que l’injection
d’anticorps monoclonaux anti-MOG chez des souris présentant une EAE par induction active,
contribue a la démyélinisation (Schluesener et al., 1987) mais les quantités injectées dans
cette étude (200 pg/g selon le poids de I’animal) semblent trés éloignées de la concentration
d’anticorps pouvant étre produite de maniere endogene. Dans une autre étude, I’immunisation
des souris avec la MOG recombinante humaine (rMOG), donne une EAE sévére avec une
forte production d’anticorps (Oliver et al., 2003) mais ces anticorps ne sont pas capables
d’induire une EAE chez des animaux naifs. L’auteur dans son étude a comparé les effets de la
MOG recombinante (rat, humain) a ceux de peptides MOG (3555 correspondant sur le
développement de la maladie (La MOG de rat est identique a celle de la souris mais differe
de la MOG humaine au niveau de la position 42 par le remplacement d’une proline par une
sérine). Cette étude montre que la region MOG (3555 de rat est cruciale pour le
développement d’'une EAE. Cependant ce méme peptide humain n’induit qu’une tres faible
EAE bien qu’il soit trés immunogene in vitro. Ce résultat confirme que le modéle induit par la
MOG (35-55) de rat est essentiellement caractérisé par une reponse T et indépendante de B.
L’immunisation des souris déficientes en LB avec le peptide MOG (3s.55 entraine le
développement d’une EAE. Cependant, I’immunisation de ces souris avec la rtMOG humaine
n’aboutit pas au développement d’une EAE (Lyons et al., 1999) mais la susceptibilité est
rétablie par induction d’anticorps spécifiques d’antigéne : 1’action des B sur la maladie dans

ce modele passe par la production d’anticorps (Lyons et al., 2002). Ces études nous montrent
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combien il est important de choisir la méthode d’induction et I’antigéne pour étudier

I’implication de certaines cellules dans la maladie.

L’utilisation des modeles transgéniques a permis d’éclairer sur la fonction et le devenir des
LB spécifiques d’un antigéne my¢linique. Litzenburger a utilisé un modele Transgénique (Tg)
de souris ayant un BCR Tg dont la chaine H provient d’un anticorps pathogénique spécifique
de la MOG (Litzenburger et al., 1998). Cet anticorps (8.18-C5) a la capacité d’induire une
démyélinisation et une aggravation des signes cliniques dans les modéles EAE (Linington et
al., 1988). C’est un modéele obtenu par Knock In (KI), le géne cible sur le locus est invalidé et
ensuite le géne d’intérét est introduit dans la région souhaité. Ces souris Tg ne développent
pas une EAE de maniere spontanée mais elles développent une EAE séveére si elles sont
immunisées avec des antigenes de la myéline ou des LT antigénes spécifiques de la MOG.
Deux autres groupes ont décrit des souris doublement transgéniques qui développent
spontanément une EAE ressemblant a la maladie de Devic humaine souvent considéré comme
une forme de SEP et mettent en avant I’importance de la coopération entre des LT et des LB
reconnaissant le méme auto-antigéne dans la maladie (Bettelli et al., 2006; Krishnamoorthy et
al., 2006).

Le LB a plusieurs fonctions dont les majeures sont: la production d’anticorps apres

différentiation, la présentation d’antigéne aux LT CD4" et la production de cytokines.
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b) Les sous-populations de LB dans la SEP

Plusieurs études se sont intéressées a la redistribution des sous-populations B dans la SEP.

Les sous-populations de LB ont été explorées en majorité dans le sang mais aussi dans le LCR

des patients atteints de SEP. Le tableau ci-dessous résume les différentes études qui mettent

en avant une différence entre patients et témoins (Tableau 2).

Tableau 2 : Les sous-populations de LB chez les patients atteints de SEP.

Marqueurs Contrdles Patients Forme de SEP | Sang | LCR | auteurs
CD19* CD5 MNNI Augmentation | RR X (Sellebjerg et al., 2002)
CD19*CD5" MNNI Augmentation | ND X (Mix et al., 1990)
CD19*CD5" Témoins sains | Augmentation | SP X (Bongioanni et al., 1996)
CD19" CD5" Témoins sains | Diminution SP X (Niino et al., 2012)
CD19*CD138* MNNI Augmentation | ND X (Cepok et al., 2005)
CD19* CCR5* RR en poussée | X (Sarensen, 2002)
Témoins sains | Augmentation
CD19* CXCR3* RR en poussée X
CD27" CD86"
CD27 CD86" Témoins sains | Augmentation | RR X (Niino et al., 2009)
CD27 CCR5*
CD3 CD20* CD27" CDA43*
Témoins sains | Diminution RR X (Tarring et al., 2013)
CD20°CD27°CD43
CD20* CD27 CD43 Témoins sains | Augmentation | RR X (Tarring et al., 2013)

Les LB CD5" produisent des autoanticorps polyréactifs qui peuvent reconnaitre des ags du

SNC (Pers et al., 1999). L’augmentation de cette sous-population dans le LCR pourrait avoir

un réle dans le développement de la SEP, de plus une étude montre que 1’augmentation de

I’expression du CDS5 corréle avec 1’activité inflammatoire (prise de gadolinium) (Seidi et al.,
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2002). Dans le LCR, la majorité des LB de patients sont des LB mémoires CD19"CD27" avec
deux sous-populations les LB CD27" et les LB CD27"%". Dans la population CD27"%" une
majorité de LB sont des plasmablastes car ils expriment le CD138 (Syndecan-1) (Cepok et al.,
2005). Ces plasmablastes pourraient étre a 1’origine de la synthése intrathécale d’Igs retrouvée
chez la majorité des patients (Cepok et al., 2005). Une autre étude a comparé la répartition des
sous-populations de LB entre le LCR et le sang (Corcione et al., 2004). Il montre un
enrichissement du LCR en cellules mémoires, en mémoires non-switchées, en centroblastes et
en mémoires activées (CD80/CD86) par rapport au sang chez les patients atteints de SEP
(Corcione et al., 2004). Niino a comparé 1’expression des marqueurs comme le CD80, CD86,
CD5, CXCR3, CCR5 dans la population mémoire et naive (voir tableau 2) en périphérie. Il
souligne aussi que des différences peuvent étre observées en fonction de 1’état du patient
(rémission ou poussee). En effet, les patients rémittents auraient plus de LB mémoires, de LB
CD86", de LB exprimant le CCR5 et de LB CD80" que les patients en poussées. Plus
précisément cette différence entre patients rémittents et patients en poussées s’accentue
lorsque ’expression des marqueurs est comparée au sein de la population mémoire ou naive

(Niino et al., 2009).

Les patients atteints de SEP semblent avoir une répartition unique des sous-populations de LB

qui varie en fonction de la forme clinique, I’activité de la maladie et le compartiment étudié.

c) La production d’anticorps
90% des patients atteints de SEP présentent des bandes oligoclonales dans le LCR (Freedman
et al., 2005; Kabat et al., 1948). Il a été démontré que ce sont les clones B contenus dans le
LCR qui sont a ’origine de la synthése des Igs dans le LCR (Obermeier et al., 2008). De
méme, 1’analyse de la région variable de la chaine lourde (VH) des Igs présents dans les
Iésions ou celle des LB dans le LCR a montré une dominance de certaines familles VH et une
accumulation de mutations somatiques. Ces résultats sont obtenus lorsqu’une réponse
anticorps est dépendante d’un antigéne (Baranzini et al., 1999; Owens et al., 1998). Comme
mentionné plus haut, le type de Iésions le plus fréquent dans la SEP est caractérisé par la
présence d’anticorps et de complément. Ces Iésions suggerent une production locale
d’anticorps pouvant contribuer a la démyélinisation du SNC (Breij et al., 2008). Les Igs
extraites des Iésions de patients atteints de SEP reconnaissent en majorité le peptide MBP 83-
97 car I’ajout de la forme soluble de ce peptide inhibe la reconnaissance 1g-MBP (Warren and
Catz, 1993). D’autres études ont détecté¢ des B spécifiques de MBP et des plasmocytes le

tissu cérébral des patients grace a de la MBP marquée (Gerritse et al., 1994). Une étude
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comparative montre la présence d’anticorps anti-MOG a un taux élevé dans le parenchyme
des patients par rapport aux LCR et aux sérums (O’Connor et al., 2005). Genain en utilisant
une technique immunomarquage de précision et un microscope a haute résolution a identifié
des anticorps anti-MOG dans les Iésions aigues chez les patients atteints de SEP et chez les
marmosets EAE (Genain et al., 1999)

Bornstein a montré dans un modeéle de rat EAE que les anticorps du sérum de ces animaux
étaient capables d’induire une démyélinisation sur des cultures de cervelets (Bornstein et
Appel, 1965). Les sérums des rats EAE contenaient des anticorps anti myéline. Les anticorps
pourraient contribuer a la démyélinisation dans la SEP en opsonisant la myéline pour
favoriser la phagocytose (Trotter 1986), et par I’action du complexe d’attaque membranaire
du complément (Storch, 1998). Les investigations sur la présence et la spécificité des
anticorps contre des protéines myéliniques (MOG, MBP, PLP) ont été faites mais restent sujet
a débat (Berger et al., 2003; Kuhle et al., 2007; O’Connor et al., 2005). Certaines études
montrent une association entre la présence d’ anticorps anti-MBP ou anti-MOG en périphérie
et le développement de la maladie (Berger et al., 2003) alors que d’autres non (Kuhle et al.,
2007). Une étude d’enfants atteints de SEP et de patients adultes avec différentes formes et
CIS a montré des résultats surprenants concernant les anticorps anti-MOG en périphérie. En
effet, les Ac anti-MOG sont retrouvés en périphérie chez 22% des enfants présentant une SEP
pédiatrique, 4% des patients adultes SEP et 7% des patients CIS (McLaughlin et al., 2009).
Les anticorps anti-MOG pourraient étre impliqués dans la pathogénéicité de la SEP chez
I’enfant. Les études de la spécificité antigénique des Ac dans le LCR restent contradictoires
bien que plusieurs études trouvent une corrélation entre 1’augmentation du taux d’anticorps
dans le LCR et une forme aggressive de la maladie (Cepok et al., 2001; Magliozzi et al.,
2007). En effet, les anticorps anti-MBP ont été décrits dans le LCR des patients atteints de
SEP. Cependant, les bandes oligoclonales du LCR ne reconnaissent pas en majorité des
anticorps myéliniques mais plut6t des anticorps dirigés contre des antigenes dérivés de virus
comme le HHV-6 ou ’EBV (Virtanen et al., 2013) bien que cela ne soit pas spécifique a la
SEP (Sindic et al., 1994) car cette observation concerne aussi d’autres maladies
inflammatoires du SNC. Certaines études n’ont pas trouvé d’anticorps anti-protéines dérivées
de la myéline dans le LCR des patients atteints de SEP (Archelos et al., 1998; Brokstad et al.,
1994).

Les anticorps n’ont pas uniquement un role pathogénique, certains auteurs leur conférent un

role bénéfique. Avrameas met en avant un role des anticorps dits naturels dans ’homéostasie
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de I’organisme (Avrameas, 1991). Warrington montre dans le modéle EAE induit par un virus
que les anticorps dirigés contre des antigénes des oligodendrocytes pouvaient induire une
remyélinisation comme le fait la thérapie de transplantation d’oligodendrocytes (Warrington
et al., 2000). Les auto-anticorps myéliniques en particulier anti-MBP ou anti-MOG ont été
extraits de tissus cérébral et sont retrouvés dans le LCR et le sang des patients atteints de SEP.
Bien que ces résultats soient controversés et que la spécificité de ces anticorps ne soit pas
pleinement établie, ils suggerent I’implication des anticorps dans la destruction des tissus mais

pas comme premiére cause de la SEP.

d) La fonction présentatrice d’antigéne

La fonction présentatrice d’antigéne du LB a été mis en évidence dans un modéle de souris Tg
ayant des LB avec un BCR mais incapables de sécréter des anticorps. En effet, ces souris Tg
développent le lupus comme les souris non-Tg, le LB semble donc avoir une fonction
importante capable d’induire une maladie médiée par les B sans production d’anticorps (Chan
et al.,, 1999). Dans I'EAE, il a été montré que la présentation antigénique par les cellules
dendritiques est suffisante pour induire une EAE. Le réle de CPA des LB n’est pas donc
exclusif dans I'EAE (Greter et al., 2005). Pollinger a montré dans un modéle de souris Tg
TCR spécifique de la MOG (g2-106) que la présence de MOG et de LB étaient indispensable
pour le développement d’une EAE de maniére spontannée avec des phases de poussées et de
rémissions comme le SEP de forme rémittente. Une coopération entre le T anti-MOG et le B
autoréactifs semble étre importante (Pollinger et al., 2009). Cependant les LB ont la capacité
de reconnaitre des Ag protéiques par leur BCR (Van der Veen et al. 1992) et de les présenter
efficacement par les molécules du CMH II pour I’activation des LT surtout quand I’Ag est en
faible quantité (Rivera et al. 2001). En effet, les LB sont des CPA efficaces qui internalisent
les ags et les présentent aux LT a des concentrations 10 000 fois plus faible que celle requises
par les CPA comme les monocytes (Meinl et al., 2006). Les cellules B naives possédant une
faible ou une absence d’activité de co-stimulation (CD40, CD80) sont des CPA inefficaces
pour les T naifs (Ho et al., 1994).

Dans la SEP, Geng et al montrent une augmentation des LB présentant la molécule de co-
stimulation CD80 chez les patients en poussée (Geng et al., 1997) ce qui n’est pas le cas des
patients avec une forme primaire progressive qui présentent une diminution du nombre de B
exprimant le CD80 (Bar-Or et al., 2001). Le CD80 est une molécule de costimulation portée
par les CPA qui peut traduire dans le contexte de la SEP I’activation de la fonction

présentatrice des B lors d’une poussée. D’autres comme C Harp et al. ont montré in vitro que
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les LB mémoires de patients ayant une forme rémittente étaient capables de présenter des
antigénes myéliniques comme la MBP ou la MOG aux LT CD4". Ces LB mémoires
permettent donc une prolifération des LT et une sécrétion d’TFNy (Harp et al., 2010). Les LB

semblent étre des CPA efficaces dans la SEP.

e) La production de cytokines

Les LB activés ont la capacité de produire une large gamme de cytokines anti ou pro-
inflammatoire dans un contexte de conflit immunologique pouvant moduler la maturation et
la fonction des autres effecteurs cellulaires de I’'immunité (Barr et al., 2012) (Lund and
Randall, 2010). Des études aprés une stimulation par I’IFNy ou le TLR9 montrent que les
patients produisent un taux élevé de cytokines pro-inflammatoire (LTo et TNFa), ces
cytokines contribuent & activer les réponses Thl et Th17 impliquées dans la maladie (Bar-Or
et al., 2010). L'IL-6 produite par les LB est une autre cytokine pouvant avoir un role
pathogénique dans la SEP. L’utilisation des souris IL-6 -/- a montré que I’IL-6 pourrait étre
essentielle pour le développement d’une EAE (Eugster et al., 1998; Mendel et al., 1998). Les
LB sécrétant de I’'IL-6 aprés activation polyclonale activent efficacement les LT in vitro
(Lampropoulou et al., 2008). De plus, les LB de patients avec une SEP produisent plus d’IL-6
que ceux des témoins sains (Barr et al., 2012). Le TGF B est une cytokine sécrété par les LB.
Des souris Tg exprimant le TGF 1 dans le SNC développent plus rapidement et de maniére
sévere une EAE par rapport aux souris non-Tg (Wyss-Coray et al., 1997). Le TGF B1 oriente
la différentiation des LT en Th17 (Veldhoen et al., 2006) qui sont des cellules impliquées
dans les inflammations du CNS notamment dans I’EAE (Langrish et al., 2005).

Selon les stimulations in vitro, les LB de patients avec une SEP présentent un profil
cytokinique particulier. Duddy dans une étude comparative entre la stimulation BCR-CD40 et
celle par le CD40 montre que les LB de patients atteints de SEP produisent des taux
identiques de cytokines pro-inflammatoires comme les témoins sains aprés les deux
stimulations mais une déficience en production d’IL10 (Duddy et al., 2007). Ils montrent
aussi une différence de profil cytokinique en fonction du phénotype des B (Mémoires ou
naives). Les LB mémoires sécrétent en général des cytokines pro-inflammatoires comme le
TNFo et I'[L-6 tandis que les LB naifs sécrétent de préférence des cytokines anti-
inflammatoires comme 1’IL-10 (Duddy et al., 2007). Des etudes dans le modele EAE ont
révélé qu’une sous-population de B produisant de I'lL-10 permettait d’atténuer la maladie
chez les souris EAE (Fillatreau et al., 2002). En effet, Fillatreau et al. montrent que les B

produisant de I’IL-10 activés de maniere T dépendante (CD40) régulent la réponse Th1l. Dans
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la SEP, Duddy et Hirotani ont montré un défaut de sécrétion de IL-10 (Duddy et al., 2007,
Hirotani et al., 2010). Une autre étude de Knippenberg a montré que les patients rémittents
avaient une diminution des B regs (LB sécrétant de 1’1L-10) circulants comparés aux témoins
apres stimulation par la voie du TLR9 (Knippenberg et al., 2011). Dans notre équipe, une
étude récente ne trouve aucune différence entre les B regs des patients atteints de SEP et ceux
des témoins (Michel et al. soumis). Apres stimulation in vitro, la capacité des B regs a
produire de I’'IL-10 chez les patients n’est pas altérée. De méme, ces B regs présentent un
phénotype et une fonction suppressive identique a celles des témoins sains (Michel et al.,

Soumis).

Les LB semblent avoir un role dans la pathogénéicité de la SEP a travers divers mécanismes
qui pourraient étre : une présentation efficace des antigénes aux cellules effectrices dans les
tissus et en périphérie, une costimulation avec des LT y compris les LT autoréactifs, une
démyélinisation médiée par les anticorps produits par les plasmocytes et un recrutement des

cellules immunitaires sur les sites inflammatoires par la production de cytokines.
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Intérét de I’étude des LB spécifiques de la MOG dans la SEP

La SEP est une maladie du SNC ayant une composante autoimmune. Plusieurs arguments
plaident en faveur de cette composante comme les effets thérapeutiques des traitements
immunosuppresseurs et immunomodulateurs, les données histologiques des lésions et le
modeéle animal. L’EAE, encéphalomyélite autoimmune expérimentatle est le modéle animal
présentant certaines similitudes avec la SEP (Batoulis et al., 2011). Dans ce modele,
I’immunisation par les T dirigés contre des ags de la myéline permet de déclencher une
maladie expérimentale (Ben-Nun et al.,, 1981) mettant en avant I’importance des LT
autoréactifs dans la maladie. L’autoréactivité des LT dans la SEP est bien connue (Elong
Ngono et al., 2012) mais les outils permettant d’étudier I’autoréactivité des LB dans la SEP
manquent. L’approche de I’implication des LB autoréactifs par 1’étude des anticorps
spécifiques d’autoantigénes dans le sang et le SNC a permis de comprendre certains
mécanismes (Weber et al.,, 2011). Cependant, au cours ces derniéres années, d’autres
fonctions du LB comme la capacité a présenter des antigénes aux LT (Meinl et al., 2006;
Poéllinger et al., 2009) ou la sécrétion de cytokines anti/pro-inflammatoires (Duddy et al.,
2007, 2004; Fillatreau et al., 2002) ont montré leur importance. De plus 1’effet bénéfique du
Rituximab (Anti-CD20) chez les patients SEP (réduction des poussées sans altération de la

production d’anticorps) montre I’importance des autres fonctions du LB dans la SEP.

Quelle est 1a place de ’autoréactivité des LB dans la SEP ?

Pour répondre a cette question, nous avons comme challenge d’identifier et de caractériser ces
cellules. En périphérie, la fréquence des B autoréactifs est tres faible et trés peu d’études s’y
intéressent. Les résultats que je vais vous présenter sont en deux axes : le premier décrit la
méthode que j’ai mise au point permettant d’analyser les LB spécifiques d’un antigéne donné
en périphérie (Article ). Le deuxiéme axe est I’application de cette méthode dans la SEP
pour analyser les LB reconnaissant un antigéne dérivé de la myéline souvent étudié dans la
SEP, la MOG (Article I1). L’analyse de cette population consistait a déterminer sa fréquence,
son phénotype et sa fonction dans la SEP.
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Résultats

Abstract

In order to characterize the reactivity of B cells against nominal antigens, a method based on
the coupling of antigens onto the surface of fluorescent core polystyrene beads was
developed. We first demonstrate that murine B cells with a human MOG-specific BCR are
able to interact with MOG-coated beads and do not recognize beads coated with human
albumin or pp65. B cells purified from human healthy volunteer blood or immunized
individuals were tested for their ability to interact with various nominal antigens, including
viral, vaccine, self and alloantigens, chosen for their usefulness in studyinga variety of
pathological processes. A substantial amount of B cells binding self-antigen MOG-coated
beads can be detected in normal blood. Furthermore,greater frequencies of B cell against anti-
Tetanic Toxin or anti-EBNA1 were observed in primed individuals.This method can reveal
increased frequencies of anti-HLA committed B cells in patients with circulating anti-HLA
antibodies compared to unsensitized patients and normal individuals. Of interest,
thosespecific CD19 cells were preferentially identified within CD27-IgD+ (i-e naive) subset.
These observations suggest that a broad range of medical situations could benefit from a tool
that allows the detection, the quantification and the characterization of antigen-specific blood

B cells.
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Introduction

The crucial role of B cells in a number of autoimmune diseases, such as multiple
sclerosis[1]and rheumatoid arthritis[2], has been recently highlighted through the study of
anti-CD20 in clinic. Having access to specific antigencommitted blood B cells in humans
would be an important step towards better understanding B cells’ potential role in
autoimmunity and responses against infectious agents and allotransplants. B cells are not only
plasmocyte progenitors, but also display regulatory functions[3,4], are good presenting
cells[5]and can have direct cytotoxic effects[6-8]. Mechanisms shaping the early B cell
repertoire rely predominantly on receptor editing and anergy,and not on deletion[9,10].
However, in humans a substantial frequency of mature circulating B cells still show some
degree of autoreactivity and or polyreactivity, which survives the first checkpoint of B cell
repertoire maturation[11], and persisting autoreactive B cells in the mature repertoire[12].
There is thus a continuous need for effective regulation — mostly from Treg— to avoid any

deleterious reaction.

In human, the analysis of autoreactive B cell frequency has been most often indirectly
approached using the reactivity of antibodies produced in vitro in B cell culture supernatants
in limiting dilution conditions[13],where it seems that tools identifying committed B cells by
direct interaction would be more effective. A number of such direct interaction approaches
have been developed such as the use of modified tetramers that consist of a R-PE-labeled
streptavidin core and four biotynilated proteins[14]. The main limitation of such an approach
is the heterogeneous binding of B cells. B cells will not only bind to the target protein but also
to the fluorescent molecule (i-e PE) and biotin epitopes within the tetramer. To circumvent
this problem,a concomitant use of another tetramer (conjugated to a different fluorochrome) is
needed to exclude unspecific binding. In addition, such a method may face technical
difficulties in achieving a stereotyped labeling of the reagents, which may vary from batch to
batch.

In this report, we used fluorescent Bio-plex COOH beads that contain a fluorescent internal
core and can be covalently linked to any protein. A broad variety of antigens can be analyzed
simultaneously through varying theratio of two fluorescent molecules within the bead internal
core. The strategy was first assessed using B cells purified from 8.18-C5 transgenic mice
expressing human anti-MOG BCR[15]. B cells purified from healthy human blood and

immunized individuals were then tested for their ability to interact with various nominal
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antigens, including viral, vaccine, self and alloantigens,all of which may have some
usefulness to the study of various pathological processes. For instance, we show increased
frequencies of anti HLA committed B cells in patients with circulating anti HLA antibodies
compared to unsensitized patients or normal individuals. We also show that, similarly to T
cells[16,17], a substantial amount of B cell binding self-antigen MOG coated beads can be
detected in normal individual blood, confirming the permissivity of the first B cell tolerogenic
checkpoint in humans. Furthermore we show that there is a high frequency of blood B cells
against anti-Tetanic Toxin or anti-EBNAL in primed individuals. Finally, B cells could be
depleted from MOG specific B cells and this later fraction could be enriched by more than 40
fold. These observations suggest that a broad range of medical situations could be benefit
from a tool that allows the detection, the quantification and the characterization of blood

antigen-specific B cells.
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Material and Methods
Subjects and Ethics statement

The University Hospital Ethical Committee and the Committee for the Protection of Patients
from Biological Risks approved the study. All kidney transplant patients (n=31) and healthy
volunteers (n=38) included for study gave written informed consent (Table 1A and B). Two
sets of kidney transplant recipients were recruited based on the use of single HLA-A*0201
coated beads (Table 1A) and single HLA class | antigen coated beads (Table 1B). (Table
1A). Kidney transplant recipients with specific anti-HLA-A*0201 antibodies (Luminex) and,
biopsy-proven or not, antibody mediated rejection[18] (ABMR; n=10). Eight non-sensitized
kidney transplant recipients with stable graft function under standard immunosuppression
(serum creatinine< 150pumol/L and proteinuria < 1g/24h and with less than 20% change in the
values between the two previous 6-month follow-up visits).(Table 1B). Thirteen transplant
patients under standard immunosuppression with kidney graft dysfunction (serum creatinine>
150umol/L) during the study follow-up periods, who had developed anti-HLA class |

antibodies.
Blood samples and B cell isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were separated on a Ficoll gradient layer and
either frozen in DMSO-10% autologous serum or used to purify CD19" B cells using the

human B Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotech) according to the manufacturer’s instructions.
Coupling of proteins to fluorescent beads

20 pg of recombinant human MOG;.125 (extracellular domain of human MOG along with a 6x
His tag expressed in E.coli.;Eurogentec), human albumin (LFB), CMV pp65 peptide
(SVLGPISGHVLKAVF ; Eurogentec), EBNA-1 (1-90 and 408-498 amino acids; Prospec)
and non-toxic TT C-fragment from clostridium tetani (Sigma) proteins were coupled to
fluorescent Bio-plex COOH beads (Bio-Rad) or magnetic fluorescent Bio-plex COOH beads
(Bio-Rad) according to the Bio-Plex Amine Coupling Kit (Bio-Rad) instructions. The
efficiency of the coupling reaction was assessed systematically by flow cytometry.

Quantification of Ag-specific B cells in mice
Dissociated splenocytes from transgeneic mice[19] (generous gift from Dr.G.Krishnamoorthy

and H.Wekerle, Max Planck Institute of Neurobiology) were frozen in DMSO-10%
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autologous serum. The transgenic mice, generated by Litzenburger et al., express the VDJ
region of the MOG-specific H chain from the hybridoma 8.18-C5[15]. To quantify antigen
specific B cells, splenocytes were stained with CD19-PE (1D3), incubated with beads (60’ at
4°C in the dark) and events were acquired on a flow cytometer LSR Il (BD Biosciences).

DAPI was systematically used as viability marker.

To evaluate the specificity of transgenic B cells, spleen cells stained with anti-CD19 mAb
were pre-incubated for 30° with 20 pg of free proteins (MOGj.125, albumin or pp65), washed
before adding beads coupled with MOGj.125as previously described. In order to establish the
affinity of beads-B cells interactions, increasing concentrations of MOG;.12swere used to

prevent the binding between B cells and MOG1.;,5-coated beads.
Identification of nominal antigen-specific B cells.

Frozen PBMC or purified B cells were used to analyze the B cell reactivity toward single
antigen HLA class | coated beads (One Lambda) or custom nominal antigen coated beads.
The reactivity toward 97 HLA class | antigens (31 HLA-A, 50 HLA-B and 16 HLA-Cw
alleles) was tested simultaneously using beads with different ratio of 2 fluorochromes.. 5x10°
PBMCs or at least 5x10* purified B cells were surface stained with antibodies specific for
CD19 (HIB19), CD27 (M-T271) and IgD (1A6-2). DAPI was used to exclude dead cells from
the analysis. The cells were analyzed with a LSRII flow cytometer. After surface staining, the
cells were resuspended in 100uL of PBS 0.5% bovine serum albumin (BSA), and 2 mM
EDTA. Nominal antigen coated beads were added and incubated at room temperature for
20’in the dark. 300 uL of PBS/BSA/EDTA was added before the acquisition. All the
antibodies were from BD Biosciences. Frequencies of antigen specific B cells below 0.01%
were discarded.

Inhibition assay using HLA-A*0201 multimer

CD19 stained purified B cells were incubated with a cocktail of HLA-A*0201 multimer
(HLA-A*0201/MPsg g6, HLA-A*0201/HCw1, HLA-A*0201/pp65; synthesized as previously
described[20]) and then with 2.5uL of single HLA-class | antigens (at room temperature for
20 min in the dark). 300 uL of PBS/BSA/EDTA was added before the acquisition.

Depletion of B cell specific for single-HLA class | antigen-coated beads.
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CD19+DAPI- cells that did not recognized any of the HLA class | molecules were isolated
using an ARIA FACS-sorter and cultured for 4 days in complete RPMI medium
supplemented with the following activation cocktail (anti-F(ab)’2 2ug/mL; CD40L
50ng/mL ; enhancer 5ug/mL ; ODN2006 2.5 ug/mL ; IL-2 50 U/mL). After 4 days of culture,
the cells were recovered, incubated with HLA-class | coated beads for 20 min at room

temperature before cell acquisition.
Statistical methods

Comparison was performed using a Mann-Whitney test or a Kruskall-Wallis test followed by
a Dunn’s post-hoc test, using Graphpad Prism 5. P-values below 0.05 were considered

statistically significant.
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Results
Identification of CD19 cells reactive to antigen-coated beads.

In order to characterize the reactivity of B cells against nominal antigens, a method based on
the coupling of antigens onto the surface of fluorescent core polystyrene beads was
developed. Such beads are routinely used to identify anti-HLA antibodies in the serum of
kidney transplant recipients[21,22] and, more recently,to some anti-self-antigen antibodies
(MPO, ANCA, PR3)[23].The principle of this method applied to the detection of B cells
committed to a given antigen is shown in figure 1 as well as an example (Figure 1C). The
reactivity of B cells against a single (Figure 1A) or multiple antigens (beads of different
fluorescence coated with a nominal antigen; Figure 1B) can be assessed. After co-incubation
of the cells with single antigen-coated beads, cells that bound to the beads are first identified
based on their forward and side scatter. Bead-B cell rosettes (BBR) exhibit both the features
of antigen-coated beads (very low FSC and high SSC) and of B cells (intermediate FSC and
low SSC). After the exclusion of DAPI+ cells, B cells that recognized single antigen-coated
beads are identified in the upper right gate. The frequency of B cells interacting with single
antigen coated beads can then be obtained after the exclusion of beads that do not interact
with B cells (Figure 1A). When multiple reactivity is analyzed at the same time, as in for
HLA alleles (Figure 1B), the frequency of B cells specific to beads coated with a given
antigen is evaluated after the successive gating of: 1) single antigen-coated beads — CD19+
cells rosettes, 2) the target antigen specificity (using the unique grade of 2 fluorochromes),
and, 3) B cells bound to the specific antigen-coated beads. Knowing the number of B cells
within the sample, the frequency of B cells specific to a given HLA Class | antigen-coated
bead can be estimated. In the following sections, we show that this test allows the
enumeration of the frequency of B cells committed against a variety of antigens, ranging from

autologous, alloantigens,viral to vaccination determinants.
Bead-based method allows the measurement of antigen-specific B cellsfrequencies

Splenocytes from 8.18-C5 mice[15] expressing a transgenic human anti-MOG BCR were
used to validate the principle of the method. When transgenic B cells were co-incubated with
MOG-coated beads, 59.07£2.85 % of B cells bound to the beads (Figure 2A), whereas
binding to human albumin-and pp65-coated beads was low (2.58+1.83% and 1.39+0.78%
respectively).The addition of the soluble MOG;j.josbefore the incubation with MOG;.125-
coated beads prevented the interaction with MOG coated beads whereas the frequency of
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MMOG;.1250G specific B cells was unchanged in the presence of soluble human albumin or
pp65 (Figure 2A). To better assess the degree of affinity of the BCR toward MOG, B cells
were then preincubated with increasing concentrations of soluble MOGj.125 (0.5ug to 20ug)
before MOG;.125-coated bead labeling. Figure 2B shows adose dependent decrease of MOG
specific B cells when increasing amounts of soluble MOG;.1,5 is added (inhibition of 50% of
binding with preincubation of 2.6 pg of soluble MOG;.125). Taken together, the results show
that an antigen specific interaction between B cells and beads coated with a nominal antigen

can be detected and quantified.

CD19+ B cells from healthy individuals exhibit a broad frequency range for reaction

against self-antigens, vaccine or viral proteins.

The reactivity of CD19+ cells purified from normal individuals was then assessed against
different antigens, including beads coated with a self-antigen (MOGj.125), a virus antigen
(EBNA1),an antigenused for vaccination (Tetanus Toxin, TT) and HLA Class | molecules.
Albumin was used as a control antigen. A gradient of BBR frequency was observed ranging
from low frequency when HLA Class | molecules(in unprimed individuals) and albumin were
used to a high frequency when TT or EBNA1 (or HLA primed individuals — see next
sections) were used. Indeed, the frequency of B cells from unprimed male subjects interacting
with the panel of HLA class | molecules was similar to the frequency of B cells interacting
with Albumin (meanzsem; 0.73£0.17 vs. 0.61+0.09 % respectively, ns; Figure 3). Of note, the
frequency of B cells interacting with non-coated beads was as low as 0.014+0.005 %. As
discussed below, the BBR frequency for proteins against which normal individuals were not
immunized is consistent with the frequency of circulating B cells producing self/poly reactive
antibodies and thus escaping the central checkpoint during maturation[11,24].The frequency
against self-antigen MOG;.1,5was 2.5 times higher than Albumin (meantsem; 1.53+£0.16 vs.
0.61+0.09% respectively; p<0.001; Figure 3), comparable to the substantial frequency of T
cells committed against MOG;.125in circulating T cells of normal individuals[16,17,25].
However, reactivity against TT and EBNAL coated beads was 9.8 and 10.5 times higher
thanthe control antigen (meantsem; 6.02+0.69 vs. 6.44+0.88 vs. 0.61+0.09 %, respectively.
p<0.001; Figure 3). Finally, the ability of B and T cells purified from 3 male individuals to
interact with Albumin-coated beads was similar (meantsem; 0.10£0.03 vs. 0.16+0.03%,
respectively; data not shown): B cells, but not T cells, were able to interact with self-antigen
MOG;j.125(meantsem; 0.63+0.15 vs. 0.04+£0.01%, respectively).
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CD19+ B cells reacting against nominal antigens and unbound CD19+ fraction can be

efficiently separated.

We next test whether CD19" cells that interact with antigen-coated beads and those that do
not can be isolated. Using a FACS-sorter or antigen-coated on magnetic beads, we show that
CD19" cells can be efficiently depleted of CD19" cells that interact with MOG;.125-coated
beads or HLA class I-coated beads (Figure 4). After depletion, the negative fraction did not
contain any CD19" cells able to interact with antigen-coated beads. In contrast, the positive
fraction was enriched in CD19" that interact with either MOG;y.155- or HLA class I-coated
beads(Figure 4). FACS-sorter based strategy was efficient for enrichment when the BBR
frequency was above 1% (frequency of HLA class | BBR before and after purification: 2.71%
and 32.6% respectively; Figure 4A). For lower frequency, an alternative strategy based on the
use of antigen coated on magnetic beads was more efficient (frequency of MOG;.12sBBR

before and after purification: 0.69% and 32.5% respectively; Figure 4B).

Immunized kidney allotransplant recipients exhibit an increased frequency of CD19+ B

cells against HLA class I single antigens coated beads.

To show evidence of the potential usefulness of the method, we tested the B cell frequency in
a context of over immunization against HLA antigens. Figure 5A shows that kidney recipients
sensitized against HLA-A*0201 (n=10; as shown by circulating anti-HLA-A*0201 antibodies
interacting with the same beads) exhibited an increased frequency of HLA-A*0201-specific B
cells compared to non-sensitized recipients (n=8; p=0.011) and to healthy volunteers (n=14;
p=0.045).

Through varying theratios of two fluorochromes within the bead core, it was then possible to
assess up to 97variables at the same time as detection of anti HLA allele products. Thus, we
analyze the reactivity of blood B cells isolated from immunized recipients (n=13) and from
healthy volunteers (n=16) against single HLA class | allele-coated beads. The single HLA
class | allele coated beads wereadded in excess as exemplified by the detection of large
amount of beads that had not interacted with B cells. The frequency of B cell recognizing
beads coated with a single HLA class | allele was significantly higher in immunized recipients
compared to healthy volunteers (meantsem; 1.29+0.28 vs. 0.60+0.16 respectively, p<0.01;
Figure 5B). Non-specific interaction was excluded as uncoated beads (NC) and non-HLA
IgGcoated beads (PC) were not recognized by healthy volunteers or immunized recipients.In

addition, whereas the ability of B cells to recognize HLA class | antigen was restricted to a
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small fraction of B cells (<2% of total B cells), a very broad panel of HLA class | alleles were
recognized (insert in Figure 5B), with a varying range of B cells interacting with each allele
showing poly-specificity. Finally, the interaction between CD19 cells and HLA class I-coated
beads was not influenced by the in vitro activation of the B cells. When purified CD19+ cells
were activated in vitro for 4 days using an activation cocktail (anti-F(ab)’2,
CD40L+Enhancer, ODN2006 and IL-2) the frequency of BBR remained unchanged (data not

shown).

Of note, whereas a high frequency of HLA-A*0201 CD19+ cells was observed when single
antigen HLA-A*0201 coated beads were used, similar observation was not done when the
panel of 97 different HLA class | coated beads was used in multiplex assay (data not
shown).This apparent discrepancy is likely related to the presence within the test tube of a
large number of different HLA class | molecules decreasing the number of specific events
recorded for each antigen. To better approach the nature of allelic specificity, CD19+ cells
purified from HV or immunized patients were pre-incubated with a cocktail of HLA-A*0201
multimers (HLA-A*0201/MPsg.es, HLA-A*0201/HCw1, HLA-A*0201/pp65) before the
incubation with HLA class | coated beads. Despite reactivity against HLA-A*0201 coated
beads being strongly reduced after the pre-incubation with HLA-A*0201 multimers (Figure
6.A), the frequency of B cells making rosettes against non-HLA-A*0201 molecules was
similarly affected by the pre-incubation with HLA-A*0201 multimers (Figure 6.A),
confirming a significant level of polyreactivityin the circulating B cells when antigens with
minor differences are tested.

HLA class I specificCD19+ cells from patients immunized against HLA antigens are not

restricted to the memory compartment.

The phenotype of the B cells that recognized HLA class | antigens was analyzed by flow
cytometry based on the expression of CD38 and IgD[26]and according to the expression of
CD24 and CD38[27]. These classifications allow the identification of the successive cell
development stages from naive B cells to differentiated memory B cells. According to the co-
analysis of CD38 and IgD or CD24 and CD38, the phenotype of B cells interacting with HLA
class | antigensand of those not was similar (data not shown).The analysis of CD27 and
IgDallows the discrimination of naive mature (CD27'1gD"), class-switched memory
(CD27"IgD") and non-switched memory (CD27°1gD") B cells. As for total B cells, the naive
mature phenotype (i-e CD27 IgD") was the most frequent phenotype for B cells interacting
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with HLA class | antigens (meanxsem; 54.5+6.3 vs. 61.8+7.4; Figure 6.B). B cells interacting
with HLA class | antigens exhibited a higher proportion of non-switched CD271gD*memory
B cells (meantsem; 25.5+5.4 vs. 12.6+4.5 respectively; p=0.0278; Figure 6.B) and a lower
proportion of class-switched memory (CD27"1gD") B cells than the B cells that do not interact
with HLA Class | antigen (meantsem; 9.12+4.07 vs. 18.16%2.12 respectively; p=0.0754;
Figure 6.B). The ratio of non-switched memory to class-switched memoryB cells was ten
times higher in HLA class | specific BBR compared to CD19 cells(meanzsem; 7.9+4.6 vs.
0.7+0.2 respectively; p=0.03; Figure 6.B).

73



Résultats

Discussion

In this paper, we describe a new strategy for measuring the frequency of antigen-reactive B
cells. Taking advantage of beads that can be covalently linked to antigens and detected thanks
to their fluorescent internal core, the reactivity of blood B cells against various antigens
(alloantigens, self, viral and vaccine antigens) has been assessed in a transgenic mouse model,
in healthy volunteers and in allo-immunized patients. Whereas the frequency of B cells
against a pool of 97 HLA Class | molecules was similar to the levels obtained with albumin-
coated beads, a substantial frequency of B cells interacting with self protein (MOGj.125) and
high frequency for viral protein (EBNAL) or a vaccinated protein (TT) in healthy individuals
could be observed. When this method was applied in patients with known immunizing
histories (i.e; kidney allograft recipients with circulating antibodies against HLA antigens), a
significant increase in the frequency of B cells specific to HLA class | molecules was
observed. Of interest, the BBR phenotype was not biased toward a memory-switch phenotype,

suggesting that different B cell populations contribute to this profile.

Great attention has been paid to the validation of this strategy. Using 8.18-C5 mice[15], we
show that B cells specifically interact with MOG;.;,5coated beads but not with beads coated
with other antigens (pp65). Pre-incubation of B cells with soluble MOG;.125, but not with
irrelevant CMV pp65 antigen, prevents the interaction between B cells and MOG;.1,5-coated
beads. Of note, a limited amount of beads can be used asan excess of beads was always

evidenced by the beads that did not interact with B cells on the dot plot.

T and B-cell ELISPOT have also been used to measure committed B cell frequency against a
given antigen. However, the ELISPOT assay does not measure the frequency of cells that
actually interact with the antigen (which can for instance elicit an immune synapse for T cells
or directly bind to antigen for B cells) but measures biological events such as cytokine
release[28] or production of immunoglobulin after differentiation in vitro[29,30], events that
result from the interaction of the cells with the antigen. In this context, the estimated
frequency is restricted to the cells that are able to be selectively stimulated by the antigen
depending on read-outand thus may lead to an underestimation of the actual frequency of
committed cells. In contrast, the BBR approach identifies all B cells actually interacting with
a putative antigen through the BCR. Moreover, the BBR technique also allows the
phenotyping of antigen specific B cells. Finally the flexibility of the system (the fluorescent
beads can be coated with virtually any peptide or protein) and the unavailability of fluorescent
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molecules to the B cells (the fluorochromes are encapsulated within the internal core of the

beads) are key advantages over the use of tetramer.

We studied the recipients of a mismatched kidney allograft with circulating anti-HLAAbto
prove that the method can identify an increase in circulating committed B cells following
immunization. We show that kidney recipients who developed a humoral response against
HLA antigens have also a significantly higher frequency of B cell forming rosettes with HLA-
A*0201 (in a single HLA coated bead example) or HLA antigens (in a multiplexed bead
example) than non-immunized recipients or normal individuals. Whether this
expandedcirculating alloreactive B cell pool plays a role in acute or chronic rejection of an
allograft would be an important area for further study. These results suggest that what is
observed in the periphery (blood) could reflect the presence of a similar population in the
graft, conforming to the reported association of intra-graft B cells and rejection severity[31-
33]. Studying the frequency of HLA committed B cells from the blood before and after
transplantation and possibly from the graft would be of paramount importance in better
understanding their role in rejection but also in tolerance mechanisms after transplantation.
Furthermore, we show that usage of magnetic beads yields very efficient enrichment of

specific BBR, which will allow more focused studies on their characteristics.

Within germinal centers, B cells undergo rounds of division and affinity maturation and high-
affinity cells further differentiate into memory B cells or long-lived plasma cells. The
preferential phenotype of BBR within unswitched B cells, and especially within naive/mature
B cells, suggests that the circulating antigen specific B cellsdo not undergo a germinal center
formation but rather encompass the naive B cell compartment. However, it is likely that the
BBR population is a mixture of committed memory B cells and of naive B cells with
crossreactive/polyreactive BCR[24] as suggested, for instance, by the high frequency of blood
B cells binding TT-coated beads — a situation where no antigen may remain and where =~ 6%
of B cells are committed against TT[34].The monitoring of the levels of B cells with a BCR
interacting with different viral proteins or with a protein used for vaccination may be also be

worth considering.

Altogether, this study shows that precise identification of B cells committed against an
individual antigen is possible in humans and that there is substantially high frequency of

circulating B cells committed against more than one tested protein, confirming the low
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efficiency of the first checkpoint in B cell development. We suggest that this approach may

allow further understanding of a number of pathological processes.
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Figure legends

Figure 1 | Principle of the method of identification of antigen-specific B cells. After co-
incubation, lymphocytes, antigen covered beads and the beads’ B cell rosettes are gated based
on their forward scatter and side scatter. After exclusion of the DAPI- cells, B cells and
beads-B cell rosettes are identified based on CDI19 expression and the beads’ internal
fluorochrome. Specificity of B cell recognition is determined by gating on beads and beads’ B
cell rosettes (A) or after the identification of the nominal antigen through the use of the
unique ratio of the two internal fluorochromes (B). In the latter, for each nominal antigen, a
gate that encompassed beads and B cell rosettes is created followed by the identification of
the B cells. Frequency of B cells bound to HLA class | of interest is finally evaluated. Bead-
based method allows the detection of antigen-specific B cells. (C). An example of the
identification of beads, Bead-cell rosette and lymphocyte is shown. After exclusion of dead
cells, the use of the marker CD19 allows the identification of B lymphocyte and a mix of
beads and BBR. Thanks to the ratio of two fluorochromes, antigen coated on the beads can be
then identified. Beads are excluded using the expression of CD19. A Boolean gate is used to

assess the frequency of B cells specific of a given antigen within the whole B cell population.

Figure 2 | Bead-based method allows the detection of antigen-specific B cells. (A) B cells
purified from Tg mice were incubated with human albumin, MOG;.12s0r pp65 coated beads
and the frequency of antigen specific B cells was quantified. The B cells were preincubated
with soluble human Albumin, MOG;.1250r pp65 before incubation with MOG;.;,5coated
beads. (B). B cells purified from Tg mice were preincubated with increasing doses of soluble
MOG;j.125before incubation with MOG;.1scoated beads. The experiments were repeated 3

times and similar results were obtained.

Figure 3 | B cells from healthy volunteers exhibit a broad range of reactivity. Purified B
cells from healthy volunteers were tested for their reactivity to albumin (n=38), Tetanus Toxin
(n=14), EBNAL (n=15), MOG;.125(n=38) and a panel of 97 HLA class I molecules (n=19).
***p<0.001 (Kruskall-Wallis follow by a Dunn’s post hoc test using albumin settings as

reference group)

Figure 4 | Separation of B cells interacting with nominal antigen and unbound B cells.
Purified B cells were incubated with single HLA class | coated beads (A) or MOG;.1pscoated
beads (B) before being subjected to cell separation using an ARIA FACS-sorter (A) or
magnet based purification (B). Frequency of B cells interacting with nominal antigens is
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shown before purification and in the positive and in the negative fraction. One representative

out of three experiments with cells from different donors is shown.

Figure 5 | Enhance frequency of anti-HLA B cell in immunized patients.A. Using single
HLA-A*0201 coated beads, the frequency of B cells specific to HLA-A*0201 allele was
assessed in the blood of sensitized transplant recipients with histologically proven antibody
mediated rejection (ABMR; n=10), non-sensitized stable transplant recipients (n=9) and
healthy volunteers (n=14). Sensitized patients exhibit a significant increase in the frequency
of HLA-A*0201 specific B cells compared to non-sensitized patients and healthy volunteers.
B. B cells bound to single HLA class | coated beads (HLA-beads), to negative control (NC)
and positive control (PC) were analyzed in HV (n=16) and Immunized kidney recipients
(n=13). NC and PC beads were included by the manufacture in the single HLA class I Kit.
According to the manufacture, NC beads are beads saturated with ovalbumin and PC beads
are coated with human 1gG1. A broad range of single HLA class | were recognized as shown

in the insert, a pattern observed for B cells from all tested patients.

Figure 6 | The interaction between CD19+ cells and HLA class | coated beads is not
restricted by the HLA class | allele only and BBR are not restricted to the memory
compartment.A. CD19+ cells were pre-incubated with a cocktail of HLA-A*0201 multimer
(HLA-A*0201/MPsg.es, HLA-A*0201/HCwl, HLA-A*0201/pp65) followed by the
incubation with HLA Class | coated beads. Frequency of CD19+ cells specific of HLA-
A*0201 coated beads and of HLA class | coated beads were analyzed before and after
coincubation with the cocktail of HLA-A*0201 multimer for healthy volunteers (n=6) and
immunized patients (n=3).B. B cells were stained with anti-CD19, anti-CD27 and anti-lgD
antibodies prior to incubation with single HLA coated beads. Phenotype of B cells and BBR
were analyzed based on the expression of CD27 and IgD. 4 populations were identified
(CD27-1gD+, naive B cells; CD27+IgD+, non-switched memory B cells; CD27+IgD-,
switched memory B cells; CD27-1gD-). Representative phenotype of B cells and single HLA

class I coated beads is shown as well as a summary of 5 immunized patients.
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Tables
TABLE1.A

Demographic data

Non-sensitized
recipients (n=8)

Sensitized recipients
(n=10)

Recipient Age (years)
Recipient Gender (M/F)
Donor Age (years)

Donor Gender (M/F)

Clinical data

47 (30-70)
5/4 (55%)
38 (16-73)

7/1 (87%)

42 (19-64)
3/7 (30%)
47 (19-63)

5/4 (55%)

Time post-transplantation (years)
HLA mismatch (HLA-A, -B, -DR) >4
HLA Class | Ab (MFI >1500)

Class | DSA (MFI >1500)

Creatinemia (umol/L)

Stage of chronic kidney disease

Stage 1-2
Stage 3-5

Induction Therapy

Monoclonal Ab / Polyclonal Ab /

None

Maintenance Therapy

FK / CSA / mTOR Inhibitors /

None

Corticotherapy

TABLEL.B

Demographic data

4.55 (0.64-14.38)
6

0/8

0/8

125 (87-156)

5/2/1

6/2/0/0

6.52 (0.73-17.59)
3

10/10

1/10

110 (62-182)

10

0/9/1

6/4/0/0
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Recipient Age (years)
Recipient Gender (M/F)
Donor Age (years)

Donor Gender (M/F)

Clinical data

52 (21-73)
5/8 (38%)
58 (27-72)

5/6 (45%)

Time post-transplantation (years)
HLA mismatch (HLA-A, -B, -DR) >4
HLA Class | Ab (MFI >1500)
Class | DSA (MFI >1500)
Creatinemia (umol/L)
Stage of chronic kidney disease
Stage 1-2
Stage 3-5

Induction Therapy

Monoclonal Ab / Polyclonal Ab / None

Maintenance Therapy

FK / CSA / mTOR Inhibitors / None

Corticotherapy

1.99 (0.00-19.78)
10

13/13

5/13

240 (62 ;947)

10

7/5/0

9/1/3/0

10

Values are median (min-max) for continuous variables or number of patients (%) for

categorical variables. * one missing data and  more than one missing data. Anti-class | Ab

analysis, using Luminex HD, was performed for all but 1 patient.

Table 1 | A. Summary of demographic and clinical characteristics of patients analyzed

using single HLA-A*0201 antigen coated beads (A) or using single HLA class | antigen

coated beads (B).
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Abstract

Multiple Sclerosis is a chronic inflammatory demyelinating disease of the Central Nervous
System (CNS) where B lymphocytes may play a key role as suggested by the beneficial effect
of anti-CD20. In this paper, we measured the frequency of circulating and intrathecal B cells
forming rosettes (BBR) in MS with polystyrene beads carrying covently bound rMOG. MOG-
specific B cells were studied in 38 age matched RRMS patients and 50 Healthy Individuals
(HI). Anti-MOG B cells were also studied for their surface phenotype (CD19, CD27 CD38
and IgD), apoptosis and proliferation markers as well as for their capacity to transmigrate
across layers of brain-derived transformed endothelial cells.

We show that a substantial fraction of blood B cells binds to MOG coated beads, both in HI
and MS patients, fitting with the permissive, BCR-dependent, first check point of B cell
repertoire maturation process. However, we observed a highly significant lower frequency of
circulating MOG-specific B cells in patients as compared to HI. Frequencies of BBR
engaging albumin or tetanus toxin coated beads were not affected. Naive, memory and class
switched B cells were normally distributed in anti MOG-BBR of both cohorts. Despite
intrathecal BBR frequencies were higher than circulating ones, no difference was observed
with samples from non-MS CNS pathologies. Several possibilities were tested to explain the
decreased frequency of MOG-BBR in MS. However, no significant differences were noted in
apoptosis or growth associated markers despite a trend for lower proliferative propensity in
MS. Despite we showed an efficient B cells transmigration across brain derived endothelial
cells, no difference in the rate of transmigration occurred between MS and normal individuals
for total and anti MOG B cells. Taken together, we show for the first time an abnormal
distribution of anti MOG B cell in MS without clear identified mechanisms. High frequency
of circulating anti MOG in normal individuals does not comfort a direct role of MOG

committed B cells in the disease.
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Introduction

Multiple Sclerosis is a chronic inflammatory demyelinating disease of the Central Nervous
System (CNS), causing severe progressive disability and characterized by leukocyte
infiltration and white matter demyelination (Lucchinetti et al., 2000). Despite MS etiology
remains elusive, overt disease is considered to have a major autoimmune component and both
T cells (Steinman, 2007) and antibody (Ab) (Genain et al., 1999) responses to myelin and
myelin- associated proteins are present during the course of disease. Myelin-antigen-specific
T lymphocytes have also attracted most of the attention due to their potential to induce
Experimental Allergic Encephalomyelitis (EAE), an animal model of the immune component
of the human disease, by adoptive transfer (Ben-Nun et al., 1981b), their predominant
presence in inflammatory lesions (Compston and Coles, 2008) and their possible increased
frequency in MS patients blood (Bahbouhi et al., 2010). However, myeline reactive T cells
can be also found in Healthy Individuals (HI) (Bahbouhi et al., 2010; Berthelot et al., 2008)
and see (Elong Ngono et al., 2012) for review. A possible role of B cells in MS has been more
recently highlighted by the effect of anti CD20 monoclonal antibodies which both deplete
(Hauser et al., 2008) and modify B cell functions (Kamburova et al., 2013). B cells present
several functions susceptible to play a role in auto immune processes, including antigen
presentation (particularly for autologous determinants (Bettelli et al., 2006; Krishnamoorthy
et al., 2006; Pollinger et al., 2009), differentiation into plasma cells producing antibodies
(Bernasconi et al., 2002), cytokine production and T cell help (Duddy et al., 2007, 2004;
Fillatreau et al., 2002). In MS, Harp et al showed that B cells committed to myelin proteins
are efficient APC (Harp et al., 2010). However, B cells can also exhibit regulatory function as
evidenced in model of autoimmune diseases (Mauri and Bosma, 2012) as well as
transplantation setting experimentally or in clinic (Pallier et al., 2010), a function which may
be also affected in MS (Knippenberg et al. 2011) but which remains controversial (Ilwata et
al., 2011). Most of the studies on a possible role of B cells in MS has been yet indirectly
approached through the analysis of antibodies against myelin (see for review (Reindl et al.,
2013) or other brain determinants such as chanels (Srivastava et al., 2012) and their possible
implication in the disease (see for review (Weber et al. 2011). However, the fact that
Rituximab therapy reduces lesions and relapses in MS patients (Hauser et al., 2008) before a
significant decrease of circulating titers of autoantibodies occurs, does not suggest that
antibodies per se are major effectors in MS. Rather, these observations suggest that B cells
may mostly be involved through auto antigens or viral antigens presentation at the periphery
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or in the brain (Fraser et al., 1979; Harp et al., 2010; Soulillou, 2013) and possibly by T cell
dependant functions. As in other autoimmune diseases, a defect of immune regulatory T cells
(Haas et al., 2005; Viglietta et al., 2004) which may also affect B cells function (Kinnunen et
al., 2013) has been suggested, however a defect in circulating Tregs has not been confirmed
by all studies (Michel et al., 2008).

B cell tolerance to autologous determinants is a complex process which depends on two major
check points: the first is taking place in the bone marrow and involves BCR affinity for
autoantigens and of the subsequent signaling, triggering a reediting process of the BCR
repertoire or cell apoptosis (Wardemann et al., 2003). Autoreactive B cells are nevertheless
release in the periphery (Meffre and Wardemann, 2008a) where T cell-dependant second
checkpoint operates. However, a substantial proportion of circulating B cells still remains
poly- of cross-reactive despite these processes. The study of antigen-specific autoreactive B
cells in human has been challenging due to low frequency in periphery (Franz et al., 2011;
Leyendeckers et al., 1999; Slifka and Ahmed, 1996). Only few studies (Harp et al., 2010;
Kinnunen et al., 2013) have attempted to measure frequencies and function of antigen-specific
B cells in MS. In this paper, we used a new approach (Degauque and Elong Ngono et al.,
submitted) based on the quantitative assessment of a direct BCR dependant interaction of a B
cell with a fluorescent bead, covalently bound to the human MOG, to measure the frequency
and characterize these autoantigen-specific B cells in MS. We show, for the first time, that
MS patients have a significantly lower circulating anti MOG B cells frequency than healthy
individuals and try to decipher some of the mechanisms that may operate in this process.
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Material and methods
Patient and tested samples (Blood, CSF)

MS patients were recruited at the Nantes academic hospital. All patients included in this study
had been diagnosed with MS by revised Mac Donald criteria (Polman et al., 2005). 38
Relapsing-Remitting patients (RRMS) listed in table 1 were recruited. RR-MS gender
matched group was composed to 27 females and 11 males ranging from age of 23 to 60 years
old (mean age = 36.74 + 1.59). All patients were scored on the kurtzke Expanded Disability
Status Scale (EDSS) and had been without treatment for at least three (immunomodulatory
treatments) or six months (immunosuppressant drugs) before testing. Another group of 8 MS
patients with secondary progressive form was included to be comparing with RR-MS groups
(female/male=6/2; mean age = 53.25 * 2.78). 50 healthy individuals (HI) participated at this
study, 31 females and 19 males ranging from age of 22 to 61 years old (mean age = 38.24 +
1.65).

Eight patients with CIS and 8 patients with other neurological disease (OND) or other
inflammatory neurological disease (OIND) were also enrolled in the intrathecal study. There
were 5 females and 3 males ranging from 20 to 61 years old in CIS groups (female/male=5/3;
mean age = 38.38 + 5.15). The control group consisted of 8 patients with 4 hydrocephalus, 1
N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) encephalitis, 1 leukopathy, 1 tetra pyramidal syndrome and
idiopathic high pressure hydrocephalus. Control patients were composed to 4 females and 4
males ranging from 15 to 77 years old (female/male=4/4; mean age = 40.13 % 7.67).
Characteristics of CIS patients and controls are summarized in table 1. Our studies complies
with the university hospital Ethical committee and all patients and controls (patients and HI)

signed an informed consent for the study.
Obtention of protein-coupled beads

rMOG (Eurogentec, France), human albumin (LFB, France), non toxic TT C-fragment from
clostridium tetani, (Sigma, France) proteins were coupled to fluorescent Bio-plex COOH
beads (Bio-Rad, France) as described (Degauque N and Elong Ngono A, submitted). Briefly,
the carboxyl groups of fluorescent COOH beads were activated by EDAC (1-ethyl-3-[3
dimethylaminopropyl]  carbodiimide  hydrochloride) and  SNHS  (Sulfo  N-
hydroxysulfosuccinimide), then the Bio-Plex Amine Coupling Kit (Bio-Rad, France) was
used to couple proteins on the activated COOH beads. The coupling reaction was

systematically checked by flow cytometry using the appropriate antibodies.
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Quantification and phenotype of circulating MOG-specific B cells

Mononuclear cells were isolated from fresh blood samples by Ficoll-Hypaque density
gradient centrifugation (PAA, France) and immediately frozen in serum-DMSO 10%. Purified
B cells were obtained by negative magnetic selection (Miltenyi, France) from cryopreserved
PBMC. Briefly, 3 x 10° B cells were stained with CD19-PE (BD, France), CD27-QDot 605
(Invitrogen, France), IgD-FITC (BD, France), CD5-FITC (BD, France) and CD38-PECy5
(Beckman, France) at 4°C for 30 minutes. Cells were washed twice with 150 upl of
PBS/2%FCS/2mM EDTA and incubated in 50 pl of PBS/2%FCS/2 mM EDTA with protein-
coated beads for 1 hour at 4°C. Cells were washed and DAPI was added to select only live
cells just before FACS assay. The frequency of antigen-specific B cells was evaluated by

Flow cytometry LSR Il (BD, France) and performed with flowJo software version 7.6.12.

Apoptosis assay

To evaluate the apoptosis in the BBR fraction, we used the annexin V-FITC apoptosis
detection Kit (BD, France). Briefly, 3.10° B cells purified by negative selection were stained
with CD19-PE and incubated with proteins-coupled Beads for 1 hour. Cells were washed and
resuspended in 100 pl to a 5 ml culture tube. Annexin V-FITC was added and incubated with
cells during 15 minutes at Room Temperature (RT). Then, 400ul of binding buffer and Dapi
were added before analyzing by flow cytometry within 1 hr. Live B cells (Annexin V™ Dapi’),
early apoptotic B cells (Annexin V* Dapi’) and late apoptotic B cells (annexin V" Dapi*) were
selected.

Quantification of intrathecal MOG-specific B cells

Approximately, 10 ml of CSF was obtained after lumbar puncture and immediately added in
40 ml of RPMI supplemented medium (10% FCS). Briefly, CSF samples were then
centrifuged at 1500 rpm for 7 minutes to collect cells. Cells were resuspended in 200ul of
PBS/2%FCS/2mM EDTA and stained with CD19-PE antibody for 30 minutes at 4°C. CSF
cells were washed and incubated either with albumin or MOG-coupled beads as indicated

above.

B cell transmigration assay through endothelial cell line

The human Blood-Brain-Barrier (BBB) endothelial cell line, HCMEC/D3 was kindly
provided by Pr. Pierre-Olivier Couraud (Cochin Institute, Paris France). HCMEC/D3 is an

endothelial cells immortalized cell line derived from a primary cell culture coexpressing
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hTERT and the SV40 large T antigen via a highly lentiviral vector system. (weksler et al.
2005). HCMEC/D3 (4.3.10° cells per flask) was grown to 100% confluency in Nuncflasks
175 and the properties of BBB stayed between the 25 and 35 passage. Transmigration assays
were performed using the transwell system (8.0um pore filters; BD falcon, France) as we
previously described (Bahbouhi et al., 2009). Briefly, cell concentration was tested and
concentration which allowed more than 5% albumin diffusion in the lower chamber after 6
hours were discarded. Two days before the migration assay, 1.10° HCMEC/D3 cells were
cultured on the apical side of filter insert, pre-coated with 150 pg/ml cultrex Rat collagen
(R&D system, France). All cells were grown in endothelial basal medium-2 (EBM-2, Lonza)
supplemented with 5% Human serum (PAA, France), 5ug/ml ascorbic acid (Sigma, France),
1% chemically defined lipid concentrate (Invitrogen, France), 10 mM HEPES buffer (PAA)
and 1% Penicillin-streptomycin (Invitrogen, France). 5.10° B cells obtained by negative
selection were suspended in supplemented RPMI and in EBM-2 (V/V) and were added in top
of BBB layer washed by Dulbecco’s phosphate Buffered Saline (DPBS) (Sigma, France).
After 18H at 37°c with 5% CO,, the contents of the bottom chamber were collected with
EDTA to detach any adherent cells and B cells were counted to the microscope. The
transmigrated cells were washed, stained with CD19-PE and incubated with albumin or MOG
coupled Beads as indicated before. The frequency of BBR cells was determined by flow
cytometry.

Statistical analysis

All data are expressed as mean + SEM. Mann Whitney tests were used to compare two
different groups and Wilcoxon test to compare two variables in the same group. T test was
used to compare two groups with more than 30 individuals. All statistical analyses were

performed with GraphPad Prism.
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Results
Quantification of MOG-specific B cell frequencies in MS patients

MOG is a myelin antigen of expression restricted to the CNS which induces experimental
autoimmune encephalomyelitis (Linington et al., 1993) and is suspected to play a role in MS
for review (Lee and Linker, 2012). Despite several studies have analyzed the frequencies of
circulating T cell against MOG in MS (Van der Aa et al., 2003; Sun et al., 1991), B cells
recognizing MOG are poorly known. In this study, we used MOG-coated polystyrene beads to
identify in vitro CD19" cells able to make rosettes (refered as BBR for Bead/B Cell Rosettes).
This method, described in detail elsewhere (Degauque and Elong ngono, submitted), has been
first validated for quantifying anti MOG B cells from mice transgenic for an IgH anti MOG
BCR (Litzenburger et al., 1998). Specificity of rosette formation was confirmed by the
competitive inhibition (average inhibition ~ 90%) of anti-MOG rosette by the soluble rMOG,
whereas irrelevant antigens were unefficient (aloumine or pp65). In human setting, B cells
forming rosettes with rMOG coated beads are also detectable. Tetanus Toxin (TT) coated
beads were used as the positive controls, since vaccination against this antigen which
generates persistant response (Amanna et al., 2007). Several negative controls were used:
uncoated beads which did not form rosettes with CD19+ B cells, and albumin coated beads

and T cells did not form rosettes with any of the proteins coated beads used.

Using this approach, we observed a substantial frequency of circulating B cells rosetting with
rMOG coated beads in the cohort of MS patients (n=38) (Figurel). However, unexpectedly,
this frequency was statistically lower than the frequency observed in the cohort of 50 healthy
individuals (HI) tested in parallel (0.86 + 0.12 and 1.33 = 0.14 % respectively, p=0.0188,
Figure 1). Thus, even if a substantial frequency of anti MOG-BBR was observed in
apparently normal individuals, mimicking the profile obtained in studies of frequency of T
cells reacting with MOG (Berthelot et al., 2008; Elong Ngono et al., 2012), MS patients are
characterized by a lower frequency of circulating anti MOG-reactive B cells than normal
counterparts. In contrast, the frequency of B cells which recognized albumin coated beads
was the same in MS (0.40 = 0.09%) and HI (0.42 + 0.07 %) (Figure 1). A high and similar
frequency of B cells recognized TT coated beads was also obtained in MS patients and Hl,
6.64 + 0.74 and 5.84 £ 0.66 %, p=0.37, but in contrast to the anti MOG frequency, the

difference was not significant (Figure 1).
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The frequency of MOG-BBR cells in MS was then classified according to disease activity
(relapses or remissions) and to MS clinical forms. We did not observe significant difference
between anti MOG-BBR frequency of patients in relapses (n=9, 0.72 + 0.15%) and patients in
clinical remission (n=29, 0.92 + 0.16%) (Figure 2). Both groups had a lower frequency of
MOG-BBR compared to HI (p=0.01 and p=0.02, respectively). We also studied a small group
(n=8) of patients with secondary progressive form of MS (SPMS) and showed a similar anti
MOG-BBR frequency as in HI (1.61 £ 0.21 and 1.33 £ 0.14 % respectively, p>0.05). The
difference between the values of anti MOG-BBR of the SPMS and RRMS groups was
statistically significant (p<0.05).

To try to understand possible mechanisms of reduced circulating anti MOG-BBR in MS,
several experiments were conducted, ranging from phenotypic characterization, apoptotic or
proliferative trends and capacity of rosetting B cells to migrate in vitro through brain-derived
endothelial cells. In addition, anti MOG-BBR were tested in blood and spinal fluid of small

groups of patients with or without MS.

Phenotype of MOG-BBR cells

Naive, memory and surface IgD switched phenotype: CD27 is a marker of human memory B
cells (Klein and al 1998) able to mount an adaptative immune response against pathogens and
to differentiate into antigen-specific antibody secreting cells (Agematsu et al., 2000). The lack
of IgD on CD27+ B cell surface indicates memory-switched B cells (Jelinek et al., 1986). The
frequency of memory (CD27%) and naive (CD27°) B cells recognizing MOG-coated beads
was thus assessed. We observed 32.6 + 3.16 % of CD27* MOG-BBR and 64.86 + 2.88 % of
CD27 MOG-BBR in MS patients versus 37.31 + 3.84 % of CD27" MOG-BBR and 59.77 +
4.02 % of CD27° MOG-BBR in HI (Figure 3a). There was no statistical difference in
phenotype distribution within MOG-BBR between MS and HI, although naive MOG-BBR
were more represented than memory phenotype in both groups (p=0.01). The frequency of
switched and unswitched memory MOG-BBR (CD27°IgD" and CD2771gD") also did not
differ between MS and HI (switched-memory MOG-BBR: 4.25 = 1.11 and 6.11 + 1.43%
respectively, p=0.40 and unswitched memory MOG-BBR : 28.13 + 2.78 and 32.96 + 4.41%
respectively, p=0.52) (Figure 3b).

CDS5 positive B cells and activated-naive B cell phenotype: CD5 is expressed by a subset of B
cells associated to innate recognition (Casali et al., 1987) and autoimmune pathology
(Dauphinée et al., 1988). There was 12.52 + 2.9 % of CD5'MOG-BBR in MS compare to
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13.16 + 3.09 % of CD5" MOG-BBR in HI. There was no statistical difference between MS
and HI (p=0.97) (Figure 4a). CD38 expression, a marker of transitional and activation
development stage of B cells, expressed on germinal center, antibody-secreting cells and on
activated-naive B cells (Morabito et al., 2006) for review), was also analysed. The strategy of
gating used allowed to obtain four subsets: CD27"CD38" representing mature naive B cells,
CD27'CD38" corresponding to activated naive B cells, CD27°CD38" corresponding to
Germinal Center B cells (GC) and CD27°CD38 for memory B cells). The frequency of
activated-naive, mature naive, GC and memory MOG-BBR are summarized in Table 2.
Despite there was a statistical difference between frequencies of memory B cells (15.25 +
3.27 %) and memory MOG-BBR in both MS (6.84 + 1.46 %, p=0.008) and HI (6.78 £ 1.71
%, p=0.018), we did not observed a significant difference between MS and HI concerning

each of these subsets.

KI1-67 markers: Ki-67 is a marker for proliferating cells (Gerdes and al.1983) expressed
during all active phases of the cell cycle that may detect a lower proliferative property of anti
MOG-BBR in MS patients. Only a non significant trend (p=0.07) was found between the two
cohorts: 2.16 + 0.46 % MOG-BBR positive for KI-67 in MS patients (n=10) and 5.37 = 1.33
% in HI (n=10) (Figure 4b) suggesting a possible lower proliferative potential of these cells

in MS compared to healthy individuals.

No significant difference in apoptosis of anti MOG-BBR cells from MS and healthy
individuals

Among several possibilities to explain the decreased frequency of MOG-BBR in MS
patients compared to HI, apoptosis was considered. A combination of Annexin V
(recognizing phosphatidylserine-PS- on the cell surface) and Dapi to detect early (Annexin
V7, dapi) and late (Annexin V*, dapi®) apoptotic cells was used (Figure 5a). Ten patients
with RR-MS and 10 HI were tested. Early and late apoptosis markers of MOG-BBR were not
different in MS and healthy individuals (early apoptosis: 6.56 + 1.38 and 7.29 = 1.61%,
p=0.88; for late apoptosis: 16.20 +2.75 and 17.14 + 3.53%, respectively, Figure 5b).

Intrathecal MOG-specific B cells

As a decrease of circulating anti MOG-BBR in patients with MS could be due to a
preferential migration of MOG-reactive B cells of MS patients in the CNS. We thus checked
if MOG-reactive B cells accumulated in the spinal fluid of 8 patients with clinically isolated
syndrome (CIS) and in 8 patients with others neurological disorders, inflammatory and not, as
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controls. There was an average of 525.5 + 105.8 B cells (CD19"Dapi’) in CSF samples. We
found an identical frequency of MOG-specific B cells in CIS (10.28 + 4.48 %) and control
individuals (8.62 + 3.98 %) (Figure 6a). The CSF frequency of MOG-BBR was increased in
the both groups compared to albumin-BBR frequency in CIS (2.47 £ 0.99 %, p=0.007) and
controls (1.71 = 0.80 %, p=0.03). However, there was no statistical difference between CIS
patients and controls (p=0.6). Intrathecal anti MOG frequency (12.18 £ 5.81 and 9.24 + 4.65
%) were constantly significantly higher than those of circulating anti MOG-BBR (1.28 £ 0.11
and 0.57 + 0.10 %) in CIS patients and in control group respectively (p<0.05) (Figure 6b).

Intrathecal anti albumin-BBR were also higher than blood ones (data not show).

Anti MOG-BBR transfer through brain derived endothelial cells

Human B cells migrate across the Blood-Brain-Barrier (BBB) as efficiently as T cells (Alter
et al., 2003). We first tested whether total B cells from MS patients transmigrated more
efficiently than HI B cells across the endothelial cell layer in vitro. In MS, 8750 + 1505 B
cells transmigrated overnight compared to 11111 + 1852 cells in HI out from 5.10° CD19*
cells initially placed in the double chamber device (about 2% of B cells). There was not
statistically difference (p=0.49, Figure 7a). We then checked whether MOG-BBR
accumulated more efficiently in MS patients compared to HI by assessing the capacity of B
cells to make MOG-BBR after transmigration assay. We observed no statistically difference
of transmigration rate of MOG-reactive B cells (24.85 £ 6.32 % in MS and 25.11 + 6.50 % in

HI) (Figure 7b).
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Discussion

The potential role of B cells in MS disease has been less documented than that of T cells. In
this paper, we have explored the frequency of MOG specific B cells in the blood, as well as in
the spinal fluid of patients with multiple sclerosis (MS), using a new method based of the
measurement of a direct interaction between a B lymphocyte and a fluorescent polystyrene
bead to which human MOG is covalently bound. The method and its potential interest in
several contexts involving B cells, such as response to a vaccination, organ transplants or
autologuous antigens, have been detailed elsewhere (Degauque N and Elong Ngono A,
submitted).

A first finding was that the frequency of B cells engaging complex with MOG-coated beads
was unexpectedly high, both in the patients and in healthy individuals (HI). This observation
is reminiscence of the well documented description of high frequency of MOG-specific T
cells in HI (Van der Aa et al., 2003; Bahbouhi et al., 2010; Berthelot et al., 2008; Sun et al.,
1991) and see (Elong Ngono et al., 2012) for review. However, B cell specific maturation
processes are likely involved in these high anti-MOG B cell frequencies. BCR cross-reactivity
and/or polyreactivity studies of blood B cells (Koelsch et al., 2007; Tiller et al., 2007; Tsuiji
et al.,, 2006; Wardemann et al., 2003) have indeed be ambiguously shown a substantial
percentage of circulating B cells (20% of immature B cells remain autoreactive, with 4% of
them being polyreactive cells) which have escaped the first BCR-dependant bone marrow
selection check point triggering apoptosis or reediting for autoreactive BCR (Wardemann et
al., 2003), and for review Meffre and Wardemann 2008). In these seminal studies, the end
point was the production of Ig against a panel of antigens in limiting condition. A study of the
direct binding of the B cell to its antigen may be a more sensitive tool for frequency
calculation. In addition, our method utilized Luminex beads which, when utilized for testing
specific antibodies, such as antibodies directed against anti-HLA Ag for instance, have
shown a gain of sensitivity of an order of magnitude compared to classical methods (Ferrari-
Lacraz et al., 2012; Gibney et al., 2006) whether an assay using the same read out (FACS)
and material (Luminex) also displays a gain in sensitivity is conceivable. However, the
inhibition of MOG coated beads recognition by addition of soluble MOG to the test showed
the specificity of our method. Moreover, the frequency of B cells interacting with non-coated
beads was as low as 0.0014 + 0.005.
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Although high in both MS patients and normal individuals, we observed a significantly
decreased anti-MOG B cell frequency in the blood of MS versus age/gender matched control
individuals, a finding which was surprising and in some respect counter intuitive. Importantly,
the samples from HI and MS were routinely processed back to back in the tests. Furthermore,
no difference was shown in the frequencies for tetanus toxin or for albumin coated beads
between patients with MS and normal individuals. Finally, the anti-MOG B cells frequency
was not decreased in a small group of MS patients with secondary progressive form (SPMS)
and values observed in RRMS were statistically different from that of patients with SPMS.
We did not find evidence for a specific phenotype bias of the anti-MOG B cells, with normal

distribution (both for MS and HI) of naive, memory cell phenotypes.

Recently, a subset of potentially autoreactive B cells -B1 cells (as defined as CD3
CD20°CD27°CD43" in the study (Griffin and Rothstein, 2012), was found significantly
decreased in the blood of MS patients versus normal counterparts (Terring et al., 2013).
However, no test for MOG-specificity of the studied B1 cells was performed in this study.
Whether this abnormal level of B1 cells can contribute to our observation is not likely.
Indeed, the magnitude of the decrease of B1 cells (29% of the B cells in the referred study)
was to small (1.2% in MS patients vs 1.7% in normal individuals) to account significantly for
our observation (RRMS had a 36% decrease of anti MOG BBR). Furthermore, if our
phenotype study did not specifically target B1 cells, the B cell selection kit that we used did
not select CD43" cells to which most of the B1 cells belong. To the best of our knowledge,
only one study is available on anti-MOG frequency, using an other method -biotinylated
MOG- in a small cohort (n=9) of patients with RRMS (Harp et al., 2010). This interesting
study showed that circulating memory anti-MOG B cells of MS patients could provide a
stronger help to CD4" T cells than that of normal individual cells. However, no significant
difference of frequency of anti-MOG B cells was noted: the reason for this discrepancy with
our study is not clear, although our cohort was 4 fold bigger (38 MS compared to 50 HI).
Recently, another study reported that autoreactive B cells in MS were more prone to produce
polyreactive antibodies to an extract of white matter (Kinnunen et al., 2013) than in normal
counterparts. However, no frequency of MOG-specific B cells or B cells specific for myelin

derived proteins was also analyzed.

Attempt to identify reasons for a significant decrease of anti MOG circulating B cells has
been so far unsuccessful. Particularly, we could not found evidence of an increase in early or

late apoptosis of anti-MOG B cells. Similarly, the growth potential of MOG specific B cells,
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as assessed by expression of the KI-67 marker, did not significantly differ although there was
a trend for lowerexpression in MS patients (p=0.07). The possibility that a “missing” MOG
specific circulating B cells could home in the CNS was indirectly assessed in the CFS of a
small group of MS patients, compared to patients with non-MS pathologies, as well as to the
anti MOG-BBR frequency in the blood of the same patients. A such possibility was indeed
suggested by a documented increase of anti-MOG 1IgG in MS patients spinal fluid compared
to controls with non-inflammatory neurological diseases (Markovic et al., 2003) as well as by
evidence of shared BCR clonotypes between blood and CSF (von Budingen et al., 2012).
However, despite an elevated frequency was noted in CSF versus blood, no significant
difference between patients with or without MS was observed. Finally, a study of
transmigration of B cells through brain-derived endothelial cell layers in double chamber
device showed efficient transmigration of B cells (2 %) similar to the transmigration rate we
previously reported for CD4" T cells in MS (Bahbouhi et al., 2009) using the same
endothelial cell line and methods (2%) and in agreement with another report (Alter et al.,
2003), however we did not observe an increased transmigration of anti MOG-BBR in RRMS

Versus counterparts .

Thus, if our study brings a first evidence of abnormal pool of anti MOG in 38 RRMS patients
compared to 50 HI (p=0.0188), we were not able to identify precisely the mechanism(s) for
this difference. Our study may have been unable to detect in an in vitro test discrete changes
in surface molecule regulating B cells interaction involved in B cell homing or in the other
parameters study, taking place during all the disease length in vivo. It is also possible that the
mechanisms that may govern this decrease MOG specific frequency are no more active at the
time of the study. Clearly, more works are required for understanding the nature of a possible
missing B cells population in MS or for characteristics of anti MOG B cells (no exhaustive
phenotype could be tested, particularly due to the small amount of BBR). Transcriptional
studies may help to definite more discrete differences between patients and control cells.
Finally, whether MOG specific B cells are actually involved in the disease pathology is not
directly comforted by our observation. B cells and anti MOG B cells - role in the disease
remains elusive considering that a high percentage of these specific B cells is also observed in
normal individual blood. In this respect, the positive effect of anti-CD20 on the disease
outcome might be misleading regarding the actual role of B cells in the disease. Indeed beside

the destruction of a fraction of potentially pathogenic B cells, such reagents may also affect

106



Résultats

the properties of bystander B cells and induce these cells to produce immunoregulatory

cytokines or functions (Kamburova et al., 2012, 2013) as recently suggested.
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Figure Legends

Figure 1. Quantification of MOG-specific B cell frequencies in MS patients and HI.
Purified B cells stained with CD19 antibody were incubated with human albumin, rMOG or
tetanus toxin (TT) coated beads. After exclusion of death cells (dapi*), we obtained the
frequency of B cells which recognized albumin, rMOG in MS patients (n=38) and HI (n=50)
*p=0.0188, Unpaired T test. The frequency of B cells for TT coated beads were also assessed
in MS patients (n=20) and in HI (n=15), (ns, p>0.05) Mann Whitney test.

Figure 2: Quantification of MOG-specific B cell frequencies in MS patients according to
disease activity and and presentation: Disease activity regrouped clinical relapse and
clinical remission. We analysed the difference in MOG-BBR frequencies for patients in
relapses (n=9) and patients in clinical remission (n=29) versus HI (n=50) (*p<0.05) Kruskall-
wallis test. No difference between patients in relapses and patients with clinical remission was
observed (ns, p>0.05) (a). We included 8 patients with Secondary Progressive (SP) forms. We
compare the three groups and there was statistically significant difference between SPMS
patients and Relapsing-Remitting MS patients (p<0.05) but not between SPMS patients and
HI (p>0.05) kruskall-wallis test (b).

Figure 3: Naive, memory and surface IgD switched phenotype of MOG-specific B cells in
MS patients and HI. B cells stained by CD19, CD27 and IgD antibodies were incubated with
MOG coated beads. The frequency of memory (CD27%) and naive (CD27°) MOG-BBR subset
in MS (n=12) and HI (n=16) is represented. No difference are observed between MS and HI
in memory (ns, p>0.05) and naive sub-population (ns, p>0.05), Mann withney test (ns,
p>0.05) (a). The frequency of switched (CD27°1gD") and unswitched (CD27"IgD") memory
MOG-BBR subset was assessed in MS patients (n=12) and HI (n=15). No statistically
significant difference was observed for switched and unswitched phenotype, Mann withney
test (ns, p> 0.05) (b).

Figure 4: CD5 and KI-67 expression in MOG-specific B cells: We stained B cells with
CD5 markers and the frequency of CD5" B cells which recognized MOG was assessed in MS
and HI (ns, p>0.05) Mann Whitney Test (a) Then, we included KI-67 markers to determine
the proliferating states of MOG-BBR. We compared the frequency of MOG-BBR positive
for K167 in MS (n=10) and HV (n=10), (ns, p=0.07) Mann Whitney test (b).
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Figure 5: Analysis of apoptosis in MOG-specific B cells : We used annexin V and Dapi to
characterize MOG-BBR apoptosis cells in MS (n=10) and HI (n=10). We analysed annexin
V" DAPI (early apoptotic cells) and annexin V' DAPI" (late apoptotic cells) in MOG-BBR
subset. The gating strategy was represented (a). We compared the frequency of MOG-BBR
apoptotic cells in MS and HI in early (ns, p>0.05) and late states (ns, p>0.05) Mann withney
test (b)

Figure 6: Intrathecal MOG-specific B cells in CIS and patients with non MS related
pathologies: Cells from fresh CSF samples were stained by CD19 antibody and incubated
with rMOG and human albumin coated beads. After exclusion of death cells (dapi®), the
frequency of B cells which recognized rMOG and albumin was assessed in CIS patients (n=8)
and controls patients (n=8) (ns, p>0.05) Mann whitney test, Wilcoxon test was used to
compare albumin-BBR and MOG-BBR in CIS (p<0.05) and control patients (p<0.05) (a) The
frequency of circulating and intrathecal MOG-BBR was assessed in CIS patients (n=6) and
controls patients (n=6). Intrathecal frequency of MOG-BBR was higher than circulating
frequency (ns, p>0.005), Mann withney test (b).

Figure 7: Transmigration of B cells accross brain vessel derived endothelial cells : B cells
were selected negatively and the transmigration assay accross HCMEC/D3 cell line has been
performed. Transmigrated cells in MS and HI were counted to the microscope, no difference
was observed (ns, p>0.05) Mann withney test (a) Transmigrated B cells were stained and
incubated with MOG coated beads. The frequency of MOG-BBR was assessed in MS patients
(n=10) and HI (n=9) (ns, p>0.05),Mann withney test(b).
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Table legends

Table 1: Summary of Patients and sample characteristics: We included 38 patients with
relapsing-remitting MS, 8 patients with secondary progressive MS and 50 Healthy Individuals
(HI) to assess the frequency of circulating B cells which recognized MOG (MOG-BBR). We
used also 8 patients with CIS and 8 patients without CIS or MS to determine intrathecal
MOG-BBR (4 hydrocephalus, 1 N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) encephalitis, 1 leukopathy,
1 tetra pyramidal syndrome and 1 idiopathic high pressure hydrocephalus).

Table 2: CD38 and CD27 Phenotype of MOG-specific B cells in MS and HI: We stained
B cells with CD19, CD27 and CD38 antibodies and we assessed the frequency of CD27"
CD38 (Mature naive B cells), CD27'CD38" (activated-naive B cells), CD27°CD38"
(Germinal center B cells) and CD27°CD38" (memory B cells) among MOG-BBR and B cells
in MS patients (n=10) and HI (n=10) Mann whitney test. No difference was observed between
MS and HI for each subset (ns).
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Table 1
n age % females | % relapses EDSS
RR MS 38 36.74 £ 1.59 71% 24%  [1.75+/- 0.33
SP MS 8 53.25 +2.78 75% - -
HI 50 38.24 £ 1.65 62% - -
CIS 8 38.38 £5.15 62% - -
Controls 8 40.13 + 7.67 50% - -
Table 2

Activated naive B cells

> Germinal Center B cells

CD38-PECYS

B Memory B cells

Mature naive B cells é—""/o—-:_

104 105
CD27-BV605
Subsets MOG-BBR MOG-BBR Pvalue Bcells B cells Pvalue
(MS) (HI) (MS) (HI)
CD27-CD38* 58.16+4.91 53.06+5.72 0.73 61.5+4.63 58.32+ 6.55 0.90
CD27-CD38- 11.37+2.73 7.63+1.37 0.35 1154+ 144 10.99+1.75 0.57
CD27+*CD38- 6.84 +1.46 6.78+1.71 0.91 13.65+1.72 15.25+3.27 0.79
CD27+CD38* 23.61+3.98 32.54+5.08 0.39 13.16+ 2.88 15.37+ 3.07 0.85
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Figure 1
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Figure 4
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Figure 5
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Discussion et perspectives

La Sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire du SNC. Des ¢études sur I’EAE
encéphalomyélite auto-immune expérimentale, le modéle animal mimant certaines
caractéristiques de la SEP, ont montré I’importance des lymphocytes auto-réactifs dans le
développement de la maladie (Litzenburger et al., 1998; Ben-Nun et al., 1981a; Pollinger et
al., 2009). Dans le cadre de mon projet de thése, j’ai eu pour objectif de contribuer aux
investigations menées pour comprendre la place des LB auto-réactifs dans la SEP. Pour
répondre a cette problématique, nous avons travaillé sur deux axes. Le premier concerne la
détection des LB reconnaissant un auto-antigéne en périphérie et le second axe est la

caractérisation de ces cellules dans la SEP.

Les LB spécifiques d’'un Ag donné sont en treés faible quantité dans le sang, complexifiant
ainsi leur détection. De plus la fonction productrice d’anticorps des LB étant la plus étudiée,
la majorité des méthodes utilisées cible les LB différenciés en cellules sécrétrices d’anticorps.
Un role direct de I'auto-réactivité des LB a été remis a I’ordre du jour par les résultats de
I’utilisation thérapeutique d’anti-CD20 (Rituximab, RTX) dans la SEP: réduction
considérable des poussées, sans modifier le titre des anticorps. (Hauser et al. 2008).

En général, les méthodes utilisées ciblent indirectement le LB, elles se basent sur les fonctions
induites par la reconnaissance de I’Ag par le BCR (différenciation en cellules mémoires ou
différenciation en cellules sécrétrices d’anticorps (CSA) (Amanna and Slifka, 2006; Crotty et
al., 2003a, 2004; Slifka and Ahmed, 1996; Slifka et al., 1998). Elles nécessitent in vitro la
stimulation du LB pour le permettre de se différencier mais en induisant des biais
phénotypiques et fonctionnels (Jourdan et al., 2009). Ces méthodes (ELISPOT et ELISA) sont
sensibles avec un seuil de détection tres faible et sont excellentes pour caractériser du point de
vue fonctionnel des LB reconnaissant un Ag dans le cadre de la vaccination par exemple
(Amanna et al., 2007; Cao et al., 2010; Crotty et al., 2003b). Dans les maladies auto-immunes
comme la SEP ou les anticorps ne sont pas des marqueurs de la maladie, une approche
semblable ne pourrait pas répondre a la problématique. D’autres méthodes comme le
marquage de 1’antigéne ont été utilisées pour remédier a ce probleme (Amanna and Slifka,
2006; Harp et al., 2010; Leyendeckers et al., 2002; Pape et al., 2011). Mais le marquage d’une
protéine est souvent de faible intensité, peut marquer de maniere aspécifique les cellules
avoisinantes et enfin difféere souvent d’'un Ag a l’autre. Une autre méthode, celle des
tétraméres récemment adaptée aux LB est une approche plus stable et sensible, permettant

I’isolement des cellules d’intérét et pouvant étre utilisé pour générer rapidement des anticorps
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(Franz et al., 2011). Cependant, le matériel utilisé pour les tétrameres peut engendrer des

reconnaissances aspecifiques nécessitant des contrdles spécifiques (Taylor et al., 2012).

Nous avons développé une technique utilisant des billes fluorescentes pour identifier les LB
qui reconnaissent un antigéne donné (BBR, beads-B cell rosettes). L’utilisation de splénocytes
de souris transgéniques exprimant des LB avec un BCR spécifique de la MOG (IgH-MOG) a
permis de mettre en avant la spécificité de cette méthode. De plus, notre méthode minimise la
reconnaissance aspécifique car le fluorochrome est a I’intérieur de la bille. La méthode des
Billes s’applique uniquement aux LB (absence de reconnaissance par les LT) et le couplage
des protéines aux billes est standardisé pour tous les antigénes. Dans le cas du HLA par
exemple, plusieurs antigenes peuvent étre détectés en méme temps. De nombreux Ags ont été
testés (HLA, MOG, EBNAI, TT) mettant en évidence un vaste domaine d’application, la
vaccination, les maladies auto-immunes et la transplantation. De plus, I’utilisation de la
cytométrie nous permet de cibler les populations a étudier ou d’étudier toutes les sous-
populations impliquées dans la reconnaissance antigénique dans le compartiment B.
Cependant, il serait important de savoir si les LB isolés par notre méthode produisent des
anticorps spécifiques de 1’Ag testé. Pour cette partie, nos résultats encourageants sur le tri des
complexes billes-LB vont nous permettre de tester la différentiation des cellules isolées en
plasmocytes et la production d’anticorps. En effet, nous arrivons a enrichir la fraction de
rosettes de 0.5 % a 30%. La limite de cette méthode reste le faible nombre de cellules
d’intérét pouvant limiter des études ambitieuses comme 1’identification de sous-populations

tres faiblement représentées.

Les LB reconnaissent un Ag par leur BCR, cette reconnaissance intervient des les premiers
stades de développement. Ce mécanisme est physiologique et nécessite des contrbles bien
précis permettant de maintenir I’homéostasie. Bien caractériser la population autoréactive et
les mécanismes associés pourrait permettre de formuler des hypothéses et de mieux
comprendre les maladies autoimmunes. Dans I’ étude de Wardemann sur les LB autoréactifs,
les auteurs suggerent que ces LB sont & I’origine des anticorps naturels retrouvés pendant la
réponse immune innée (Baumgarth et al., 1999) bien que leur persistance peut engendrer les
destructions observées au niveau des tissus dans les maladies auto-immunes (Wardemann et
al., 2003). D’autres études montrent que les mécanismes de tolérance des LB autoréactifs
peuvent étre impliqués dans les maladies auto-immunes. En effet, Yurasov a retrouvé une
fréquence élevée de LB autoréactifs et polyréactifs dans le compartiment B matures naifs des

patients lupiques par rapport aux témoins. Ils suggerent que cette augmentation montre un
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défaut des points de contrdle due a une altération du signal BCR et des mécanismes liés a ce
signal (Yurasov et al., 2005). Une étude récente a mis en avant 1’étude des B autoréactifs dans
la SEP en utilisant la méthode mise au point par 1’équipe de Wardemann permettant d’étudier
I’autoréactivité des LB a tous les stades du développement (Tiller et al., 2008). Ils ont inclus 7
patients rémittents non-traités et 11 témoins (Kinnunen et al., 2013). lls retrouvent une
fréquence identique de LB transitionnels autoréactifs entre patients et témoins mais une
fréquence élevee de LB matures naifs autoréactifs dans le sang des patients par rapport aux
témoins sains. Ces résultats suggerent un défaut du second point de contrble en périphérie.
Les auteurs ont étendu 1’étude en caractérisant le phénotype de ces LB autoréactifs. Ils
montrent un phénotype différent des LB matures naifs des témoins, avec une absence de
molécule d’activation CD80, CD86 mais une augmentation de 1’expression du CD69 (autre
marqueur d’activation). De plus, ces LB autoréactifs reconnaissent aussi des extraits de la
substance blanche (Kinnunen et al., 2013). Cette étude montre 1’implication des LB

autoréactifs dans la SEP.

L’auto-réactivité des LB n’est pas beaucoup étudiée dans la SEP. Nous avons utilisé la
méthode des billes fluorescentes pour caractériser les lymphocytes B reconnaissant la MOG
dans la SEP. Nous avons observé une diminution de la fréquence (36%) des LB reconnaissant
la MOG dans le sang des patients atteints d’une SEP de forme rémittente (n=38) par rapport
aux témoins sains (n=50). Le nombre important d’individus testés réduit la variabilité
observée sur les échantillons humains et 1’utilisation d’antigénes contrdles renforce ce
résultat. Bien qu’il existe une autre étude ayant évaluée la fréquence des LB spécifiques de la
MOG dans le sang des patients (n=9) (Harp et al., 2010), nous sommes les premiers a trouver

une diminution de cette population en périphérie.

Dans la SEP, les antigénes n’ont pas encore été identifiés. La majorité des études concernent
des antigénes dérivés de la myéline (Sospedra and Martin, 2005) bien que I’identification
d’antigenes viraux (Virtanen et al., 2013) ou d’autres origines (Srivastava et al., 2012) reste
possible. Le choix de la MOG reste judicieux car la MOG est souvent utilisée pour induire
une EAE, et de facon intéressante la MOG humaine induit une EAE sévére avec une forte
production d’anticorps (Oliver et al., 2003). C’est aussi la seule protéine de la myéline
uniquement exprimée dans le SNC et sa localisation a la surface de la myéline fait de cette
protéine une cible potentielle (Johns and Bernard, 1999). La MOG reste donc un bon candidat
comme Ag dérivé de la myéline pour identifier les LB auto-réactifs dans la SEP. D’autres

antigenes peuvent étre testés pour élargir I’étude. En effet, plusieurs études plaident en

128



Discussion et perspectives

fonction d’un lien entre I’infection a EBV et la SEP (Pender, 2011) et ’EBNA1 est la seule
protéine synthétisee par le virus EBV durant la réplication (Pender, 2011). De plus, un titre
élevé d’anticorps anti-EBNAL est retrouvé chez les patients SEP (Levin et al., 2005). La
caractérisation des LB spécifiques de ’EBNAT1 pourrait aider a la compréhension du lien
entre EBV et la SEP. Nous pourrions aussi tester I’antigéne Kir4.1 pour étudier s’il y a un lien
entre la production d’anticorps retrouvée récemment (Srivastava et al., 2012) et les LB anti

Kir4.1 circulants.

Pour expliquer cette diminution, nous avons évalué¢ I’apoptose et la migration dans le SNC
des BBR-MOG. Aucune de ses approches ne nous permet d’expliquer la baisse observée chez
les patients. L’apoptose des LB est trés importante dans le SNC comparée aux organes
lymphoides secondaires (OLS) des souris EAE immunisées avec la MBP et surtout avant le
début d’une phase de rémission (White et al., 2000). On pourrait penser aussi que 1’apoptose
pourrait étre plus forte dans les OLS comparé au sang, réduisant ainsi le nombre de BBR-
MOG chez les patients SEP. Les BBR peuvent aussi avoir subi une autre sélection différente
de I’apoptose, comme le receptor editing par exemple au niveau des OLS. Les LB sont des
cellules qui subissent de nombreuses sélections au cours de leur développement et ces
mécanismes peuvent étre altérés dans les maladies auto-immunes (Yurasov et al., 2005).
Enfin, Iutilisation d’un modé¢le de BHE in vitro ne rend pas compte des processus
dynamiques et des interactions complexes qui ont lieu dans 1’organisme. En effet, selon le
contexte inflammatoire (cytokines et chimiokines) la perméabilité de la barriere peut étre
modifiée (Larochelle et al., 2011). L’absence de différence de transmigration entre patients et
témoins pourrait étre due aux conditions non-inflammatoires de la BHE utilisées lors du test
qui fut en outre réalisé sans tenir compte de ’effet des forces de cisaillement. Le modele
HCMEC reste un bon modele pour 1’étude de la transmigration in vitro (Daniels et al., 2013).
Aucune différence phénotypique n’a été retrouvée entre patients atteints de SEP et témoins
sains. Les BBR-MOG sont en majorité des cellules naives bien qu’il y ait des cellules
mémoires (et mémoires switchées) dans les BBR-MOG. 1l faudrait ainsi élargir 1’étude
phenotypique pour mieux caractériser cette population : 1’état d’activation des BBR-MOG en
utilisant des marqueurs comme CD40L, CD80, CD86, HLA-DR serait utile. La population B1
est suspectée d’intervenir dans la pathogénése de maladies auto-immunes telles que le Lupus
ou la Polyarthrite Rhumatoide. Récemment, une étude a montré une baisse (29%) de ces
cellules dans le sang des patients SEP (Tarring et al., 2013) mais cette diminution n’explique

pas celle obtenue dans notre étude car la sélection des LB que nous effectuons élimine les
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cellules CD43" qui sont majoritaires dans les B1. Chez 1’homme, le marqueur CD5 serait
également associé a des propriétés autoréatives (Berland and Wortis, 2002) et constitue un
marqueur de B régulateurs (Mauri and Bosma, 2012; Yanaba et al., 2008). De plus, Villar et
al, retrouvent un risque plus important de développer une SEP et un nombre plus important de
poussées chez les patients présentant un taux élevé de CD5"(Villar et al., 2011). Dans notre
étude, la fraction BBR-CD5" est représentée de facon égale entre les groupes étudiés et
correspond au fréquence retrouvée dans la population B, ce qui est concordant avec les
résultats de la littérature (Niino et al., 2009).

Les BBR-MOG « restantes » ne semblent pas avoir une importance dans la Maladie car elles
sont retrouvées chez les témoins sains et ne présentent aucune différence phénotypique et
fonctionnelle (Transmigration). Mais pour confirmer cette conclusion, Il faudrait savoir
quelles actions ont les LB anti-MOG sur les T. Comme le montrent certaines études sur EAE
(Bettelli et al., 2006) et dans la SEP (Harp et al., 2010) la coopération B et T est trés
importante. L’exploration transcriptionnelle que nous mettons en place a partir de BBR
enrichies (~30%) nous permettra d’affiner la caractérisation de ces cellules. Cette étude nous
permettra de tester différentes voies d’activation : 1’expression du CD20, les molécules
d’activation (CD40L, CD80, CD86), des molécules de homing (CXCL13, LFA1, VLA4), de
différentiation (BLIMP1), les cytokines (IL-6, IL-10), le BCR (Btk) et I’apoptose (Fas).

Les différentes hypotheses testées a ce jour ne permettent pas de comprendre cette diminution
de LB reconnaissant la MOG chez les patients SEP. D’autres hypothéses sont envisagées et
vont constituer les perspectives de ce projet :

Nous pouvons penser que les LB spécifiques de la MOG chez les patients se sont différenciés
en plasmocytes (CD19°'CD138"), entrainant des modifications de la reconnaissance de la
MOG par le BCR. Pour explorer cette hypothese, il faudrait isoler les BBR-MOG et induire in
vitro leur différentiation en plasmocytes. Ainsi il serait possible d’évaluer si, chez les patients,
les BBR-MOG se différencient plus facilement en plasmocytes. En parralléle, nous pouvons
doser les anticorps anti-MOG dans le sérum des patients atteints de SEP en utilisant les billes
fluorescentes recouvertes de MOG et comparé ce taux d’anticorps a celui des témoins sains.
Le taux d’anticorps anti-MOG dans le sérum de patients pourrait étre un argument en faveur
de la différenciation.

Le LB peut sécreter des cytokines, en fonction des stimulations et de 1’environnement (Doster
et al., 2013; Duddy et al., 2004; Fillatreau et al., 2008). Des expériences préliminaires de

stimulations réalisées chez le sujet sain ont montré une diminution des BBR-MOG apres une
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activation polyclonale (PMA, ionomycine, CD40L, Fab’2) alors méme que le nombre de
lymphocytes B ne varie pas. Cette diminution est maximale lorsqu’on rajoute de I’ODN
(activation passant par le TLR9) a la stimulation. Nous pouvons penser que des anomalies
encore non caractérisées peuvent mimer 1’activation polyclonale et modifier la reconnaissance
LB-MOG dans la SEP.

Les Iésions caractéristiques de la SEP sont observées au niveau du SNC faisant de ce dernier
le meilleur compartiment pour comprendre les mécanismes liés a ’auto-réactivité. Il est
fondamental d’essayer de développer une technique permettant de repérer les LB
reconnaissant la MOG au sein du SNC. Dans le cas ou 1’on repérerait les LB spécifiques de la
MOG dans le cerveau, une analyse immunohistologique poussée pourrait permettre de
connaitre leur localisation dans la 1ésion, leur état d’activation et d’identifier les cellules
avoisinantes pour mettre en évidence des coopérations cellulaires. De plus, la microdissection
laser pourrait permettre d’isoler chacune de ces cellules et de les étudier au niveau

transcriptionnel.

Ma thése a permis de bénéficier d’une nouvelle méthode d’analyse des LB spécifiques d’un
Ag. Cette méthode simple récemment mise au point (Degauque, Elong Ngono et al, soumis)
est applicable dans plusieurs domaines et pourrait étre utilisée pour de nombreux antigénes.
Dans la SEP, cette méthode nous a permis de mettre en évidence pour la premiere fois, une
diminution des LB spécifiques de la MOG en périphérie chez les patients rémittents. De plus,
nous avons pu quantifier la fréquence intrathécale des LB spécifiques de la MOG. Les
hypotheses que nous avons testées ne nous permettent pas de comprendre cette diminution
mais les résultats obtenus permettent de caractériser les LB spécifiques de la MOG dans un

premier temps.
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1. Introduction

Degpite strong evidence of the inflammatary nature af
multipbe sclerasis (#5) such as the presence of T cell and
manocyte ! macrophage infiltrates at the border or within the
active lesions, the autoimmune eticlogy of the disease B still a
subject of debate [1,7]. According to current hypatheses,
miainty based an the animal moded [Experimental Autaimmures
Encephalitis, EAE), M5 15 considered in marmy aspects as an
autoimmune disorder. In this disease, T cell reactivity to self-
antigens expressed in the brain, partioulady myelin-derived
peptides, plays an esential role in disease progression and
possibly as an exclusive etiology, The current: physiopatholog-
ical concept supporting this hypothesis M5 & based on the
presence of activeted and memory aulareactive T cells
directed againgt mypelin companents within the peripheral
blocd. Autoreactive T cells fram the blood of WS patients are
able te transmégrate the Blood Brawn Barmer (BBS) endothe-
lium and may gain access ta the Central Mervous System (CHS)
and trigger, or contribute te, dermelinativg Ledans and axanal
irsult [1-5]. The main target in M5 remains unknown but
sevaral myelin antigens, including myetin basic pratedn (MEF),
pratealiphd protein (PLP) and myelin oligodendrocyte glyoo-
pratein [MOG) have been studied.

Bath CO4" [&] ard COB* [6-8] circulating T cells recognizing
sequestered autoantigans such as MEF and PLP have been
demonstrated i normal individuals and in M5 patients.
Using different informative approaches such as Lisswe
culture based techniques [9,10], quantitative polymerases
chain reaction [11,12], flow cytometry [13] or tetramers
[14]., many teams have tried to demonstrate a higher
Irequency of MEF, MOG and PLP autoreactive CD4° andsor
OB Teells in the Bload af WS patients cormpared La healthy
individuals, Several groups, including owr awn [15], have
shiovwn rex differance in terms of the number of ciroulating
autoreactive T cells in M5 compared to age and gender-
matched healthy contrels [16,17]. Hawever, ather groups
have also suggested anincreased frequency of autoreactive
T eells committed to myelin determinant in the blocd of M5
patients [18-20). Thus, whether a higher number of miyelin-
spacific T lymphocytes prevails in the peripheral blood
manonuclear cells (PEMO) of M5 patients in comparisan to
healthy volunteers (HY) is still a debated question, Furthar-
more, qualitative differences have been obsersed Leading to
the concept that WS patients circulating autoreactive T calls
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may have a differenl activation state than healthy in-
dividuals [21,22] allowing mare promiscuows BER transmi-
gration [5,23], Howewer, beside the traditional view of an
enhanced activated state of autoreactive T cells, another
passibility, which is nal exclusive, s that myelin reactive T
cells are present in a greater amount in patients than in
controds, beyand a threshold that could lead o the disease
PrOCESS.

Here, we will review the reports an the frequencies of
Butereactive T calls in M5 and in particular, we will diseuss
ther results in the context of the traditional methods such as
Limiting Diluticon Assay (LA or Engyme Linked ImmanaSPOT
(ELISFOT) assay. We will then describe the nest generation
metheds and particularly a8 new method based on the
trogocytosis phenomenan (Fig. 1) reassessing the frequency
of cells responding to a given antigen withouwt knowledge of
the peptide antigens, the restricting MHC molecule, or the
type of cytoking produced [24].

2. Assessment of autoreactive T cell freguency
using Limiting Dilution Assay

There has been a longstanding effart to characterize myeln
autoreactive cells in M5, T cells with high affinity receptors
recagnizing MEP and PLP are part of the noemal T cell
regertaire and are present in the blood af M5 patients as well
as in healthy individuals, Most of the studies based an the
establishment of MBP-specific T call lines show similar Low
frequencles of 1 in 10°-10% T cells In bath groups [%,10,25).

2.1.  Autoreactive precursor
unstimulated fresh T cells in M5

fregquency in

Furst af all, Limiting Dilution Assay (LDW] was the first
method used to assess the precursor frequency of antigen
respansive T cells. LDA allews detecting an all-or-ranse
[pasitive ar negative) mmunarespanss in a dose-dependent
manner that waries in the number of responder cells tested.
This procedure requires in witre culture and, depending on
the readout, implies a sefection of cells with preferantial
praperties (Tar instance: proliferating cells rather than cells
that respond by producing effector malecutes), Therofore,
the freguency of antl-myelin reactive T cells in wiva 15
potentially much higher than the frequency found from
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Trogocytosis between myelin |oading monocytes and autologous lymphocytes T, 1. Purified monocytes wsene

incubabed with mvelin antigens, They were then Labeled with Nuesrochrome conjugated antibodies, 2. Memory T lymphocyles were
mixed with labeled maonocytes. 3. &t the end of the incubation, myelin-loaded maonocytes had exchanged labeled plasma membrane

proteins with autoreactive T lymphocytes, These lymphocytes were analysed for monocyte-fluarescence acouisition.

praliferation-based techniques anly, The frequency of pasitive
cultures &5 dependent on the number of precursors i the
culture well that gave a positive response. The negabive
responge demanstrabes that there are no precursars of a given
specificity. Evaluation of the cell frequency in the original
papulation 15 possible by determining the number of cultures
that are negative in the experiment, The percentage of
negative cultures is then converted o its regative logarithm
arel plotted graphically. In addition, the LDW technigque, which
requires sophisticated oxperimentation and a relatively large
amount of bload bymphocytes, makes it difficult to study the T
cell Trequencies af warious melin reactive T cell populations
in individual patients. In the following paragraphs we will
discums the studies using LA to evaluate T cell frequency in
Wb, Al data about these studies are summanzed in Table 1.
Chiou and colleagues used LDA to determine the frequency of
MBP ard PLP peptide specilic T cells in blood Trom eight M5
patients (stable relapsing-remitting M5 patients — RRMS - and
W5 patients with chromic progressive disease) and six HY [21].
FEML were cultured with whole #BF (50 pg/mil) or PLF) x_e
(50 gy, While cireutating MBP reactive T ealls fram MS
patients had a mean frequency of 0,61 cells per 107 PRMC,
significantly higher than that of normal indivviduals 10,10 cells
per 10° PBMC), this frequency was still extremely low. In
contrast, no difference was found in circulatirg T ocell
Frequencies committed to PLP, 35 4 [21].

Usirg the same method, Jmgwu and colleagues analyzed
the frequency of blood JD4° T cells reactive to whole MER
(40 pgimlp In elght M5 patients and four HY. However, no
information was available on the treatment and disease
state at the time of sampling. MBP specific T cells occurred
with mean frequencies below 1 cell per 108 PEME together in
W& patients and HY withouwt significant difference [18].
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Thang and collemgues [32] reported the frequencies of
miyelin reactiee T cells using MEP (40 pg/mi}or PLP {50 pgfml}
prateins. Frequenches of MBP reactive T cells were similar in
19 M5 patients (1.1 per 10% PBMC) and 17 HY 0.9 per 10%
PRMC) [22]. In the seme study, similar results were found for
PLF reactivity [22].

Penger et al. have tested the peripheral blood T cell
resparse Lo different mivelin class 1 restricted peplides:
PLPay g, PLPyga_pse, PLPyag s, MEPg opq (20 ugdml) ard to
MEF protedn |30 pgdml) wsing LDA, in five patients with BRMS
and four HY, These patients recetved no treatment at the
beginnirg of the study but theee of them started IFHp
therapy during the study and two received steroid treat-
ments for a relapse. T cell frequencies for PLP,, o wore
significantly higher in M5 compared to HY (1,34 in M5 vs 0.7
in HY per 10 FBMC, p=0.019) and a tendency was ohserved
fewr PLPgq 50 (2.0 M5 vi 0.93 HY per 10° PBMC, p=0.084).
The mean frequencies of T cells reacting to the 41-58 and
190-208 FLF residues were also significantly higher in M5
patients than in HY. However, the mean frequencies of T
cells reactive ta FLF'-.h § 5 Hﬂpﬁ i ar whale MEP in M5
patients were not significantly different to thase of HY [18].
Results abtained for P‘-Pvm A0 MBPE T ] and MEP are
summed upin Table 1.

Tejada-Simon et al. also compared MEF and PLP reactiv-
ity in RRMS patients (n=11), chronic progressive 85 (n=3)
and HY (n=%) [26], The pationts did not receive immung-
suppressive or modulating agents before the study. T cells
recognizing whale human MBF (40 pg/ml) were tested and
Feurd mat to be statistieally sgnificant between patients and
contrals, T cell resporses toa complete panel of overlapping
peptides of FLF were also tested in M5 patients {n=15) and
HY [n=9). Synthetic peptides of MEF and PLP were used at a
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sutoreactive T cell frequencies in peripheral blood from WS patients (H3: Ho significant difference; HD: not

determined; RR: relapsing-remitting; 5P: sscondary progressive form; PP: primary progressive fam).

References Humber of patients  Samilar autareactioe Higher autorcactive [
and contrals T cedl frequency T cell frequency
in M5
LD Chau et al. [21] ME=E, Hy =& Whole MEP =i0,01
PLPym 18 M
Jingwa et al. [16] Moi=8, H¥=4 Whale MEF H5
Thareg et al. [237] ME=19, HY =17 Whale MEP (3
‘Whale PLP [
Pender ot al. [18] WE=5, H¥ =4 ‘Whale MEP S
MEF g oo 039
PLP s i5m 0,084
H-|:'l1 A 0.019
[ T T 0,003
Tejada-Simon et al, [26] ME=11, H¥ =9 Whale MEF M5
Symthelks MEF peplides M
Symhetic PLP peplides S
Van der &a et al. [17] M&=9, H¥=5 MOG, 5+ M0G, [
* MG, MG
FHy ELISPFOT  Olsson et al, [14] NE=36, ORD =41 ‘Whole MBF =i,N
MPEB 2. 480 =00
Mﬂpn...-.h =001
Whols PLP ={,00M
sn et al, [32) M5=16, OND=18 whiole MOG =i,
‘Wallstroen et al. [20] NE=00, OND =14 MBPyg. 520 =<0
Synthetic MOG peptides  =0.05
Petfrey et al. [13] ME=22, OMD =22 Synthetic FLP peptides 0,022
Hellings et al, [17] M= 36, DHD =31 Whole MEP M5
Wihedle MOG M5
Syrthetic myslin M
peptides
Andlersson et al, [35] M= 16, OHD =40 Whole MAG =1,
While MBP <i,05
MAG L5 WS
WA 67 (.05
m:q Tl 'ﬁ
MU iwag 511 =i,05
WA er oz, M5
Wan der &n =t al. [17) WE=15, OND=82 whale WOG [
Milard et al, [¥9] M= 14, OMD =B Whole transaldalase 2.3,10°8
Transaldolase peptide 2,490
Ras et al. ﬁ1|51l NG=1F, OND=% MBPay_ 1o+ MEP 4425 M
+MBP -7
Berthelot et al. [15] ME=2T, OMD=18  Synthetic myelin HE
peptides
concentration of 12 ugfml Again, no statistical difference  2.2. Estimation of precursor frequency after

wis reparted between M5 patients and HY [26].

In another study, Van der 4a et al, tested blood samples
from mine M5 patients (ARMS and with a progressive disease
course ) and fram five HY with a mixture of four synthetic class
II-restricted MOG peptides [MOG; 3z, MOGy, e, MDG g ard
MGy ae; 10 pg/ml each) [27]. The frequency of MOG-
reaective T cells was similar in both groups studied (15,3 cells
per 107 PBME from M5 patients and 14.2 cells per 107 PBMC
from HV} [27].
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stimulation

[z o the lowy number of cells abtained in Cerebrospinal Flusd
(C5F) samgles, Chou and colleagues evaluated the myelin
responding T cell frequencies after 1IL2 and IL4 stimulation
[21]. Hing M5 patients (three RRMS and six with chronic
progressive desease] and six controls with other neurclogical
gtseases (OMD) were tested, Firstly, C5F cells were expanded
with a medium containing L2 and IL4 {50 Udml for each).
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kMyelin T cell specificity for MBP protetn and a PLP class II-
restricted peptide was then tested. The estimated frequen-
cyof C5F T eells specific far MEP amarg M5 patients was 22,1
cells per 10% C5F calls and 9.5 cells por 10% C5F cells far
FLP1 15131, These frequenches were significantly higher than
those abserved in the C5F of OHD contrals [31).

Tharrg and colleagues alsa used an L2 prestimulation skep
on PEMC and C5F cells before measuring MEP reactivity, Toells
werg stimulated by two rounds of ILE 40LUSmLE In M5
patients, C5F T cells exhibited a higher freguency than blood
Teells (5.4 colls per 107 C5F cells v 0,32 calls per 107 PBMC;
p=0.001]. Besides, after the same treatment, the frequency
of MBP specific C5F T cells was significantly higher in M5
patients (5.4 cells per 10° C5F cells) compared with OND
patients (0 cells per 10° C5F calls) [22].

In conclusion, as shown in Table 1, only two studies
showed a significantly higher frequency of T oedls committed
to mivelin derived antigen in M5 vs HY using LDA, One of both
used whode MBP [21] and the second one obtained signili-
cantly higher PLP-specific T cell frequency in M5 using twao
synithetic class ll-restricted peptides; PLP sy and PLP s me
[18]. On the opposite, most LDA studies [16,22,26,27] dud
not show any difference In terms of autoreactive T cell
frequencies bebween M5 patients and HV (Table 1), nter-
estingly, Bieganowska et al. [28] suggested that the LD
might underestimate the frequency of circulating autoreac-
tiwe T cells. Indeed, they observed that the frequency of
ariti-MBPys 5o T oells was much higher using a T cell receptar
sequence-based approach than LDA assay (1 i 300 v 1 in
105104 PRMC respectively) [28), However, myelin auto-
reactive T calls from WS patients seem to be more sensitive
to ILE stimwlation, suggesting an increased expression of
high affinity L2 receptor. Therefare, rather than differences
in frequency, the activation threshold and posssbly function
of reactive T cells might be different in M5 patients and
controls,

3. Analysis of autoreactive T cell frequency
using the ELISPOT assay

3.1, Analysis of precursor frequency without
prestimulation

ELISPOT assays have been more extensively used to quantify
myelin-derived antigen respancing T cells that secrets IFHy.
A majar acdvantage of ELISPOT is its technical simplicity and
reproducibility, which does not require in vitro prolifera-
thon. In addition, only small numbers of cells ane needed,
making il possible to simultanesusly analyze T eell reactivity
to a whole range of myelin antigens. Mareover, measure-
ment of the IFNy secretion as a readout for T cell reactivity
may be especially relevant to M5 studies as this cytakine 15
thought Lo play an essantial role in the disease process [29].
Howewer, one af the lenitations & that ELISPOT is based on
the secretion of only one or a few cytokines and excludes
cells that may secrete other types of cytokines, We will
explare in this paragraph the studies using ELISPOT assay to
determine T oell freguency in M5, All studies included in this
part arg summed uvp in Table 1,

Dlsson and colleagues [14] collected blood and CSF
samples from 39 untreated M5 patients and OND as controds
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(16 patients with acute meningltis and 25 patients with
tensicn headache). In their study, PEMC were wsed at 2=10°
cells per well and C5F cells at 5-20= 107 calls per well, The
cells were pulsed with whole MBF, whole PLP, or MBF class II-
restricted I:El:lﬂdE'E "‘BPu: 1=z ar I'l'ﬂPlur.q ay At a final
concentration of 10 pg/ml). Alter 48 h of culture, 2.7 out
of 10 PEMC of M5 patients responded ta whols MBP, 5.7 out
of 10° PRMC responded to MBRy g, op, 4.9 out of 107 PRMC
responded to MBP s gy, and 4.7 out of 10% PEMWE responded
to PLP. Frequencies of these autoreactive T cells were
signilicantly increased as compared to cantrols (g=0.001 Tar
each tested antigen] [14]. In the same study, Olsson et al.
also estimated avtoreactive T cell frequencies in C5F cells.
Due to the limited number of C5F cells available, only MEP-
reactive specific T cells were examined. The authors found
that 185 out of 10* C5F cells responded to whole MBP in M5
patients while fow cells responded in OHD, They conclude
that T cells autareactive to different myelin componants are
significantly ncreased n the PBMC of M5 patients and are
also strangly enriched in the C5F of these WS patients
compared with the OND control groups [14].

Anather way to characterize the peripheral lymphocytes
in M5 Is to analyse the skewing of the complementarity-
determining regian 3 length distribution (CDR3-LDY of the
T cell receptor (TCR) variable p chain {Vi3). Some studies
have focused on MBF specific T cells, showing a preferen-
tial use of certain ¥ genes [30). In this context, IFHy-
ELISPOT adsays were performed with T cells Trom seven Wi
families with an altered CORI-LD from seven M5 patients
and three HY [&]. Irradiated PAMC mixed with human MEF
(20 pgfml) serving as antigen presenting cells (APC) were
incubated with sorted T cells far 24 he In presence of
whole MEP, IFM+-ELISPOT scores were significantly in-
creased for the altered Vi families in M5 patients as
compared to HY (p=0,05) [4].

More recently, Ratts and colleagues examined the fre-
gquency af bload T cell committed to class krestricted
syrithetic MEP peptides in 13 M5 patients (5ic RRMS and six
PPMS) and nine HY, In their wark, PEMC at 5=10° cells per
wiedls were incubated for 36 hours with 50 pg/ml MEP peptides
I:H.EIF"} e MEP; 4 q@ﬂ'llﬂ Hﬂ-F'H]_ ir b -|-|"Ill‘."|'l|g_|'lll‘."5ul rr-eqmﬂr_:.r
of myelin reactive T cells was chserved in WS patient [31].

Othar mivalin proteing hawe also been imestigated with
ELISFOT assay. Sun et al, have studied MOG reactive T cells
In the C5F and the blood Trom 16 unireated M5 patbents and
18 OMD contrals (mainly aseplic meningitis and tersion
headache) [12), IFH-ELISPOT assays were performed with
C5F cells at 4 to 100107 cells per wells or PEMWE at 2= 10° cells
per well and stimulated with MOG (10 pgdmly for 45 b, The
mean value of MOG reactive T cells in M5 patients was
significantly increased compared to contrals (22,1 per 10°
PEME in M5 patients vs 7.6 per 10° PBMC in controls,
p0.05) Simdlarly, mean values of autoreactive T cells in
C5F were alio increased in M5 patients as compared o
controls (B04 per 107 cells and 346 per 10 cells, respectively].
This suggested an increased frequency of anti-M0G T calls in
the blood ard in the C5F of M5 patlents [32].

In order to irvestigate the fine specilicity of MOG T cell
reactivity, Wallstréim and colleagues parformead IFH--ELEPOT
on blood T cells with synthetic cverlapping MOG class 1)
peptides from 20 untreated M5 patients and 14 HY with the #5-
associated HLA haplobype DRI [20]. Significant differences
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were seen between patlents and controls for the peptide
MGy a7 (3.5 specific IFN~y secreting calls per 10° PEMC in M5
patients v 0.3 in HV) after a 40-h culture step [20].

Crthear laboratorses have studied the responsas o differ-
ent peptides from diffarent myelin proteins. Pelfrey et al.
examined reactivity using peptides spanning the entire PLP
mialecule [13]. In this wark, M5 patients (n=12] with RRMS
(n=%}, secondary progressive (GPRG, n=B) or primary
progressive (PRMS, n=5) diseases were comparad with 12
HY. Some patients were treated with immunomedulatony
drugs (IFHp or glatiramer acetate) during the study. PEMC
at 1.5=10% cells per well were incubated for 24 hwith 7 M
FLF ronamer peptides, which can bind extracellularly to
class | molecules and stimulate COB® T cells. Although class
Il molecules preferantially bind longer peptides, nanamer
peptides are alsa able to bind MHC class |l molecules and to
stimulate (04 T cells. The frequency of IFy pasitive T oells
elicited by the PLP peptide pool was four times highar in M5
patients than in HY (6.521.7 wi 1.52006 respectively:
p=0.023). Howewer, no difference was observed between M5
and HY when using ILS-ELISPOT amsays (1.52008 vs (L 0.4
respectively) [13],

Hillimgs et al. [17] have also analysed the T cell reactivity to
MEP, ta MOG, ard Lo & panel af synthetic MER, MOG and PLP
peptides in 36 WS patients and 31 BV using [Fiek-ELISPOT. The
ME group was composed of pathents with RRMS (n=24) or a
progressive dissase course (=12 In their work, PBMC at 2.10°
oells per well were inoubated in a 20-h ELISPOT assay in the
presence of MBP (40 pgd/ml), MOG (10pg/ml), ar smthetic
rl"'i'@h'l class W-restricted DE'lJtldPi “‘HIFH W3s -h'ﬂF'm .
MOy 3z, MOGy ma, MO0 ge, MOUm o, PLP G s PLP iy s
and PLPy gy ze: 10 pgdmil). The mean frequency of MEF reactive
T cells was similar for M5 patients (41=10% ard HY
(4,4 10773, The froquency of anti-M0G T colls was alse smilar
for bath groups (4.0 per 10° PBMC in M5 patients v 4,2 per 107
FBML In HY). Ho significant difference was pbserved betwean
ME patients and control wibjects Lo any af tee myelin peplides
tested [17].

MOG specific T cell frequency was also assessed in 15 M5
patients {including RRMS and patients with a p
dEseate couree) and ekght HV by Van der Aa ot al. [27] . In their
wirk, PRAMC [lx‘lﬂ" per wells) were incubated with the MOG
protein (10 pg/ml) in a 20-h ELISPOT assay. The frequency of
WG reactive cells was not statistically different beteseen
patients and controls (14.7 cells per 10 PBAMC in M5 patients vs
12 eells per 107 PBMC in HY ) [27].

Mryelin associated ghycoprotemn (MAG) 15 a minor component
of myelin which counts for less than 1% of the total myelin
profeins in the CHA. It 5 also present, Dut in bower proportion,
in the peripheral nervous system [34]. As shawn in Table 1,
Andersson and colleagues [15] examined the Toell response to
MG or five selected MAG peptides of 16 and 20 amino acids to
elicit CO4" responses, Eleven of the M5 patients were tested
durirg disease exacerbation and 15 patients were [esbed
during remission. Two contral groups cangisting of 23 patients
with ORD and 17 HY were also tested, PRMC (2 10° per wells)
were added with elther whole MAG or MEF, or MAG peptides
(MAG s, MG g MAD7 a0, MG g1z 3N0 MAGm 4]
in & 48-h ELISPOT assay. M5 patients had significantly Righer
numbers af MAG reactive T cells in peripheral blood than HY
(2.5 per 107 PEMC in M patients vs L6 per 10° PEMC in HY).
Similar results were abtained for MEP (2.3 per 10 PEMC in M5
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patients vs 0.6 per 10° PBME in HV). M5 patients alse had
higher numbers of T cells recognizing three MAG peptides
(MAG gy, MADy o and Mbgg ), with frequencies
varying from 1 ta 2 cells for 107 PRME in MG patients compared
toih 2 to 0.5 cells for HY [35].

Recently, our group has analysed fresh blosd CD8* T cell
frequency committed ko class |-restricted myelin derived
peptides of 37 RRMS patients treated or not with immung-
madulatory drugs and 1% HY [15], In our work, PEME (4= 10°
cells per wells) or purified CO8° cells (4= 10" calls per walls)
were incubated with 10 pg/ml peptides in a 15-h ELISPOT
assay. PEWC from the two groups showed roughly similar
autoreactive responses against the myelin peptide pool
(MOGrs mre MOGr 1on, MO0Gzm 12, PLP20z ze0. MBPoas
ard MBP 35 147] 35 well a3 to each tested pepiide. The mean
value of reactive T cell was 11 per 4=10% cells without
differgnce botween untreated or treated M5 patients, Using
purified C0E” from five M5 patients and two HY, we showed
that anly memory CDE° T cells produced IFH+ in response to
clags | restricted peptides derived from mgeline Similar
respanse was abserved between M5 patients and HY [15].
Fmally, as Tranquill et al. sugpested that M5 patsents could
present enhanced T cell responsiveness to citrumillated
peplides frem MEP [18], eitrullinated peptides derived
from MEP were tested but did not induce CODE* T cell
respanses either i M5 patients or HY [15],

3.2, ELISPOT estimation of precursor frequency
following ex vivo culture

Al previous studies were performed ex wivo with fresh cells
but with different incubation times, Hiland and colleagues
analysed 14 patients with M5 (RRMS or FRMS ar SPM5) and eight
patients with QND for transaldalase committed blood T cells
after a prestimulation procedure. Transaldolase s expressed
at high levels in oligodendrocytes and may be targeted by
autoreactive T cells of M5 patients [17]. The presence of
transatdolase antibodies has alse been described o the blood
and in the C5F of M patients [358). In the work of Miland et al.,
PEMLC at 2=10° cells per wells were prestimulated Tor 1 weak
with 5pgiml of whole transsldolase or a class | HLA-AZ
transaldolase peptide. Then, PRMC were tested for a 20-h
ELIS#OT assay either with protein or peptide. The frequency of
IFM-y-prodicing T cells was significantly increased in HLA-42°
WS patients (whale protein: 40,4+ 2.7 IFHy spats per 10° PBME
or peptides 48,5+ 6.7 IFMy spats per 107 PEMC) compared to
HLA-A2 " OND patients [39].

As praviousty eutlined, LDA and ELISPOT assays are the two
sl common techrigues that have been uied 1o anabyse tha
frequency of myelin reactive cells in M5, LDA is usually based
on the proliferative resporse ta myelin of autoreactvee T oells
whereas ELISPOT Is besed on the detection of cytokine
secreting cells, usually memory cells according o Lest
parameters ar purified memory cells, upon antigen stimula-
tion. Few reports compare the two techrigues, Although the
majority of the studies using these techniques did not reveal
frequancy differances batween M5 and cantrols, the numbser
of Fyelin-responiive cells was urderestimated by LDA, [27].
Time of incubation and final cancentrations af antigens differ
between studies and may explain the discrepancies obsarved.
In partéoular, the duration of mcubation time in ELISPOT



Annexes

Frequencies of autoreactve T cells in multiple sclerosis

assays may explain the differences observed in several
studies. Indeed, differences were observed between pa-
tients and controds when the incubation times where longer.
Since IL2 respanster myelin T cells might be mare frequent
in M5 than in control subjects, longer incubation times may
facilitate the proliferation of such T cells.

Anather difficulty in interpreting differences in frequencies
is refated to the different clinical status of M5 and control
cohorts, Indeed, the M5 cohorts in the different studies
reported in this review are heterogeneous in term of disease
Lypes, treatment, and the cohorts are freguently small in size.
Moreover, the control groups are not homogeneous with some
authors using HY and cthers using 0D patients,

4, What is the importance of the HLA type on
anti-myelin T cell frequency?

Studies of T cell reactivity to myelin antigens have led to
various and contradictory results. A passible explanation
could be that anti-myelin reactivity differs amang in-
dividuals due to disease heterogenaity or differences in
genetic background particularly for the HLA molecules.
Central in M5 pathogenesis is the assaciation and the
linkage disequilibriom with HLA-DRI(15), -DOE Jequals
Dwek or -DRBV1G01 -DRES0T0T -DOAT0I0L -DOBT060E)
[40-42]. Thess data support the fact that autoreactive CD4" T
cells are implicated in the pathogenesis of M5, 'We tried to
determine whether the HLA type of the individuals included in
the studies hawe an implication on the precursar frequency of
anti-myelin reactive T cells.

Although some studies included M5 patients and HY
characterized by their HLA-DR and HLA-DQ haplotypes
[14,22], the authors were not able to conclude whether
there was a link between the haplotypes and the frequency
of autoreactive T cells.

Using L0, Perdir et al. [18] reported the frequency of
ressctive T cells to different myelin class 1l restricted peptides,
in M5 patients and HY, The HLA haplotypes for DRET, D& and
D081 were determined for all individuals. The authors used
FLP and MBF peplides krdwn 1o bird with high afTinity to a
braad range of HLA alleles [43 44]. They considered that the
differences absarved in T cell reactivity between the M5
patients and HY wera not dus to HLA difference [18].

In another study, Tejada-Skman and collaborators [26)
ausesied Lhe frequency of auloreative T cells using whole
MEP, mynthetic MEP and PLP peptides, Despite the fact that a
blased expression of DRE1*1501 was found i the group of M5
pathents as compared to HY, similar avtoreactive T cell
frequency was observed in Lhe Uwa cohoris, suggesting a Lack
of effect of the HUA haplotype for the T cell reactivity to
mvelin antigens [26],

Usirg the IFH-ELISPOT assay, Wallstrim and colleagues
chaose ta analyze MOG autoreactive T cell responses in M5
patients and HV groups selected with a DR2 HLA haplotype.
Thus, the difference of reactivity obsereed in M5 patients as
compared to HY would be due to the disease process and not
biasad by the HLA group [20].

In ather siudies, some authors used HLA-DRZ* M5 patients
ardd HY and compared HLA-DRZ* and HLA-DRI ™ groups by IFH-
ELFEPOT, Mo significant difference for T cell reactivity to
whiale MEP and whole MOG was found betwean 85 HLA-DR2® v
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HLA-DR2™ groups sugpesting a lack of effect of the HLA
haplatype [17,27].

However an effect af the HLA haplotypes for class |
modecules was found in the work from Miland et al [35], HLA-
A3 #5 the most commaon HLA class | molecule associated with
M5 [45,46] and a single HLA-A3-restricted peptide (PLP.; 5]
has been characterized [47]. Howewer, little attention has
been paid to HLA class |-restricted epitopes derived from
myelin proteins, WNiland and colleagues [39] found an
increased freguency of IFM producing CD8* T cells in each
of HLA-A2° M5 patients when compared to HL&-AZ - M5
patients and HLA-A2 " and HLA-A2 - HY ar OMD for restricted
peptiges gerived from the transaldolase pratein,

In conclusion, Independently of the techmique used to
assess myelin-derived antigen resperding T cells, Bt is difficult
to engure the rale of HLA haplotype in this respanse. When the
data about HLA haplotype of the cobhorts are available,
autoreactive T cell frequency seem to be independent from
this factor. However, the heterogeneity and the size of M5
patients and control cahorts lead to difficulties in interpreting
these results.

3. Hext generation methods to detect myelin
specific T cells in M5

Recantly, the development of novel techrigues has sllawed
the detection of antigen specific T cell resparses directly in
M5 aocording to their i vitro reaction such as profiferation,
cytokine expresston or other, As previously noticed, LD and
ELISFOT technigues may have several drawbacks, which can
mostly be avaided uiing mare recent methods bazed on flaw
cytametry.

3.1, Peptide/MHC multimers

This method was introduced in 1996 by Altman 1 al. and
since, progress has been done to improve its specificity and
sensitivity [48]. Tetramer methods have been especially
used on winas to determine frequencies and phenotypes of
virus specific T cells [49]. Generally, they use a complex of
four biotinilated MHC malecules loaded with a specific
peptide and bournd to a fluorescent streptavidin moleculs,
Cells are incubated with peptide-loaded tetramers ab 37 “C
and tetramer-positive cells are selected by flow cytaometng.
The tempearature is & key paint since it may modify the TCR-
tetramer interactions.

Using this approach n a recent study, Raddassi et al.
compared the frequency of autoreactive T cells against MOG
peptide alter culture in the presence af IL-2. The studied
cohorts were composed of BR M5 (n=14] and HY {n=13%)
expressing HLA class 1| DRE10ad, CDd4° T cells were
cultwred for 14 days with autologous APC loaded with
MDGo.s0s (107E-5). Cells were then incubated with 10 pgsml
tetramer DRET 50401 FM0GST - 109 107E-5) or DRE10401 fGADAS
555547 (557F-0), after stimulation, the authors observed that
the frequency of CO4CORS™ DRE1 040 /MOGST- 1090 107E-5)
tetramer T cells was higher in M5 patients than in HY [50).

Currently, tetramer methods can be used to disectly
identify and characterize the phenotype of antigen specific
T cells by flow cytometry detection. n addition, MHC class |
and MHC class |l but also nonclassical tetramers can be used
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to determine epitope spectfic T cells. The main drawback of
this method remaird the necessity 1o know the MHC restriction
amd the peptide sequence in the contest of the disease
studied, In that comtext, only a small fraction of T cell
response Can be measured,

5.2. CFSE-based flow cytometry

More studies developed a flow cytometry approach using
Carboxyfluorescein diacetate Succinimidylester (CFSE) to
directly analyze proliferation of cells reacting to an
antkgen. Cells are staimed with CF5E and then cultured in
the presence of different antigens. After culture, cells ara
stained with specific antibodies ard analysed by flow
cytometry, All studies were performed using CF3E-based
flonw cytometny with frozen cells but with different culture
thmes, Some studies used this method b evaluate antigen
specific T cell frequency in M5,

Ratts and colleagues studied the phenctypic characteriza-
ton of autoreactive T cells In M5, In this study, they compared
the freguency of autoreactive CDE™ T cells cormmitted to a
panel of myelin peptides in 12 M5 patients and nine HY. They
obtamed gifferent results depending on the C08 phenotype, &
high frequency of myedin specific CORE COSTCORY T cells was.
elserded in M5 patants, while in HV, the frequency was highear
for COZECDS7-COBM [51].

Lafranskaya et al, characterized the phenciype and function
of autoreactrve T cells from untreated and FHES-Ereated M5
patients, and contrals by OFSE-based flow cytometric assay.
They abierved & high freguency of anti-M0G memesy CDE*
T cells in untreated M5 patients as compared to HY [52],

The proliferation evaluated by CF5E assay is not an
immediate response of T cells ta antigens because of the in
vitro culture pericd. Meverthelsss this test remains an
efficient method to determine T cell frequency.

5.3, Measurement of autoreactive T cell frequency
using protein transfer assay

Trogocylosh is an active membrane Lransler of lymphocytes
hawing engaged an Emmune symapse with an artigen presenting
cell (APC). I8 dnvobees the trarsfer of plasma membrane
fragments from the APC to the lymphocyte, and has been
documented in T, B and natural Killer cells, in vivo and n vitne
[53-55]. Pratein trarmfer is specifically dependent an antigen
receptar signalling. This phenomencon might be involved in the
immune resparse and possibly in the controd of ather cellular
systems [546].

Recently, pratein bransfer has been used as a global methed
to guantify antigen reactive T cells. This method, — called
TRAF T cell Recogrition of Antigen Presenting Cells by Frotesn
trarsfer) and based on trogooytosts, has been established ina
mause medel of induced resporses against CMY. 1L has been
praposed as a sensitive method to enumerate antigen-react e
lymphocytes, When wsed with autologous ARG, the TRAP
methad does not reguire the knowledge of nefther the MHC
restriction molecule involved nor the peplide presenied,
regardles of the protein tested [24]. By labeling the plasma
mambrane of APC with flusrescent dyes detectable by flow
cytometry, it 5 possible to measure the number of T
Iymphocytes that specifically interact with APC by quantifying
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T cells which acguire APC labeled membrane material (Fig. 1).
The readout is thus ot restricied to one of Tew Cyiokines as in
ELISFOT assay, ar tooa setection of preferential prapertios cells
a5 in L0, One advantage of TRAF is to provide a readout. far
any T cell subset because trogocytosis 5 a compulsory step for
T cell response. The TRAP assay provides the opportunity to
test the resporse of T calls processed by APC in vitro,

Using this nowel technique, we have recently resssessed
the frequency of both C04° and COB® T cells engaging immune
synapses with autologows APC, In the presence of myelin
aulsantigens [57). Pre-incubated APC with whale natie
human myelin was wsed to stimulate syngensc memary
CD45R0" lymphocytes owernight, and TRAP was measured in
the L3 Tiymphocytes. Incurstudy, In the presence of whole
native human myelin, the median frequency of TRAP® cells
was 1.08% inuntreated REMS patients {n=22, range 0-6%) ard
(1% in HY {n=18; range 0-5.3%, p=0.0001), The background
signal, without the autcantigen, was comparable between the
Ewis graigps (1%, range D-4% and 1.45%, range 0.1—4% In the M5
ardd HV, respectively]. In the presence af human myelin, TRAP
pasitive COA* T oells were also observed inbwo M5 patients and
in twin HY whio were prevviously found to have INF* T cells in
the presence of myelin-derived HLA class |-restricted pep-
tides. Furthermare myelin TRAP-resctive T cell frequency
was considerably higher than the one of INFy producing T
cells in the ELISFOT assay (58-fold increase]. There was also
a shgnificant correlation between INFy-ELISPOT and TRAP
Mrequencies in samples tested simultaneously urder skmilar
conditions {r*=0.86, p<0.001). Finally, 70-80% af the
ThaP* cells expressed CD154 (CD4OL), suggesting they
were in an activated state and capable of interacting with
APC in witra. Furthermare, these cells were also CD62L'™
sugeesting homing abilities,

By using the v approaches, whole native human mygelin
as autcantipen and the TRAF assay to enumerate the T cells
able toengape immine synapses with 4PC, we found a higher
frequency of autaresctive T eells in MS patients than in HY. Ta
amsess avtareactive T cell frequencies, whole human myelin
spemed o be mare appropriate than the usual peptides ar
prateins for several reasons, Firsthy, it may best reproduce
what happens in the CHS af patierits. Secondly, the wse af
whale humarn myelin as antigen sllows the recrsitment af most
of the potential anti-myelin T cells. This is nat the case with
the use of peptides or protedns dertved myelin as antigens
since it does not cover all the patential epitopes derived Trom
ryelin, Thewe bwo new approaches may lead Lo & pew
assesament of the actual lewel of autcimmunity in MS [57],

Taken together, the uwse of flow cytometry detection
alloread the selection of anly the interesting cells, because
the doublets, the dead and the nonspecific binding cells are
eucluded, However, this technology requires a high cell
numbser. Combining teo methods may be the best approach
to anatyse the freguency of very rare cell populations. This
was demardtrated with the we of tetramers and prolifera-
tiam assays, amang athers [58].

&. Conclusion

Frequencios of autoreactive T colls in M5 patients and HY
appear 1o vary greatly dependimg on the enumeration
methodalogy used. However, new methads (like the THAR
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assay) that take inte account a more global readout of
immume activation than the ELISPOT or the proliferation
ammays are nesded and may give rise to a new assesment of
the avtorsactive pool of T cells in M5 patients, However it is
important to keap in mind that differences in frequency of
autoreactive T cells may mol be the only factor involved in
the development of the dissase. Qualitative difference may
also exist and contribute to the disease process,
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Annexes

Etude de la fréquence des lymphocytes T spécifiques d’un extrait de myéline humaine
dans la SEP par la méthode TRAP

Méthodologie

Notre équipe s’est intéressée a la caractérisation des LT spécifiques de la myéline. Pour
débuter, nous avons évalué la fréquence des LT spécifiques de la myéline ou des protéines
dérivées par deux différentes méthodes (Bahbouhi et al., 2010; Berthelot et al., 2008). Un
intérét particulier a été apporté a la méthode TRAP, T cell Recognition of APC by Protein
transfer déja décrite chez la souris et basée sur le phénoméne de la trogocytose (Beadling and
Slifka, 2006) a ét¢ adapté a I’homme dans le contexte de la SEP (Bahboubhi et al., 2010). C’est
une méthode qui permet de mesurer de facon globale le pool de LT ayant une réactivité
contre un extrait de myéline humaine. Lors de la présentation antigénique par les Cellules
présentatrices d’antigénes (CPA), un échange de membrane plasmique s’effectue entre le
CPA et la cellule effectrice (Trogocytose) au niveau de la synapse immune (Joly and
Hudrisier, 2003). Cette signature biologique peut étre mesurée et permet ainsi d’identifier et

de quantifier les LT spécifiques de I’extrait de myéline totale.

80 ml de sang sont dilués au %2 dans du PBS et les PBMC sont obtenus par gradient de densité
(Ficoll). Les cellules sont triées positivement par des billes magnétiques CD45RO" et les
CD14" pour obtenir des cellules effectrices mémoires et les CPA (Monocytes)
respectivement. Les monocytes sont comptés (3.10°/100uL) et incubés avec de la myéline
totale humaine (extraite au laboratoire) : 10ug/100uL pendant 48H a 37°C 5% CO2. Les
cellules mémoires sont incubées dans du milieu enrichi en parallele. Apres I’incubation les
monocytes sont marqués avec de la biotine NH2 (biotinylation de tous les groupements NH2
de la membrane plasmique) pendant 30 minutes a TA. Les cellules mémoires sont rajoutées
aux monocytes et incubées toute la nuit pour permettre la trogocytose. La co-culture est
marquée au CD3, CD4 et a la streptavidine-fluorescente ayant une forte affinité avec la
biotine. Ce marquage va permettre de visualiser au LSR Il les LT mémoires (CD3") et les
sous-populations lymphocytaires CD4" et CD8" (CD3*CD4") qui ont reconnu la myéline

présentée par les monocytes.

Cette méthodologie a fait 1’objet d’un article paru dans Brain en 2010 : (Bahbouhi et al.,
2010)
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Données obtenues sur des patients rémittents non-traités

Nous avons inclus 22 patients non-traités atteints de forme rémittente, 18 femmes et 4
hommes (moyenne d’age: 36 ans, 22-60 ans) et 18 témoins sains avec 14 femmes et 4

hommes (moyenne d’age : 36 ans, 24-62 ans).
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Nous obtenons une différence significative entre patients atteints de SEP (3.5%) et témoins
sains (1.45%). Comme le montre les résultats obtenus, il existe une ségrégation différente

entre les patients et les témoins en fonction de la réponse TRAP-myéline.

Dans cette étude, 1’extrait de myéline totale était commerciale (fourni par AbD serotec) mais
suite a un arrét de sa commercialisation, j’ai du extraire de la myéline au sein du laboratoire et

la valider pour son utilisation lors du PHRC.

Obtention de la myéline totale humaine

Pour obtenir cette myéline, nous avons utilisé un protocole adapté de (Norton and Poduslo,
1973). La myeéline est obtenue apres des séparations successives par gradient de sucrose
(0.83M) et (0.30M). L’extrait subi ensuite de nombreux lavages pour augmenter sa pureté. La

fiche ci-dessous resprésente les caractéristiques de la myéline humaine obtenue.
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Extrait total de la Mvéline Humaine

Description

My¢line extraite au laboratoire INSERM UMR 1064 a partir de Cervean humain d'un donneur de sexe masculin
dgée de 55 ans,

L extraction des protéolipides de la myéline (Curvent Protocols in Cell Biology, 2006) est basée sur le protocole
révisé de Norton et Poduslo (Norton and Poduslo, 1973) avec 5 -10 g de tissus humains congelés. L'isolation se
fait grilce 4 une succession de centrifugations sur gradient de sucrose,

Quantité : 40 mg
Concentration : 10.8 mg/ml

Tampon et Condition de stockage : Tampon Tris HCI pH 7.45, Conservation -80°C pendant & mois, Aprés la
premiére utilisation, aliquot mis & -20°C et utilisé¢ dans le mois.

Applications : Culire cellulaire

Vérification de Pextrait

1) Analyse par western Blot :
M 1 2 a4 M S 6

= Myelin Oligodendrocyte Glveoprotein (MOG, 28Kda): -

Rabbit Monoclonal Antibody (Epitomics #3342-1) .

. MO

(Figure 1) @BKde) > -. - -
- Proteolipid Protein (PLP,30 kda) : Mouse Monoclonal *

Antibody (SantaCruz Sc-38571) -
- Myelin Basic Protein (MBP.21.5 Kda) : FL-304 Rabbit

Polvelonal Antibody (Santa Cruz Sc-25665)

2} Analyse Biochimique de 'extrait de myeéline par spectrométrie de masse :

Plate forme « Biopolyméres, Intéractions, Assemblages » INRA UR1268, Laboratoive de spectroméirie de masse
Les bandes hydrolysées 4 la trypsine ont été analysées en nanoLC-MS/MS sur l'instrument ESI-ORBITRAP
Velos apres révélation des bandes au Bleu de Comassie.

Moteur de recherche : Mascot 2.2 (Matrix Science), les données sont comparées a la banque de données
« uniprot réduite 4 Homo Sapiens »,

Les protéines principales de la Myéline ont ét¢ identifiées :
Myelin Basic Protein (MBP), Myelin Associated glycoprotein (MAG), Proteolipid protein 1 (PLP1), Myelin
Oligodendrocyte glyeoprotein (MOG), Oligodendrocyte specific protein (OSP/Claudin 11).

L analyse par spectrométrie a identifié d’autres protéines notamment 1" Albumine, Neural cell adhesion molecule
1 (NCAMI), Glial fibrillary acidic protein (GFAP), Synaptosomal associated protein 25 (SNAP 25), Brain acid
soluble protein (BASP1), 2'.3"-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase {CNP).

C.HU HOTEL-DIEL = 30 Bd Jean Monnet = 44093 NANTES CEDEX 1 (FRANCE) : htpe/fsoww, IFR 26, nantes inserm. fr TTER TS
ITERT - INSERM UMR 643 # Tl secediaviar: 33(002400874 10, Fax : 330240087411 @ E-merl! gilles, Mancho cli-sanres /- ® E-mall {gnocio, dnegon(@miv-namies, 1§
Cotle SIRET ITERT - 39700456800 5 — Code SIRET INSEEM UMR 643 - [AMIA0GT0 455
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Plan Hospitalier pour la Recherche Clinique (PHRC)

Obijectif du PHRC

Caractériser la réponse TRAP chez les patients atteints de SEP et évaluer la sensibilité et la
spécificité de la méthode afin de pouvoir la développer comme un outil diagnostique dans la
Maladie.

Déroulement de 1’étude

C’est une étude incluant 200 individus correspondant chacun a un groupe bien précis comme
spécifié ci-dessous. La méthode au sein du laboratoire se déroule en aveugle pour la technique
et I’analyse.
e Sous-groupe 1 : 25 individus
Patients atteints de SEP de forme rémittente
Derniéere poussée datant de plus de 30 jours
Entre 18 et 55 ans
Naif de traitement de fond ou traitement immuno-modulateur arrété depuis au moins 6 mois
e Sous-groupe 2 : 25 individus
Patients atteints de SEP de forme rémittente
Derniére poussée datant de plus de 30 jours
Entre 18 et 55 ans
Patient sous traitement de fond ou immunomodulateur
e Sous-groupe 3 : 25 individus
Patients atteints de SEP secondairement progressive
Derniére poussée datant de plus de 30 jours (Poussée surajoutée)
Entre 18 et 65 ans

Patient naif de traitement de fond ou de traitement immunomodulateur arrété depuis au moins
6 mois

e Sous-groupe 4 : 25 individus

Patients atteints de forme primaire progressive
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Derniére poussée datant de plus de 30 jours (Poussée surajoutée)
Entre 18 et 65 ans
Patient naif de traitement de fond ou de traitement immunomodulateur arrété depuis au moins
6 mois
e Sous-groupe contrdle 1 : 33 individus
Volontaires sains
Entre 18 et 55 ans
e Sous-groupe contrdle 2 : 33 individus
Patients ayant une pathologie neurologique centrale ou périphérique non-inflmmatoire, non
auto-immune
Entre 18 et 55 ans
e Sous-groupe contrdle 3 : 34 individus
Patients ayant une pathologie auto-immune ou considérée comme telle selon les critéres
cliniques qui s’y appliquent, épargnant le Systéme Nerveux Central.

Entre 18 et 55 ans

Etat actuel de 1’étude

10 centres en France sont ouverts pour ce PHRC. A I’heure actuelle, la fréquence des LT

spécifiques de la myéline humaine de 120 individus a été évaluée.

Résultats attendus et discussion

Le diagnostic de la SEP repose sur des criteres de McDonald (polman, 2005) récemment
revisité. C’est un ensemble de criteres cliniques, radiologiques et d’analyse de liquide
céphalorachidien. En effet, 1’analyse du LCR reste non-spécifique car les bandes
oligoclonales retrouvées chez les patients atteints de SEP sont aussi retrouvées chez des
patients ayant d’autres pathologies inflammatoires du SNC. Cette analyse n’apporte qu’une
aide au diagnostic. L’apparition au cours du temps de nouvelles Iésions est visible par IRM
pouvant survenir lors d’une poussée clinique et qui peut parfois prendre plusieurs années.
Cependant I’IRM ne permet pas de discriminer les patients évoluant rapidement vers une SEP

cliniquement définie et d’autre part méme des patients avec une IRM normale peuvent
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évoluer vers une SEP (Optic Neuritis Study Group, 2008). 1l est donc absolument nécessaire
de développer des outils diagnostics plus performants que I'IRM pouvant permettre de
discriminer rapidement les patients a fort potentiel évolutif vers une SEP. En effet,
L’existence d’un test diagnostic tel que le TRAP (simple prise de sang) pourrait donc avoir

une utilité pour mettre en route un traitement rapidement.

La méthode TRAP comparée aux autres techniques utilisées (ELISPOT, ELISA, technique

des tétraméres) a plusieurs avantages:

e Les réponses CD4" et CD8" peuvent étre évaluées dans le méme test

e L’analyse globale de la réactivité des LT est possible car le test ne repose pas sur la
production d’une cytokine ou une fonction n’incluant qu’une sous-population
lymphocytaire

e Plusieurs molécules peuvent étre testées en parallele pour caractériser les LT
specifiques de la myéline (molécules d’adhésion, cytokines, molécules d’activation)

e Les cellules restent vivantes et peuvent étre isolées (FACS ARIA) pour des études

fonctionnelles

Les résultats que nous allons obtenir en 2014 a la fin de I’inclusion des individus a tester nous

permettront d’évaluer cette méthode a grande échelle et de répondre a notre objectif.
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Caractérisation des lymphocytes B reconnaissant la MOG dans la Sclérose en plaques

La Sclérose En Plaques (SEP) est une maladie inflammatoire et chronique du Systeme Nerveux Central (SNe),
caractérisée par un infiltrat leucocytaire et une démyélinisation au sein de la substance blanche. L'étiologie de la
SEP reste inconnue bien que des facteurs génétiques et environnementaux ont été mis en cause. La maladie
déclarée présente une composante auto-immune importante avec la présence des Lymphocytes T et des anticorps
spécifiques d'antigene de la myéline tout au long de la maladie. Les études se sont beaucoup focalisées sur
I'implication des anticorps dans la maladie mais de récentes données suggérent que les LB sont impliqués dans la
SEP par d'autres mécanismes que la production d'anticorps. En effet, I'administration d'anticorps monoclonaux
anti-CD20, qui déplétent et modifient les fonctions du LB mais pas la concentration d'anticorps circulants, réduit
les Iésions inflammatoires. Une nouvelle approche est donc fondamentale pour comprendre I'implication des LB
dans la SEP. Bien que les LB spécifiques d'un antigéne donné soient en faible quantité en périphérie, nous avons
développé une méthode permettant d'analyser la fréquence des LB circulants spécifiques de la MOG en utilisant
la MOG couplée a des billes fluorescentes. Nous observons une proportion élevée de LB spécifiques de la MOG
chez les patients atteints de SEP et chez les témoins sains. Cependant, cette proportion est diminuée chez les
patients SEP comparé aux témoins. Différentes hypothéses ont été testées pour étudier ce résultat inattendu dont
I'apoptose des B spécifiques de la MOG chez les patients, leur migration dans le SNe.

Mots-clés: SEP-MOG-Lymphocytes B

Caracterization of MOG-specific B cells in Multiple Sclerosis

Multiple Sclerosis is a chronic inflammatory demyelinating disease of the Central Nervous System (CNS),
characterized by leukocyte infiltration and white matter demyelination. MS etiology remains elusive although
genetic and environmental factors have been implicated. Overt disease is considered to have a major
autoimmune component and both T cens and antibodies (Ab) specifie to myelin are present during the course of
the disease. Studies have focused on anti-myelin Ab, but recent data highlighted a possible imp.ication of B
cells, regardless their capacity to produce Ab. Indeed, treatment with the anti-CD20 monoclonal Ab, which both
deplete and modify B cell functions but not circulating titers of Ab, reduces the disease inflammation. A new
approach is thus fundamental to study the implication ofB cells in MS. Although the study ofspecific B cells for
a given antigen was a challenge in periphery, we developed a bead-based method to analyze circulating MOGspecifie
B cell frequency in MS. A substantial fraction of B cells bound to MOG-coated beads was characterized

in the blood of both Healthy Individuals (HI) and MS patients. Unexpectedly, the frequency of MOG-specific B
cells in MS patients was lower compared to the circulating frequency in HI. To explain this result, several
hypotheses as the apoptosis and the migration of MOG-specific B cells into CNS have been explored.

Key words: MS-MOG- B cells
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