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Résumé

Le but du travail de recherche présenté dans cette thése était de déterminer les
mécanismes impliqués dans le développement de symptomes neurologiques observés
dans une lignée de souris transgénique pour 1’expression de la molécule B7.2/CD86. La
molécule B7.2 est un des ligands du récepteur CD28 qui transmet des signaux
intracellulaires nécessaires a la prolifération des lymphocytes T et au développement de
leurs fonctions effectrices. Nos travaux démontrent que ces souris développent
spontanément une pathologie démyélinisante autoimmune conséquemment a 1’expression
transgénique de la molécule B7.2 sur les cellules de la microglie du systéme nerveux
central. Les souris affectées présentent une infiltration de lymphocytes T au niveau du
systéme nerveux central et périphérique proximal et cet infiltrat est prédominé par une
population de lymphocytes T CD8" mémoires/effectrices. Nos études indiquent que la
population de lymphocytes T CD8" joue un réle effecteur dans le développement de la
pathologie tandis que la population des lymphocytes T CD4" la régulent de fagon
négative. Nos résultats démontrent également que D’activation des cellules de la
microglie survient trés tot l‘ors de la pathogenese et que cette activation des cellules de la
microglie ainst que le processus de démyélinisation sont entiérement dépendants de la
signalisation par le récepteur de I'IFNy.

Ce modéle de démyélinisation refléte 1’émergence de cellules T autoréactives
spécifiques au systéme nerveux a partir d’un répertoire périphérique polyclonal, un
processus immunopathogénique qui se produit possiblement durant la pathogenése de la
sclérose en plaques. De plus, il présente certaines caractéristiques pathologiques

similaires a celles de la sclérose en plaques tels que le développement spontané du

VI



processus de démyélinisation et de dommages aux axones ainsi qu’une connexité avec
Pactivité de I’'IFNy. Plusieurs données de la littérature suggerent que les lymphocytes T
CDS8" pourraient jouer un role dans les maladies autoimmunes affectant le systéme
nerveux, mais la contribution exacte et les mécanismes pathogéniques spécifiques des
lymphocytes T CD8" ne sont pas encore clairement établis. Le travail de recherche
présenté dans cette theése a donc permis d’établir que la lignée de souris transgénique qui
exprime de fagon constitutive le ligand de costimulation B7.2/CD86 sur les cellules de la
microglie représente un nouveau modéle animal qui permettra d’étudier et de comprendre
ces mécanismes pathpgéniques spécifiques aux lymphocytes T CD8" ainsi que les
processus qui régulent la participation des lymphocytes T CD8" dans la destruction de la

gaine de myéline.

Mots clés: lymphocyte T CD8", démyélinisation, costimulation, autoimmunité, sclérose

en plaques.
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1.0 Introduction

1.0.1 Le systéme de costimulation B7/CD28/CTLA-4

En plus de la reconnaissance d’un peptide antigénique par leur TCR, les réponses
des lymphocytes T dépendent des signaux de costimulation produits par I’interaction du
récepteur CD28 avec ses ligands B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86) exprimés a la surface des
CPAs. Ce deuxieme signal prévient notamment 1’activation incontrdlée des cellules T
face aux antigénes du soi présentés par les cellules somatiques et est proposé comme un
mécanisme prévenant I’autoimmunité. Exprimée par les_ cellules T naives et les cellules
T activées, la glycoprotéine CD28 est le récepteur de costimulation le mieux caractérisé.
En absence de stimulation du récepteur CD28, la liaison du TCR pousse la cellule T vers
un état apoptotique ou anergique. Les signaux produits par la stimulation du récepteur
CD28 augmentent I’expression d’homologues Bcl-2 anti-apoptotiques comme Bcl-Xj,
augmentant les signaux de survie (Boise L. H. et al. 1995) et prévient également 1’état
anergique (Harding F. A. et al. 1992). Le récepteur CD28 transmet aussi un signal qui
stimule la production de cytokines comme I’IL-2 et I'IFNy en augmentant 1’activité de
transcription et la stabilisation de ces ARN messagers (Lindstein T. et al. 1989,
Thompson C. B. et al. 1989). 1l a également été démontré que la liaison de CD28 abaisse
le seuil d’activation des lymphocytes T en réduisant le nombre de molécules de TCR qui

doivent lier un épitope antigénique afin de conduire a la production de cytokines et a la

prolifération des lymphocytes T (Itoh Y. et al. 1997, Viola A. et al. 1996). L’importance
de la costimulation par le récepteur CD28 dans les réponses immunitaires in vivo est

démontrée chez la souris CD28 -/- ou chez les souris traitées avec des antagonistes de



Pinteraction CD28 avec ses ligands B7.1/B7.2. Ces souris montrent une réponse
immunitaire réduite a des pathogenes infectieux (Compton H. L. et al. 2002, Mittrucker
H. W. et al. 2001, Shahinian A. et al. 1993) et a des alloantigénes (Salomon B. et al.
2001). Un défaut au niveau de la signalisation de CD28 affecte tant I’immunité humorale
que 'immunité cellulaire (Borriello F., Sethna, M. P., Boyd, S. D., Schweitzer, N. A.,
Tivol, E. A., Jacoby, D., Strom, T. B., Simpson, E. M., Freeman, G. J. and Sharpe, A. H.
1997, Kearney E. R. et al. 1995, Lenschow D. J. et al. 1995). On sait que la liaison de
CD28 active les facteurs de transcription NF-kB (Kane L. P. et al. 2002), NFAT (Michel
F. et al. 2000) et AP-1 (Rincon M. et al. 1994) qui régulent la prolifération, la
différenciation et la survie cellulaire. Le TCR et le récepteur CD28 constituent des unités
de signalisation indépendantes dont les éléments proximaux différent grandement,
notamment au niveau des queues cytoplasmiques qui permettent la connexion du
récepteur avec la machinerie de signalisation intracellulaire. Le TCR transmet un signal
par I’entremise de ses dix “immunoreceptor tyrosine-based activation motifs” (ITAMs)
distribués sur les 6 sous-unités CD3C (Samelson L. E. 2002) tandis que le signal du
récepteur CD28 est plut6t transmis par des tyrosines phosphorylées et des domaines
riches en prolines (Ward S. G. 1996). Méme si les deux récepteurs utilisent les mémes
protéine tyrosine kinases pour la phosphorylation de tyrosines de leur queue
cytoplasmique respective, la stimulation du récepteur CD28 n’active ni ZAP70 ni la
formation du complexe LAT-SLP76. Malgré ces différences de signalisation majeures,
différentes études indiquent que la signalisation par le récepteur CD28 contribue de
plusieurs fagons au signal dérivé du TCR. Premiérement, il y a quelques éléments de

signalisation qui sont communs au TCR et au récepteur CD28, notamment PI3K (Rudd



C. E. 1996) et Vavl (Klasen S. et al. 1998, Michel F. et al. 1998), qui suggerent que la
signalisation du récepteur CD28 pourrait directement renforcer le signal du TCR ou
faciliter I’établissement de sa chaine de signalisation (Michel F. et al. 2001). Parce que le
récepteur CD28 co-localise avec le TCR a la synapse immune (Grakoui A. et al. 1999) et
que la steechiométrie d’engagement favorise fortement I’interaction du récepteur CD28
avec ses ligands B7.1/B7.2 par rapport a I’interaction TCR-CMH (de 100 a 1000 fois plus
de ligands disponibles pour le récepteur CD28), il a ét€ proposé que la liaison du
récepteur CD28 avec ses ligands B7.1/B7.2 favoriserait la juxtaposition de la cellule T et
la CPA, favorisant et prolongeant d’autant la stimulation du TCR (Acuto O. et al. 2003).
Le “Cytolytic T Lymphocyte-associated Antigen-4” (CTLA-4/CD152) (Brunet J.
F. et al. 1987) est un récepteur capable de lier les molécules B7.1 et B7.2 et qui possede
environ 30% d’homologie avec CD28. CTLA-4 est exprimé par les cellules T activées
(Alegre M. L. et al. 1996, Walunas T. L. et al. 1994). Son expression est principalement
restreinte au compartiment intracellulaire, les molécules CTLA-4 exprimées a la surface
étant rapidement recyclées par endocytose (Chuang E. et al. 1997, Zhang Y. et al. 1997).
CTLA-4 est un récepteur qui régule négativement 1’activation lymphocytaire lors de sa
liaison avec I'un de ses ligands (Brunner M. C. et al. 1999, Walunas T. L. et al. 1994)
notamment en réduisant la production d’IL-2, en réduisant 1’expression du récepteur a
I’IL-2 et en bloquant les cellules T en phase G1 du cycle cellulaire (Krummel M. F. et al.

1995, Walunas T. L. et al. 1994).  L’importance du rdle de régulateur négatif de

’activation des cellules T joué par CTLA-4 a été¢ démontré in vivo avec la souris CTLA-4
-/- qui est affligée d’un syndrome de lymphoprolifération aigiie menant a une

accumulation de lymphocytes T dans les organes périphériques qui est fatale en 3-5
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semaines (Tivol E. A. et al. 1995). CTLA-4 a une affinité supérieure pour les ligands B7
comparativement a CD28 (Collins A. V. et al. 2002, Linsley P. S. et al. 1994). De plus,
chaque dimere CTLA-4 peut lier deux molécules B7.1 ou B7.2 comparativement a une
seule pour le dimeére CD28 (Collins A. V. et al. 2002). La molécule B7.1 est exprimée
sous forme de dimére a la surface tandis que la molécule B7.2 est exprimée sous forme
de monomere (lkemizu S. et al. 2000, Schwartz J. C. et al. 2001). Cette différence
structurale pourrait expliquer pourquoi les molécules B7.2 et B7.1 recrutent
respectivement CD28 et CTLA-4 a la synapse immune (Pentcheva-Hoang T. et al. 2004).

La glycoprotéine B7.1 est le premier ligand du récepteur CD28 a avoir été cloné
(Freeman G. J. et al. 1991). Il est exprimé sur les cellules B et T activées, les monocytes
stimulés & I'IFNy, les cellules dendritiques (Azuma M. et al. 1993) et les macrophages
(Hathcock K. S. et al. 1994). Une étude a rapporté que ’utilisation d’un anticorps anti-
B7.1 ne pouvait bloquer complétement I’activation des lymphocytes T par des
lymphocytes B activés et a rapporté la présence d’un ligand additionnel pour CTLA-4 sur
les cellules B activées, la molécule B7.2 (Lenschow D. J. et al. 1993). Le clonage de la
molécule B7.2 murine a démontré que la molécule B7.2 ne partageait que 25%
d’homologie au niveau de la séquence peptidique avec son homologue B7.1 (Chen C. et
al. 1994, Freeman G. J. et al. 1993). Un faible niveau d’expression de la molécule B7.2
est détecté¢ sur les cellules dendritiques (Azuma M. et al. 1993), les macrophages
(Hathcock K. S. et al. 1994) et contrairement & B7.1, sur les cellules T et B naives
murines. Le niveau d’expression de la molécule B7.2 est supérieur a celui de la molécule
B7.1 sur les CPAs suite a leur activation et cette expression de la molécule B7.2 survient

¢galement plus rapidement que celle de la molécule B7.1, ce qui suggére que la molécule

11



B7.2 serait le ligand du récepteur CD28 impliqué lors de I’initiation d’une réponse

immune (Hathcock K. S. et al. 1994, Inaba K. et al. 1994).

1.0.2 La sclérose en plaques

Parmi les différentes maladies affectant le systeme nerveux central (SNC), la
sclérose en plaques est la pathologie autoimmune la plus commune. La sclérose en
plaques affecte environ 400 000 nord-américains et autant d’européens (Sospedra M. et
al. 2005) et il n’y a présentement aucun traitement curatif disponible. La majorité des
personnes atteintes sont agées entre 20 et 40 ans, parmi lesquelles on retrouve plus de
femmes que d’hommes (ratio 1.6 : 1) (Beeson P. B. 1994). Les principaux symptoémes
observés chez les patients incluent des troubles visuels, une fatigabilité extréme, des
troubles de 1’équilibre et de coordination, des raideurs musculaires, de la faiblesse aux
membres inférieurs et une altération de la sensibilité (Noseworthy J. H. et al. 2000). Les
symptomes sont causés par une démyélinisation progressive des axones au systéme
nerveux central, ce qui altére ou bloque I’influx nerveux (Noseworthy J. H. et al. 2000).
La myéline est un composé protéolipidique qui forme une gaine isolante autour des fibres
nerveuses. La myéline est produite par les oligodendrocytes du SNC et par les cellules de
Schwann du systéme nervéux périphérique (SNP). Des dommages axonaux peuvent
s’ajouter aux lésions de démyélinisation et engendrer des déficits neurologiques
permanents dont les symptomes varient selon les régions touchées (Bitsch A. et al. 2000).
Trois principales formes de sclérose en plaques ont été définies selon le rythme
d’évolution des symptomes (Noseworthy J. H. et al. 2000, Sospedra M. et al. 2005). La

forme cyclique est caractérisée par des poussées symptomatiques clairement définies
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suivies de rémissions partielles ou complétes. La forme progressive primaire est
caractérisée par une aggravation continue des symptdmes sans rémission évidente.
Finalement, la forme progressive secondaire affecte la moitié des patients atteints par la
forme cyclique qui voient soudainement leur état s’aggraver de fagon progressive.
L’étiologie de la sclérose en plaques est encore inconnue et la pathogenése n’est pas
encore complétement caractérisée, mais plusieurs observations laissent croire que la
sclérose en plaques a une origine autoimmune. Les lésions de démyélinisation sont
associées a des infiltrats leucocytaires qui incluent des lymphocytes T (CD4" et CD8§"),
des lymphocytes B et des macrophages (Hauser S. L. et al. 1986, Prineas J. W. et al.
1978, Traugott U. et al. 1983). L’hypothése la plus répandue suggere que des
lymphocytes T autoréactifs reconnaissent une ou des composantes de la myéline,
s’activent et recrutent des macrophages qui causeront le dommage a la gaine de myéline
chez une personne génétiquement prédisposée. Le ou les éveénements initiateurs sont
encore inconnus mais des facteurs environnementaux comme les infections sont
fortement envisagés (Marrie R. A. 2004) et sont abordés a la section 1.0.6. La sclérose
“en plaques est une maladie dont 1’évolution clinique et la réponse aux différentes
thérapies sont trés hétérogenes (Sospedra M. et al. 2005). Au niveau pathologique, la
sclérose en plaques a été divisée en quatre sous-groupes par des chercheurs qui ont
identifié quatre types de patrons de démyé€linisation qui différent par I’association relative
des Iésions avec les cellules T et B, les anticorps, le complément, la perte de myéline et
I’apoptose des oligodendrocytes (Lucchinetti C. et al. 2000). Ils ont €galement démontré
que les 1ésions de démyélinisation retrouvées chez un méme patient sont trés homogenes

(Lucchinetti C. et al. 2000). Ces observations suggérent qu’il existe potentiellement
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plusieurs processus pathogéniques qui peuvent conduire au développement de la sclérose

en plaques.

1.0.3 L’implication des agents infectieux dans la pathogenése de la sclérose en

plaques

I1 a été suggéré que la pathogenése de la sclérose en plaques serait associée & une
infection virale. Cette théorie provient principalement du fait que la sclérose en plaques
n’est pas une maladie dont les facteurs sont uniquement génétiques. En effet, les études
épidémiologiques conduites chez les jumeaux révelent que 30% des paires de jumeaux
monozygotiques développent la pathologie comparativement a 4% chez les paires de
jumeaux dizygotiques (Spielman R. S. et al. 1982, Willer C. J. et al. 2003). Méme si
cette fréquence d’association démontre qu’il y a une composante génétique importante a
la susceptibilité a la sclérose en plaques, elle suggeére également que d’autres facteurs
apportent une contribution majeure. Des facteurs environnementaux comme les
pathogénes sont les plus suscept@bles d’expliquer la disparité du développement de la
sclérose en plaques chez les jumeaux monozygotiques et cette hypothése est supportée
par 1’observation générale que les rechutes des patients atteints de sclérose en plaques
suivent temporellement une infection cliniquement diagnostiquée (Sibley W. A. ét al.
1985). Différents modeles animaux supportent également I’implication possible d’un
virus dans la MS. Les résultats obtenus avec le modé¢le animal de démyélinisation induite
par le virus TMEV-IDD démontrent qu’il est possible que des dommages tissulaires
initiaux causé€s par une infection persistante au SNC puissent engendrer la présentation

subséquente d’autoantigénes et 1’activation de cellules T autoréactives dans un
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environnement inflammatoire au SNC, menant ainsi & une démyélinisation étendue.
Dans un modéle EAE transgénique pour un TCR spécifique a la protéine MBP, il a été
observé que le développement spontané de démyélinisation chez ces animaux requérait
I’hébergement de la colonie dans des animaleries qui n’étaient pas totalement exemptes
de germes (Goverman J. et al. 1993), ce qui suggere une association entre les pathogenes
environnementaux et la susceptibilité a la démyélinisation spontanée dans ce modéele.

Des efforts énormes ont été mis de 1’avant pour identifier un pathogene commun a
tous les patients atteints de la sclérose en plaques. Le virus de I’herpés humain 6 (HHV-
6) (Challoner P. B. et al. 1995, Cuomo L. et al. 2001), le virus d’Epstein-Barr (EBV)
(Ascherio A. et al. 2000), les coranovirus humains 229E et OC43 (Dessau R. B. et al.
2001, Murray R. S. et al. 1992, Stewart J. N. et al. 1992) et méme des rétrovirus
sexuellement transmissibles comme le virus HTLV-1 (Ehrlich G. D. et al. 1991) ont tous
été ’objet d’une ou plusieurs études. Jusqu’a ce jour cependant, il n’y a pas de preuves
suffisantes supportant 1’existence d’un virus unique et commun qui pourrait directement
étre associ€ a tous les cas de sclérose en plaques. L’ensemble des données recueillies lors
des différentes études qui ont échoué a identifier un pathogéne spécifique a la sclérose en
plaques suggére cependant que différents candidats pathogéniques puissent participer a
I’initiation ou a la progression de la sclérose en plaques selon la prédisposition génétique
particuliere de chaque individu.

Trois mécanismes ont €té proposé pour décrire comment une infection par un pathogéne
peut potentiellement mener a la démyélinisation au SNC: une lyse virale directe des
oligodendrocytes infectés, une réponse immunopathologique initialement dirigée vers le

pathogene puis déviée vers le soi pour causer la démyélinisation (mimétisme
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moléculaire), ou encore I’activation de cellules T autoréactives suite a la présentation
d’épitopes du soi endogenes ou acquis par les CPAs résidentes dans un contexte
inflammatoire au SNC suite a I’infection (activation secondaire combinée a la
dégénérescence épitopique). Peu de données supportent une infection et une lyse
subséquentes des oligodendrocytes. Le popavirus qui cause la leucoencéphalopathie
progressive multifocale (LPM) est un virus capable de causer une démyélinisation directe
suite a I’infection des oligodendrocytes humains (Padgett B. L. et al. 1971). 1l a été
également démontré que 1’expression de génes de rétrovirus endogénes humains comme
le géne HERV-W env qui encode la glycoprotéine syncitine est augmentée dans les
astrocytes et les cellules de la microglie dans les 1éstons de sclérose en plaques (Antony J.
M. et al. 2004). Le surnageant de cultures d’astrocytes qui exprime la glycoprotéine
syncitine cause une mort des oligodendrocytes mais n’affecte pas les neurones sous des
conditions similaires et I’augmentation de I’expression de syncitine in vivo par les
astrocytes et les cellules de la microglie affecte la myéline et réduit le nombre
d’oligodendrocytes détectables dans les souris CD-1 (Antony J. M. et al. 2004).

Le mimétisme moléculaire est une démonstration de réactivité croisée de la part
des cellules T entre des pathogeénes et des autoantigénes. Ces cellules T posséderaient
une affinité intermédiaire pour des neuroantigenes du soi, une affinité qui remplit les
conditions nécessaires a la sélection thymique et a la migration de ces cellules T
potentiellement autoréactives aux organes lymphoides secondaires. La spécificité de ces
cellules T autoréactives pour un antigéne dérivé d’un pathogéne entrainerait une réponse
croisée contre le pathogéne et le soi lors d’une infection ultérieure. Le principe de ce

mécanisme a été¢ démontré par I’infection de souris SJL/J avec un virus TMEV non
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pathogénique et modifié pour exprimer soit un peptide du soi (le peptide PLPy39.151) tiré
de la neuro-protéine PLP ou une séquence mimique (HIs74.535) provenant de la protéine
naturellement encodée lors d’une infection par Haemophilus influenzae et qui partage
seulement 6 de ses 13 acides aminés avec la séquence PLP39.;51 (Olson J. K. et al. 2001).
Le peptide PLP;39.)5; est 1’épitope dominant de la réponse autoimmune du modele
TMEV-IDD et I’expression du peptide PLP;39.;5) par le virus modifié résulte en une
démyélinisation accélérée comparativement au virus original. Le point marquant de
1’étude est que les souris infectées avec le virus TMEV-Hls74.536 développent une
démyélinisation accélérée qui est associée a la production d’une réponse de cellules CD4"
autoréactives capables de répondre au deux peptides. Une autre conséquence possible
d’une infection virale au SNC est de stimuler les capacités de présentation et de
costimulation des CPAs résidentes qui présentent des antigenes viraux et des antigénes du
so1 (suite a leur infection directe et/ou suite a I’acquisition de débris apoptotiques
provenant de cellules infectées et détruites). Les CPAs activées stimuleraient ainsi la
réponse de cellules T spécifiques non seulement aux épitopes viraux mais briseraient

* également I’état de tolérance de cellules T autoréactives. Une fois la destruction de la
gaine de myéline entamée, les CPAs présenteraient une variété et une concentration
accrues d’antigénes du soi permettant ’activation d’autant plus de cellules T
autoréactives (dégénérescence épitopique). De plus, si I’infection du SNC induit
’activation des CPAs tissulaires et I’expression de molécules de costimulation, il est
possible que des cellules T autoréactives recrutées non spécifiquement retrouvent sur
place leur autoantigéne spécifique ainsi que les conditions costimulatoires nécessaires au

bris de leur tolérance.
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1.0.4 Le role des lymphocytes T CD4+ dans la sclérose en plaques et dans les

modéeles animaux de démyélinisation

Les cellules T CD4" ont longtemps été considérées comme la population
lymphocytaire responsable des dommages observés chez les patients atteints de sclérose
en plaques pour deux principales raisons: les modéles animaux utilisés et les études
génétiques. La plupart des études utilisant I’encéphalomy¢lite allergique expérimentale
(EAE) comme modeéle ont visé le role des lymphocytes T CD4" et ce, suite a une étude
pionniére qui a démontré que le transfert adoptif de clones de cellules T CD4" Tyl
spécifiques a des composantes de la myéline étaient suffisants pour transférer la
pathologie chez un animal receveur (Ben-Nun A. et al. 1983). L’hypothése du réle
exclusif des cellules T CD4" autoréactives dans la sclérose en plaques a également été
soutenue par des études génétiques qui ont établi que ’allele HLA-DR2 du CMH II était
un facteur indépendant de risque pour le développement de la sclérose en plaques
(Kalman B. et al. 1999, Olerup O. et al. 1991). De plus, on a trouvé des épitopes
immunodominants de la MBP complexés avec HLA-DR2 dans les 1ésions actives de
patients atteints de sclérose en plaques (Krogsgaard M. et al. 2000).

Les mécani'smes de tolérance centrale thymique permettent 1’élimination de la
majorité des cellules T ayant une affinité élevée pour les autoantigénes, mais ne sont pas
parfaits (Kappler J. W. et al. 1987), notamment parce que l’expression de certains
autoantigenes est restreinte a des tissus périphériques spécifiques (Hanahan D. 1998).
C’est pourquoi ’activation des cellules T est assujettie a des processus précis et a des

mécanismes régulateurs qui maintiennent un état de tolérance. Une fois activés, les
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lymphocytes T suivront une suite d’éveénements séquentiels de différentiation.
L’expansion initiale sera composée majoritairement de cellules effectrices dont la
majorité seront éliminées lors de la phase de contraction laissant place a une population
stable de cellules mémoires prétes pour une réponse rapide a un challenge antigénique
ultérieur (Sprent J. et al. 2002). De fagon générale, les cellules T CD4" reconnaissent les
peptides présentés par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) qui
sont exprimés par les CPAs professionnelles. Ces peptides sont généralement dérivés
d’antigénes exogenes acquis par la CPA. Suite a la stimulation du récepteur de la cellule
T (TCR) par le complexe antigene/CMH II en combinaison avec les signaux de co-
stimulation requis (voir section 1.0.1), les lymphocytes T CD4" ont la capacité de se
différencier en trois sous-populations; les lymphocytes CD4" Tyl et Ty2 (Mosmann T. R.
et al. 1986) et les lymphocytes CD4" TyIL-17 (Langrish C. L. et al. 2005). Les
lymphocytes T CD4" pro-inflammatoires Tyl produisent principalement les cytokines
[FNy et TNFa, des cytokines importantes pour I’immunité cellulaire. Pour leur part, les
lymphocytes T CD4" Ty2 produisent principalement de I'IL-4 et de I'IL-5 qui favorisent
I’immunité humorale. Finalement, les lymphocytes T CD4" TylL-17 produisent de I’IL-
17, de 'IL-17F, de I’IL-6 et du TNF et forment une sous-population de cellules T CD4"
pathogéniques dans I’EAE (Langrish C. L. et al. 2005).

Etant donné les moyens restreints disponibles permettant 1’étude des mécanismes
fondamentaux régissant la sclérose en plaques chez 1’humain, différents modeéles
animaux ont été¢ développés. L’EAE est un modeéle animal qui partage des similarités
avec la sclérose en plaques (Olitsky P. K. et al. 1949). L’EAE est induite par

I’immunisation d’animaux (souris et rats sont les espéces les plus fréquemment utilisées)
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avec des composantes de la myéline du SNC en présence d’adjuvant complet de Freund
(ACF) ou par le transfert adoptif de lymphocytes T CD4" Tyl spécifiques a ces diverses
composantes neuro-protéiques (Ben-Nun A. et al. 1983, Ben-Nun A. et al. 1981). Les
lésions se situent surtout au niveau de la moelle épiniere (Martin R. et al. 1992, Owens T.
et al. 1995) et des dommages aux axones sont également observés (Pitt D. et al. 2000).
Ce sont les cellules T CD4" qui sont encéphalitogéniques dans presque tous les modéles
EAE excepté pour deux modéles ou les cellules T CD8" transférent la pathologie (Ford
M. L. et al. 2005, Huseby E. S. et al. 2001, Sun D. et al. 2001). Il y a trois composantes
protéiques majeures de la myéline qui sont fréquemment utilisées dans les différents
modeles EAE sous forme de protéines complétes ou fragments peptidiques: la protéine
basique de la myéline (MBP), la protéine protéolipidique (PLP) et la glycoprotéine de la
myeéline et de I'oligodendrocyte (MOG). Selon la protéine et la souche de souris utilisées,
on peut observer trois formes de pathologie démyélinisante: la forme aigué qui est suivie
d’une rémission compléte, la forme cyclique dans laquelle les phases symptomatiques et
asymptomatiques alternent et finalement la forme chronique ou les symptdmes
s’aggravent progressivement (Fuller K. G. et al. 2004). Les principaux symptdmes
incluent une perte de tonus au niveau de la queue et une faiblesse des membres inférieurs
qui se développe en paralysie partielle puis compléte.

I1 existe également des modeles animaux de démyélinisation induits par les virus.
La démy¢élinisation induite par le virus de Theiler murin (TMEV-IDD) (Dal Canto M. C.
et al. 1977) consiste a infecter une espéce susceptible, comme la souris SJL/J, de fagon
intracraniale avec le virus TMEV qui infecte principalement les cellules présentatrices

d’antigénes (CPAs) (macrophages périvasculaires et cellules de la microglie) du SNC
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(Clatch R. J. et al. 1990) et qui engendre une pathologie démyélinisante induite par les
cellules T CD4" (Katz-Levy Y. et al. 2000). La démyélinisation est initiée par les
cellules T CD4" spécifiques au virus persistant au SNC puis est amplifiée par une réponse
secondaire des cellules T CD4" périphériques a des épitopes de la myéline libérés suite a
la démy¢élinisation initiale. Cette réponse autoimmune secondaire se développe durant la
progression de la pathologie en commengant par une réponse spécifique de cellules T
CD4" contre un épitope dominant de la myéline (le peptide PLP;30.151) (Katz-Levy Y. et
al. 2000, Miller S. D. et al. 1997). Cette réponse de cellules T CD4" encéphalitogéniques
se diversifie ensuite pour répondre a une variété d’épitopes de la myéline moins
dominants (le peptide PLP;75.191, le peptide PLPs¢.70 et le peptide MOGo,.106) (Vanderlugt
C. L. et al. 2002). La réponse des cellules T CD4" autoréactives est stimulée en partie
par P’acquisition de débris de la myéline et la présentation subséquente de peptides de la
my¢éline par les CPAs résidentes au SNC (Katz-Levy Y. et al. 1999).

L’infection intracraniale de souris C57BL/6 par la souche AS59 du virus de
I’hépatite murine (MHV) (Lavi E. et al. 1984) ou de souris BALB/c par le virus de la
chorioméningite lymphocytique (LCMV) (Gilden D. H. et al. 1972) induisent également
la démyélinisation au SNC. Dans le modele LCMYV, les dommages a la gaine de myéline
sont induits par la réponse immune puisqu’en absence de cellules T, les souris infectées
ne développent aucune pathologie neurologique (Rowe W. P. et al. 1963).
Similairement, les souris immunodéficientes sont trés résistantes a la démyélinisation

induite par le MHV (Houtman J. J. et al. 1996, Wu G. F. et al. 1999).
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1.0.5 Le rdle des lymphocytes T CD8" dans la sclérose en plaques et les modéles

animaux de démyé€linisation

Si la documentation scientifique sur I’important réle des cellules T CD4" dans les
modéles animaux de démyélinisation et dans la sclérose en plaques est abondante, celle
traitant du rle des cellules T CD8" dans ces pathologies I’est beaucoup moins. Méme si
il a été démontré il y a prés de vingt ans que les cellules T CD8" dominent les 1ésions
actives chez les patients atteints de sclérose en plaques (Hauser S. L. et al. 1986), c’est
durant les cinq derniéres années que se sont accumulées la plupart des études qui
suggérent un role important des cellules T CD8" dans la pathogenése de la sclérose en
plaques et le modéle animal EAE.

L’activation de cellules T CD8" naives nécessite la stimulation du TCR via un
complexe peptide/CMH I présenté par une CPA professionnelle, stimulation recue en
combinaison avec des signaux costimulatoires. Une fois activées, les cellules T CD8" se
différencient en cellules T CDS" effectrices Tcl (Sad S. et al. 1995), qui produisent
principalement de I'I[FNy, du TNFa et qui démontrent les meilleures fonctions
cytotoxiques (Kemp R. A. et al. 2001), ou en cellules effectrices T¢2 qui produisent
principalement de I’IL-4, de I’IL-5 et de I'IL-10 (Li L. et al. 1997, Sad S. et al. 1995).
Plusieurs études ont démontré que 1’aide des lymphocytes T CD4" était également
nécessaire pour la réponse des lymphocytes T CDS8' naives a un antigéne lors de
conditions non inflammatoires (Bennett S. R. et al. 1998, Ridge J. P. et al. 1998,
Schoenberger S. P. et al. 1998). Dans ce contexte particulier, I’aide de la cellule T CD4"
se traduirait par P’activation de la CPA, notamment via I’interaction CD40L-CD40

(Lanzavecchia A. 1998). Les cellules T CD4" CD40L" activées stimulent les CPAs
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exprimant CD40. Suite a cette activation, les CPAs augmentent le niveau d’expression
des molécules de CMH I et II, celui des molécules de costimulation B7.1 et B7.2 et
produisent de I’'IL-12 (Caux C. et al. 1994, Cella M. et al. 1996, Sallusto F. et al. 1994),
une importante cytokine pour 1’expansion clonale des T CD8" naives (Valenzuela J. et al.
2002). Il a été démontré qu’en absence de CPAs exprimant CD40, les cellules T CD4"
CD40L" peuvent fournir directement de I’aide aux cellules T CD8" exprimant CD40
(Bourgeois C. et al. 2002). D’autre part, et fait important, 1’aide apportée par la cellule T
CD4" a I’activation des cellules T CD8" serait facultative si la CPA est suffisamment
conditionnée par un environnement inflammatoire, par des signaux dérivés d’un
pathogéne ou encore par la stimulation artificielle du récepteur CD40 (Bennett S. R. et al.
1998, Ridge J. P. et al. 1998, Schoenberger S. P. et al. 1998). On retrouve donc deux
principaux contextes d’activation pour les lymphocytes T CD8" qui différent seulement
par les événements responsables du conditionnement des CPAs. Dans la premiere
situation, les signaux envoyés par le pathogene ou 1’antigéne ne sont pas suffisants pour
activer les CPAs et D’activation spécifique des cellules T CD8" sera dépendante de 1’aide
des cellules T CD4". Cependant, la plupart des infections ou environnements
inflammatoires fourniraient les signaux nécessaires au conditionnement/activation des
CPAs qui engageront la réponse primaire des cellules T CD8" indépendamment de I’aide
des cellules T CD4" (Buller R. M. et al. 1987, Liu Y. et al. 1989, Nash A. A. et al. 1987,
Ridge J. P. et al. 1998, Sparwasser T. et al. 2000). Un des atouts principal de la réponse
adaptative est sa capacité a répondre plus efficacement a un deuxiéme challenge du
méme pathogéne grice a la population de lymphocytes mémoires formée lors de la

réponse initiale. Il a été démontré par trois groupes indépendants que suite & une réponse
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primaire efficace des lymphocytes T CD8" sans le soutien des lymphocytes T CD4", la
réponse secondaire des lymphocytes T CD8" est compromise en absence des cellules T
CD4" (Belz G. T. et al. 2002, Janssen E. M. et al. 2003, Shedlock D. J. et al. 2003, Sun J.
C. et al. 2003). Ces expériences conduites avec différents pathogenes tel le virus de la
chorioméningite lymphocytique (LCMV), le virus de [D'influenza et Listeria
monocytogenes démontrent 1’important role joué par les cellules T CD4' dans la
génération et le maintient des cellules T CD8" mémoires.

11 y a maintenant des preuves directes que les cellules T CD8" peuvent induire le
développement d’une autoimmunité destructive au SNC. En effet, trois groupes
indépendants ont récemment démontré que le transfert adoptif de lymphocytes T CD8"
activés spécifiques a des peptides de la myéline était suffisant au déclenchement de
I’EAE chez les souris receveuses (Ford M. L. et al. 2005, Huseby E. S. et al. 2001, Sun
D. et al. 2001) Le modele développé par Huseby et al. consiste a isoler des lymphocytes
T CDS8" de ganglions lymphatiques de souris C3H immunisées avec le peptide MBP79.g7
et de les re-stimuler in vitro en présence d’IL-2 avant leur transfert a des souris
receveuses. Le transfert des cellules T CD8" induit une pathologie sévére avec une haute
incidence de mortalité chez les souris receveuses avec des symptomes neurologiques
comme D’ataxie, des réflexes spastiques et des pertes de coordination. La nature des
symptdmes neurologiques et le rythme du développement clinique dans ce modéle
difféerent de la paralysie ascendante qui est observée dans le modele EAE classique.
L’analyse de la distribution et du type de 1ésions dans le modele de Huseby et al. révéle
d’autres différences entre cette pathologie démyélinisante induite par les cellules T CD8"

et PEAE classique. Les lésions induites par les cellules T CDS8" spécifiques pour le
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peptide MBP7q.47 sont restreintes au cerveau, notamment au niveau du cervelet, du bulbe
rachidien et du cortex cérébral. Aucune lésion n’a été observée au niveau de la moelle
épiniére des souris symptomatiques ayant regu des cellules T CD8" spécifiques, ce qui
difféerent de ’EAE classique dans laquelle les 1ésions se retrouvent principalement au
niveau de la moelle épiniére (Martin R. et al. 1992). Deux groupes ont démontré que le
transfert de cellules T CD8" spécifiques pour le peptide MOG;s.ss a des souris C57BL/6
ou C57BL/6 SCID (déficit immunitaire combiné séveére) é€tait capable d’induire une
pathologie neurologique dont l’incidence et la sévérité des symptdmes Etaient
comparables 4 ceux obtenus par le transfert de cellules T CD4" spécifiques pour le
peptide MOGss_ss aux mémes types de souris receveuses (Ford M. L. et al. 2005, Sun D.
et al. 2001). Les souris CS7BL/6 déficientes pour le géne de la B,-microglobuline sont
résistantes 4 la démyélinisation induite par le transfert de cellules T CD8" spécifiques
pour le peptide MOGss.ss, suggérant que les cellules T CD8" effectrices nécessitent
I’expression de molécules du CMH 1 intactes pour exercer leurs activités
encéphalitogéniques (Sun D. et al. 2001). L’analyse histopathologique des lésions a
révélé que I’activité inflammatoire et les zones de démyélinisation se retrouvent au
cerveau et a la moelle épiniere (Sun D. et al. 2001). Les infiltrats cellulaires au niveau
des lésions sont composés majoritairement de neutrophiles et de larges cellules
mononucléaires avec tres peu de lymphocytes T (Sun D. et al. 2001). Cependant, le
marquage des cellules T CDS8" encéphalitogéniques avec le tétramére MOGj37.59:H-2D" a
démontré qu’il y a accumulation de cellules T CD8" encéphalitogéniques au SNC avant
les premiers signes cliniques et que ces cellules encéphalitogéniques sécrétent de 1’IFNy

mais pas de TGFP ou d’IL-10 (Ford M. L. et al. 2005).
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Le réle des cellules T CD8" a également été étudié dans des modéles animaux de
démyélinisation induits par des virus. Méme si les deux sous-populations lymphocytaires
CDS8" et CD4" peuvent étre des cellules effectrices lors de démyélinisation induite par
LCMYV (Dixon J. E. et al. 1987, Doherty P. C. et al. 1988, Quinn D. G. et al. 1993), ce
sont les cellules T CD8" qui jouent un réle prédominant lors de la pathogenése comme le
démontrent les études chez des souris déficientes pour la molécule CDS (Fung-Leung W.
P. et al. 1991) ou déficientes pour la f2-microglobuline (Quinn D. G. et al. 1993). Dans
le modele viral MHV, le transfert de cellules T CD4" ou de cellules T CD8" isolées a
partir de la rate d’une souris C57BL/6 infectée par le virus MHV est suffisant pour
induire la démyélinisation chez une souris receveuse C57BL/6 RAG -/- infectée par le
virus MHV, les cellules T CD4" étant cependant moins efficaces que les cellules T CD8"
(Wu G. F. et al. 2000). Avec ce méme modele de démyélinisation induite par le virus
MHYV, il a été démontré que des cellules T CD8" activées qui ne sont pas spécifiques
pour le virus MHV ou pour des antigénes présents dans le SNC peuvent induire la
démyélinisation chez les souris infectées avec MHV. En effet, la démy¢linisation est
induite chez des souris ayant uniquement des céllules T CD8" spécifiques pour le peptide
gp33 de LCMV (souris RAG2 -/- TCR Tg P14) lorsque ces souris sont immunisée avec
le peptide gp33 puis infectées avec MHV (Haring J. S. et al. 2002). Ces résultats
suggerent que des cellules T CD8" qui ne sont pas spécifiques pour des antigénes du SNC
peuvent causer des dommages a la gaine de myéline lorsqu’elles sont activées
spécifiquement. Dans le modéle LCMV cependant, il est impossible d’induire la
démyélinisation chez les souris infectées en absence de cellules T CD8" spécifiques a un

antigéne viral (McGavern D. B. et al. 2004) ce qui suggére que l’initiation de la
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pathogenése nécessite une reconnaissance spécifique au SNC et que I’action de cellules T
CDS8" non spécifiques au SNC peut amplifier la pathologie mais pas I’initier. Une autre
étude conduite dans le modéle MHV a également démontré que méme si le recrutement
secondaire de cellules T CD8" non spécifiques au SNC formait une proportion importante
de I’infiltrat durant la démyélinisation, les cellules T CD8" non spécifiques recrutées ne
contribuaient pas significativement a la pathogenése en absence de reconnaissance
spécifique (Chen A. M. et al. 2005).

Différentes études ont suggéré que les cellules T CD8" pourraient étre impliquées
dans la pathogenése de la sclérose en plaques. Des lymphocytes T CD8" spécifiques
pour des neuroantigénes peuvent étre dérivés de patients atteints de la sclérose en plaques
(Biddison W. E. et al. 1998, Crawford M. P. et al. 2004, Dressel A. et al. 1997, Honma K.
et al. 1997, Jurewicz A. et al. 1998, Tsuchida T. et al. 1994) et il a été démontré que la
réponse spécifique de ces lymphocytes T CDS8" autoréactifs était fonctionnellement
différente de celle observée chez des sujets normaux (Crawford M. P. et al. 2004). De
plus, il a été démontré qu’il y avait prédominance d’expansions clonales de lymphocytes
T CDS8" et non de cellules T CD4" aux niveaux des plaques de démyélinisation ‘actives
(Babbe H. et al. 2000) et que ces clones de cellules T CD8" persistent dans le sang et/ou
le liquide céphalo-rachidien des patients atteints de sclérose en plaques (Jacobsen M. et
al. 2002, Skulina C. et al. 2004). La spécificité antigénique des clones de cellules T
CD8" issus de I’expansion clonale chez les patients atteints de sclérose en plaques est
cependant inconnue.

Une fois activées et différenciées, les cellules T CD8" cytotoxiques détruisent leur

cible par deux principaux processus; le systeme Fas-FasL et le systéme

27



perforine/granzyme (Kagi D. et al. 1994). Cependant, I’action des cellules T CDS§"
cytotoxiques étant restreinte aux cellules exprimant les molécules du CMH 1, il important
d’identifier les populations cellulaires présentes au SNC qui expriment des molécules
CMH 1. Le SNC a été longtemps considéré a 1’abri des dommages induits par les cellules
cytotoxiques en raison de 1’absence apparente d’expression de molécules CMH 1 (Joly E.
et al. 1991). Cependant, la plupart des cellules présentes au SNC (cellules de la
microglie, astrocytes, oligodendrocytes et neurones) augmentent I’expression des
molécules du CMH I en conditions pro-inflammatoires et il est maintenant bien €tabli que
I’expression du CMH 1 est induite chez les oligodendrocytes et les neurones des patients
atteints de la sclérose en plaques (Hoftberger R. et al. 2004). Il a également été démontré
que des cellules T CD8" dérivées de patients atteints de sclérose en plaques peuvent lyser
des cultures primaires d’oligodendrocytes ex vivo (Jurewicz A. et al. 1998) et que des
cellules T CD8" spécifiques pour le peptide dominant de la glycoprotéine de 1’enveloppe
du virus de la chorioméningite lymphocytique (gp33) peuvent lyser in vitro des neurones
murins incubés avec le peptide gp33 et préalablement traités avec de I'IFNy et de la
tétrodotoxine pour qu’ils expriment les molécules du CMH I (Medana 1. et al. 2001). Les
axones neuronaux présents dans les lésions de démyélinisation de patients atteints de
sclérose en plaques expriment les molécules du CMH I dont les niveaux d’expression
corr¢lent avec la sévérité des symptomes et I’activité des I€sions (Giuliani F. et al. 2003,
Hoftberger R. et al. 2004). Les axones sont par conséquent susceptibles a 1’attaque
cytotoxique directe des cellules T CDS8" effectrices.

Parmi les cellules T CD8" présentes dans les pathologies autoimmunes affectant

le SNC, il existe une sous-population de cellules T CD8" ayant des capacités suppressives
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qui a été décrite dans le modele EAE (Jiang H. et al. 1992, Koh D. R. et al. 1992). Des
souris dans lesquelles I'EAE a été induite par immunisation avec la protéine MBP ne sont
plus résistantes a la réinduction de la pathologie suite a une deuxi®éme immunisation et
montrent une plus grande fréquence de rechutes en absence de cellules T CD8" (Jiang H.
et al. 1992, Koh D. R. et al. 1992). Cette sous-population de cellules T CD8" est capable
de restreindre les capacités pathogéniques des cellules T CD4" spécifiques a la protéine
MBP du répertoire qui sont les plus réactives in vitro (Jiang H. et al. 2003). Le fait que
les cellules T CD4" encéphalitogéniques déficientes pour Qa-1, une molécule du CMH
classe I qui est I’homologue de la molécule HLA-E chez I’humain, ne sont plus
susceptibles a D’activité suppressive des cellules T CD8" a démontré que I’activité
suppressive de ces derniéres sur les cellules T CD4" encéphalitogéniques est dépendante
de ’expression de la molécule Qa-1 par les cellules T CD4" autoréactives (Hu D. et al.
2004). Le mécanisme précis utilisé par cette sous-population de cellules T CD8"
suppressives restreintes a Qa-1 est encore indéterminé, mais il a été démontré que ces
cellules sont capables de limiter la différenciation des cellules T CD4" spécifiques a la
myéline vers le phénotype Tyl (Jiang H. et al. 2001). Dans un autre modéle EAE dans
lequel la pathologie est induite par I’tmmunisation de souris avec le peptide MOGss.ss, on
observe une aggravation des symptomes chez des souris CD8 -/- (Najafian N. et al. 2003)
ou chez des souris traitées avec un anticorps monoclonal anti-CD8 avant immunisation
(Montero E. et al. 2004, Najafian N. et al. 2003). Cette exacerbation des symptomes peut
étre prévenue par le transfert adoptif de cellules T CD8* CD28" qui suppriment la réponse
des cellules T encéphalitogéniques en stimulant les capacités tolérogéniques de cellules

présentatrices d’antigénes (Najafian N. et al. 2003). Les propriétés inhibitrices des
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cellules T CD8" isolées de patients atteints de sclérose en plaques sont réduites lorsque
comparées a celles d’individus contrles (Antel J. et al. 1986, Antel J. P. et al. 1986,
Balashov K. E. et al. 1995). En effet, lorsque mises en présence de lymphocytes T
stimulés par un anticorps anti-CD3 ou par la concanavaline-A, des lignées cellulaires
établies a partir de cellules T CDS8" isolées de patients atteints de sclérose en plaques
montrent des capacités suppressives inférieures a celles montrées par des lignées
cellulaires établies a partir d’individus normaux (Antel J. et al. 1986, Antel J. P. et al.
1986). D’autre part, les fonctions inhibitrices des cellules T CD8" suppressives produites
lors d’une réaction autologue mixte de lymphocytes en milieu conditionné sont
inférieures chez les patients atteints de la forme progressive de la sclérose en plaques
comparativement a celles de patients atteints de la forme cyclique ou a celles d’individus
contrdles (Balashov K. E. et al. 1995). Il apparait donc que des cellules T CD8"
pathogéniques et suppressives constituent différentes sous-populations de cellules T
CDS8" qui jouent des roles distincts lors de pathologies autoimmunes affectant le SNC.
L’expansion oligoclonale de cellules T CD8" observée au SNC des patients
atteints de sclérose en plaques (Babbe H. et al. 2000) suggére que les cellules T CD8" ont
été¢ activées ou a tout le moins réactivées dans ['organe cible. Méme si les
oligodendrocytes et les neurones -ont le potentiel de présenter le complexe
autoantigéne/CMH I spécifique a la cellule T CD8" autoréactive, ceux-ci ne disposent pas
des molécules de costimulation nécessaires a I’activation des cellules T CD8". Cette
activation est donc réservée au CPAs résidentes au SNC ou a celles qui ont migré a partir
de la périphérie et qui posseédent les capacités costimulatoires requises (voir section

1.0.7). Le processus de présentation antigénique des CPAs par les molécules CMH 1 est
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généralement qualifié de voie endogeéne parce que la majorité des peptides présentés sont
des peptides dérivés de protéines synthétisées a I'intérieur de la CPA. Des peptides
viraux peuvent également étre présentés par la voie endogene du CMH I si la CPA est
infectée par un virus. Les antigénes exogénes acquis selon différents mécanismes
d’endocytose par la CPA seraient présentés par les molécules du CMH II et leur
présentation serait par conséquent restreinte aux cellules T CD4". Ces deux voies
d’acquisition et de présentation peptidique par les différentes molécules CMH
représentent les routes classiques.

Le processus d’activation des cellules T CD8" autoréactives spécifiques a un
organe particulier n’est pas encore completement établi. Bien que les cellules ciblées
expriment le complexe CMH de classe [/autoantigéne, elles n’expriment généralement
pas les molécules de costimulation requises a 1’activation optimales des cellules T. 1l a
donc été suggéré que les CPAs professionnelles résidentes d’un organe utiliseraient une
voie parallele d’acquisition d’antigénes exogenes pour permettre leur présentation par les
molécules du CMH I (Bevan M. J. 1976, Bevan M. J. 1976, Kurts C. et al. 1996). Ce
processus est appelé présentation croisée et 1’étude des mécanismes impliqués est encore
toute récente. Trois groupes ont rapporte 1’existence d’un processus permettant la fusion
de phagosomes avec des vésicules dérivées du réticulum endoplasmique (RE) contenant
toutes les molécules nécessaires a 1’assemblage du complexe peptide/CMH 1, soit le
transporteur associ¢ a la maturation de 'antigéne (TAP), la tapasine et la calreticuline
(Cresswell P. et al. 2003, Guermonprez P., Matus A. et al. 2003). Les antigeénes
exogenes phagocytés seraient exportés au cytosol, dégradés par les protéasomes associés

aux vésicules dérivées du RE, puis finalement réintroduits sous forme peptidique dans la
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vésicule fusionnée via le complexe TAP pour étre chargés sur le CMH 1. Plusieurs types
d’antigénes auraient acces a la présentation croisée: les protéines solubles (Pooley J. L. et
al. 2001, Staerz U. D. et al. 1987), les parasites et bactéries intracellulaires (Belkaid Y. et
al. 2002, Pfeifer J. D. et al. 1993) et les antigénes cellulaires provenant de cellules
viralement infectées, de cellules tumorales ou de cellules apoptotiques (Bevan M. J.
1976, Crotty S. et al. 1999, Gooding L. R. et al. 1980, Huang A. Y. et al. 1996, Kurts C.
et al. 1996, Morgan D. J. et al. 1999, Ramirez M. C. et al. 2002, Sigal L. J.). La
présentation croisée serait donc un mécanisme potentiel permettant la présentation
d’autoantigénes exogénes via le CMH 1 des CPAs pour la stimulation des cellules T

CDS8" autoréactifs.

1.0.6 L’implication du systéme de costimulation B7/CD28 dans I’autoimmunité

affectant le SNC

La régulation de I’activation des lymphocytes T autoréactifs étant un mécanisme
important dans le contréle de I’autoimmunité et le maint.ien de la tolérance périphérique,
différentes études ont cherché & évaluer le réle du systéme de costimulation B7/CD28
dans différents modéles de pathologies autoimmunes (Salomon B. et al. 2001). Il a été
démontré que ’expression des molécules B7.1 et B7.2 est augmentée dans le SNC des
patients atteints de sclérose en plaques ainsi que dans celui des souris EAE (Genc K. et
al. 1997, Monteyne P. et al. 1998, Sellebjerg F. et al. 1998, Svenningsson A. et al. 1997,
Windhagen A. et al. 1995). L’expression des molécules B7 dans le SNC du mod¢le EAE
varie selon la phase clinique observée: expression élevée durant la phase active et les

rechutes, faible ou nulle durant les rémissions (Issazadeh S. et al. 1998). La molécule
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B7.2 a été détectée sur les cellules lymphoides infiltrantes, sur les cellules de la microglie
et sur les astrocytes (Issazadeh S. et al. 1998). Dans le modéle EAE, le blocage de
I’interaction B7/CD28 au moment de I’immunisation résulte systématiquement en une
réduction de la sévérité de la pathologie, que ce soit par I'utilisation d’une combinaison
d’anticorps anti-B7.1 et anti-B7.2 (Girvin A. M. et al. 2000), d’anticorps bloquant anti-
CD28 (Perrin P. J. et al. 1999), de la protéine de fusion CTLA-4-Ig (Arima T. et al. 1996,
Croxford J. L. et al. 1998, Khoury S. J. et al. 1995, Racke M. K. et al. 1995) ou encore
par l'utilisation de souris qui n’expriment pas les molécules B7 (souris B7.1/B7.2-/-)
(Chang T. T. etal. 1999, Chang T. T. et al. 2003) ou le récepteur CD28 (CD28-/-) (Chang
T. T. et al. 1999, Girvin A. M. et al. 2000, Oliveira-dos-Santos A. J. et al. 1999). Une
¢tude a démontré que la réduction des symptomes cliniques suite a 1I’immunisation de
souris CD28-/- avec MBP corréle avec la baisse de prolifération des cellules T
spécifiques pour la MBP isolées des ganglions lymphatiques (Oliveira-dos-Santos A. J. et
al. 1999), suggérant un rdle pour le systéme B7/CD28 dans I’expansion périphérique des
cellules T autoréactives lors de I’immunisation. Une autre étude propose que la
prévention de I’EAE par le blocage du systéme de costimulation B7/CD28 durant
I’immunisation est due a une différenciation marquée des cellules T autoréactives vers le
phénotype effecteur T2 plutét que Tul (Khoury S. J. et al. 1996).

On attribue un rdle critique au systéme de costimulation B7/CD28 non seulement
dans la phase initiatrice, mais également dans la phase effectrice de ’EAE au SNC
(Chang T. T. et al. 1999, Chang T. T. et al. 2003, Cross A. H. et al. 1999, Perrin P. J. et
al. 1999), démontrant que 1’expression des molécules B7 directement dans le SNC est

importante pour I’action cellules T effectrices encéphalitogéniques. L’importance des
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signaux costimulatoires recus au SNC par les cellules T encéphalitogéniques a également
¢été démontré par le fait que le blocage du syst¢éme B7/CD28 par la protéine de fusion
CTLA-4-Ig est plus efficace pour diminuer les manifestations cliniques lorsque la
protéine de fusion CTLA-4-Ig est délivrée directement dans le SNC (Croxford J. L. et al.
1998) comparativement a son injection systémique (Arima T. et al. 1996, Khoury S. J. et
al. 1995). L’expression des molécules de costimulation B7 au SNC est notamment
nécessaire pour supporter la survie cellulaire des cellules T pathogéniques au parenchyme
et le maintient de I’inflammation durant la phase effectrice de YEAE (Chang T. T. et al.
2003). La prolifération des cellules T effectices Ty 1 étant trés dépendante des signaux de
costimulation délivrés par le systétme B7/CD28 (Schweitzer A. N. et al. 1998), il est
probable que la prolifération des cellules T pathogéniques dans le SNC soit affectée en
absence de costimulation. Donc, plusieurs éléments tendent a révéler un role
prédominant pour le systétme de costimulation B7/CD28 dans le processus autoimmun

pouvant affecter le systéme nerveux.

1.0.7 Les cellules présentatrices d’antigénes au SNC

Le statut immunitaire du SNC est particulier étant donné la barriére hémato-
encéphalique qui sépare la circulation sanguine périphérique de la circulation tissulaire.
I1 est maintenant clair que les cellules T naives peuvent traverser la barriére hémato-
encéphalique du SNC que celui-ci soit inflammé ou non, avec cependant moins
d’efficacité que les cellules T activées ou mémoires (Brabb T. et al. 2000, Krakowski M.
L. et al. 2000, Owens T. et al. 1998). On ne sait pas si les cellules T autoréactives sont

initialement activées avant ou apres leur entrée au SNC, mais il a été clairement démontré
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que les cellules T autoréactives doivent étre restimulées au SNC par les CPAs locales
pour exercer leurs fonctions effectrices (Flugel A. et al. 2001). Les cellules de la
microglie, les macrophages périvasculaires et les cellules dendritiques sont les trois
principaux types cellulaires pouvant exercer le role de CPA professionnelle au SNC. Les
cellules de la microglie composent une population majeure du parenchyme neural. A
I’état quiescent, ce sont des cellules hautement ramifiées avec des extensions d’une
longueur de 15 a 25 pm (Raivich G. et al. 2004). Les macrophages périvasculaires,
cellules dérivés de la moelle osseuse (Hickey W. F. et al. 1992), sont localisés entre
I’endothélium des vaisseaux sanguins et la membrane basale qui séparent le vaisseau
sanguin du parenchyme neural, soit l’espace périvasculaire. Les macrophages
périvasculaire ne présentent pas une structure ramifiée, mais présentent plutot une forme
allongée avec des extensions courtes et larges (Raivich G. et al. 2004). La population de
macrophages périvasculaires serait remplacée de fagon continue par des macrophages
dérivés des monocytes sanguins (Bechmann I. et al. 2001, Kim W. K. et al. 2006).
Différents marqueurs phénotypiques qui caractériseraient les macrophages
périvasculaires ont été rapporté: la combinaison CD163 et CD14 (Kim W. K. et al. 2006)
et la combinaison CD163 avec le récepteur du mannose (MR) et un récepteur pour les
motifs moléculaires associés a un pathogéne (PAMPs), le DC-SIGN (Fabriek B. O. et al.
2005). De ces marqueurs, seul le récepteur du mannose (MR) permet de différencier

chez I’humain les macrophages périvasculaires des macrophages infiltrants lors
d’événements inflammatoires car 10-30% des monocytes sanguins humains sont CD163"

(Fabriek B. O. et al. 2005). Dans un SNC de rat normal ou inflammé (e.g. EAE),
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I’expression de CD163 est spécifique aux macrophages périvasculaires (Fabriek B. O. et
al. 2005).

Les cellules dendritiques composent une sous-population leucocytaire qui n’est
pas spécifique au SNC et qui peut migrer du sang vers les tissus périphériques
(Banchereau J. et al. 1998). Une fois aux tissus périphériques, les cellules dendritiques
immatures sont trés ramifiées et se spécialisent pour la capture d’antigénes (Banchereau
J. et al. 1998). Dans un SNC sain et normal, les cellules dendritiques ne sont pas
présentes au parenchyme mais plutét aux meéninges et aux plexus choroides (Hanly A. et
al. 1998, Matyszak M. K. et al. 1996, McMenamin P. G. 1999, Serafini B. et al. 2000,
Serot J. M. et ai. 1997). La combinaison de marqueurs phénotypiques CD11c et DC-
SIGN (Greter M. et al. 2005), la combinaison CDl11c avec le récepteur multi-lectine
DEC-205 (Serafini B. et al. 2000) et la combinaison DEC-205 et du marqueur de
maturation dendritique MIDC-8 ont été utilisé pour identifier les cellules dendritiques
dans le SNC inflammé. Cependant, parce que les macrophages infiltrants expriment
CDl1c (Serafini B. et al. 2000) et que les macrophages périvasculaires expriment DC-
SIGN (Fabriek B. O. et al. 2005), la combinaison CD11¢ et DC-SIGN (Greter M. et al.
2005) ne permet pas d’identifier clairement les cellules dendritiques. C’est donc
’utilisation des marqueurs DEC-205 et MIDC-8 qui a permis d’établir que durant la
phase aigué¢ de I’EAE les cellules dendritiques se retrouvent principalement avec les
infiltrats cellulaires, que quelques cellules dendritiques sont dispersées dans le
parenchyme et que les cellules dendritiques sont pratiquement absentes de 1’espace

périvasculaire (Serafini B. et al. 2000).
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Pour activer de fagon optimale des cellules T autoréactives, ces différentes
populations cellulaires doivent posséder ou acquérir la capacité de présenter efficacement
des antigénes en plus de fournir les signaux de costimulation requis. Les cellules de la
microglie sont des cellules trés sensibles qui s’activent rapidement lors de toute
pathologie ou inflammation affectant le SNC (Gehrmann J. 1996, Kreutzberg G. W.
1996) et qui peuvent s’activer suite a une infection systémique (Perry V. H. et al. 2003).
A D’état quiescent, les cellules de la microglie adultes présentent un profile de CPA
immature (faibles niveaux d’expression des molécules CMH 1 et II, des molécules de
costimulation B7.1 et B7.2 et du corécepteur CD40) et ne peuvent stimuler efficacement
la prolifération de lignées de cellules T spécifiques a la protéine MBP (Carson M. J. et al.
1998, Ford A. L. et al. 1995). Cependant, il a été démontré que les cellules de la
microglie a I’état quiescent interagissent trés activement avec leur environnement par
Pintermédiaire d’excroissances trés mobiles qui sondent et acquierent des composantes
tissulaires de fagon trés dynamique (Nimmerjahn A. et al. 2005). Les cellules de la
microglie deviennent des CPAs compétentes et augmentent leur expression des molécules
CMH I, CMH 1II, B7.1, B7.2 et CD40 lorsque qu’elles sont stimulées sous différentes
conditions (Carson M. J. 2002, Guillemin G. J. et al. 2004). Le récepteur de I’'IFNy est
constitutivement exprimé sur les cellules de la microglie (Vass K. et al. 1990) et ’IFNy
est la cytokine inflammatoire la plus efficace pour activer les cellules de la microglie
(Benveniste E. N. 1998, Colton C. A. et al. 1994, Deckert-Schluter M. et al. 1999,
Nguyen V. T. et al. 2000). Il a aussi été rapporté que les cellules de la microglie isolées
du SNC d’une souris infectée par le virus TMEV peuvent présenter des peptides dérivés

de la myéline a des cellules CD4" contrairement aux cellules de la microglie isolées du
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SNC d’une souris contrdle non-infectée qui ne le peuvent pas (Katz-Levy Y. et al. 1999).
Cette méme étude a également montré que la présentation endogéne de peptides dérivés
de la myéline a des cellules CD4" était dépendante du systéme de costimulation B7/CD28
(Katz-Levy Y. et al. 1999). Les récepteurs Toll-like (TLRs) stimulent également
I’acquisition de molécules de costimulation et des fonctions de présentation antigénique
par les cellules de la microglie (Olson J. K. et al. 2004). Les TLRs sont utilisés par les
cellules du systéme immunitaire pour reconnaitre les motifs moléculaires associés & un
pathogene (PAMPs), des structures exprimées par plusieurs classes de pathogénes mais
absents des cellules eucaryotes (Takeda K. et al. 2003). Plusieurs études corrélent
I’activation des cellules de la microglie avec le déclenchement de 1I’autoimmunité au SNC
dans différents modéles (Juedes A. E. et al. 2001, Mack C. L. et al. 2003, Olson J. K. et
al. 2001). Il a également été¢ démontré que le blocage de I’activation de la microglie était
suffisant pour prévenir la démyélinisation dans I’EAE (Heppner F. L. et al. 2005).

Les macrophages infiltrants jouent un réle important dans la pathogenése du
modele animal EAE comme le démontrent les études chez les animaux dont les
macrophages périphériques sanguins ont été éliminés et qui sont résistants au
développement de signes cliniques (Huitinga I. et al. 1995, Huitinga 1. et al. 1990, Tran
E. H. et al. 1998). Le rdle spécifique des macrophages périvasculaires dans I’EAE est
moins bien défini. Une étude dans laquelle I’élimination spécifique des macrophages
périvasculaires ne diminue que légérement les signes cliniques de I’EAE suggére que les
macrophages périvasculaires contribuent a la pathogenése de I’EAE mais ne sont pas

requis pour I'initiation de la pathologie (Polfliet M. M. et al. 2001).
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Les cellules dendritiques activées expriment de hauts niveaux des molécules du
CMH 11, des molécules de costimulation B7 et du corécepteur CD40 (Banchereau J. et al.
1998), molécules qui permettent a ces cellules présentatrices d’antigénes d’étre
excessivement compétentes pour activer des cellules T naives et pour initier une réponse
immune (Steinman R. M. 1991). 1l a été démontré que le recrutement et la maturation
des cellules dendritiques sont associés a I’initiation et la progression de ’EAE (Serafini
B. et al. 2000, Suter T. et al. 2000) en plus d’étre impliquées dans d’autres pathologies
autoimmunes comme le diabéte (Jansen A. et al. 1994, Ludewig B. et al. 1998) et
I’arthrite rhumatoide (Thomas R. et al. 1996). Dans I’EAE induite suite a I’immunisation
de souris avec le peptide MOGsas_ss, la détection des cellules dendritiques au SNC précede
le déclenchement des premiers signes cliniques (Suter T. et al. 2000). Une autre étude a
établi qu’il y avait accumulation de cellules dendritiques qui expriment les molécules du
CMH 11, le corécepteur CD40 et la molécule de costimulation B7.2 avec |’infiltrat
inflammatoire (Serafini B. et al. 2000). De plus, il a été récemment démontré que les
cellules dendritiques constitueraient la principale population cellulaire responsable de la
présentation antigénique aux cellules T autoréactives au SNC dans le modéle EAE
(Greter M. et al. 2005). Ces études démontrent que les cellules dendritiques sont
recrutées et activées au parenchyme du SNC et jouent un réle dans l’initiation et la
progression de I’EAE.

Les astrocytes sont un autre type de cellules gliales qui est soupgonné d’agir
comme CPA dans le SNC, mais les conclusions quant a un tel réle sont contreversées.
En effet, il a été rapporté que des astrocytes isolés et stimulés par I’IFNy sont capables de

présenter in vitro des peptides dérivés de la myéline a des lignées de cellules T
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spécifiques pour ces peptides (Tan L. et al. 1998). Cependant, une autre étude a
démontré dans le modele EAE que les astrocytes présents dans le SNC n’expriment pas
B7.1 ou B7.2 a aucune étape de la pathogenése, suggérant que les astrocytes ne pouvant
fournir de signaux de costimulation adéquats seraient également incapables d’€tre des
CPAs compétentes.

Il y a donc plusieurs types de cellules présentes au SNC qui peuvent contribuer a
I’activation des lymphocytes T autoréactifs selon le modele animal utilisé. 11 est
important de noter que les différentes études sur le roles des différentes CPAs dans la
promotion de I’autoimmunité au SNC portent sur 1’activation des cellules T CD4" et on

ne sait pas si leurs conclusions et hypothéses s appliquent également au cellules T CDS".

1.0.8 Les lignées de souris transgéniques qui expriment de facon constitutive la
molécule B7.2 sur les lymphocytes

Afin d’étudier le role des interactions B7.2/CD28 dans I’homéostasie des
lymphocytes et les réponses immunes in vivo, trois lignées indépendantes de souris
C57BL/6 B7.2 Tg ont été générées a partir du méme transgene (les souris B7.2 Tg L7,
B7.2 TgL27 et B7.2 Tg L31) (Fournier S. etal. 1997). La construction transgénique
utilisée pour sur-exprimer la molécule B7.2 dans les cellules lymphoides contient la
séquence d’ADNCc encodant la molécule B7.2, le promoteur du géne codant pour une

molécule de CMH 1 (H-2K) et une séquence régulatrice du géne codant pour la chaine n
des immunoglubulines (Elgu). Les lymphocytes T CD4" et CD8" des trois lignées de

souris B7.2 Tg expriment des niveaux élevés et similaires de la molécule B7.2 tandis que
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les niveaux d’expression de la molécule B7.2 sur les cellules B varient selon la lignée:
faibles dans les souris B7.2 Tg L31, modérés dans les souris B7.2 Tg L27 et €levés dans
les souris B7.2 Tg L7 (Fournier S. et al. 1997).

L’expression constitutive de la molécule B7.2 sur les cellules B résulte en une
diminution du nombre des cellules B en périphérie et en une fréquence réduite de cellules
progénitrices de cellules B a la moelle osseuse dans les souris trangéniques exprimant des
niveaux modérés (souris B7.2 Tg L.27) et élevés (souris B7.2 Tg L7) de la molécule B7.2
sur les cellules B matures. La population des cellules B chez les souris B7.2 Tg L31 est
intacte. L’¢limination des cellules B dans les souris B7.2 Tg L27 et B7.2 Tg L7 est
induite par les lympocytes T et dépend de la signalisation du corécepteur CD28 (Fournier
S. et al. 1997). Cette élimination requiert 1’expression du transgene par les cellules B
mais est indépendante de I’expression du transgéne par les cellules T. Le méme
phénoméne d’élimination des cellules B a été observée par un autre groupe qui a généré
des souris transgéniques dans lesquelles les molécules B7.1 et B7.2 sont constitutivement
exprimées sur les cellules B (Van Parijs L. et al. 1997). Le role physiologique du
phénomeéne d’élimination des lymphocytes B observé dans ces souris transgéniques est
encore inconnu. Il est possible que I’expression des molécules B7 par les cellules B
immatures permette d’identifier les cellules qui reconnaissent des antigénes du soi et de
les éliminer par un processus indépendant d’une reconnaissance antigénique de la part
des cellules T.

L’expression constitutive des molécules B7.1 ou B7.2 par les lymphocytes T
affecte leur homéostasie (Fournier S. et al. 1997, Van Parijs L. et al. 1997, Yu X. et al.

2000). Lorsque comparées aux souris contrdles, ces souris transgéniques présentent une
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1égére augmentation du nombre de lymphocytes T et une réduction du ratio de cellules T
CD4/CDS8 dans les organes lymphoides secondaires. De plus, la fréquence des cellules T
CD4" et CD8" qui expriment de hauts niveaux du marqueur phénotypique CD44 est
¢galement augmentée en périphérie dans les trois lignées de souris B7.2 Tg (Fournier S.
et al. 1997). Ces observations indiquent que les interactions entre les molécules B7
exprimées par les lymphocytes T et le récepteur CD28 induisent un certain état
d’activation des lymphocytes T qui reconnaissent des antigénes de I’environnement et/ou
des antigénes du soi.

Les souris B7.2 Tg L31 ont également ¢été utilisée dans un mode¢le de réaction du
greffon contre 1’hote (Taylor P. A. et al. 2004) ou les résultats suggérent que 1’expression
de B7.2 sur les cellules T améliore la survie a la réaction du greffon contre 1’h6te par une
interaction cellule T-cellule T et I’interaction B7.2/CTLA-4. Dans ce modéle, des souris
B10.BR receveuses irradi€es ont regu la moelle osseuse d’une souris C57BL/6 ainsi que
des cellules T purifiées a partir d’une souris CS7BL/6 contréle ou d’une souris C57BL/6
B7.2 Tg L31. Aucune des souris ayant regu les cellules T contréles survivent plus de 20
jours a la réaction du greffon contre I’hte comparativement a 38% des souris ayant regu
les cellules T B7.2 Tg qui survivent au moins 100 jours. Lorsque I’expérience est répétée
en ajoutant un anticorps anti-B7.2 aux cellules transférées, le taux de survie des souris
ayant recu les cellules T contrdles est augmenté et le taux de survie des souris ayant regu
les cellules T B7.2 Tg est diminué. Les auteurs suggérent que 1’anticorps anti-B7.2
bloque I’interaction entre le corécepteur CD28 exprimé par la cellule T et la molécule
B7.2 exprimée par la CPA dans les souris ayant regu des cellules T contréles tandis que

I’anticorps anti-B7.2 bloque I’interaction entre CTLA-4 et la molécule B7.2 qui sont
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exprimés sur les cellules T CPA dans les souris ayant regu des cellules T B7.2 Tg. A
partir des résultats obtenus, les auteurs avancent I’hypothese que I’expression de la
molécule B7.2 sur les cellules T pourrait jouer un réle dans les mécanismes de régulation

négative des réponses des cellules T.

1.0.9 Hypothése et objectifs

Au cours de la reproduction des souris B7.2 Tg, il avait été observé que les souris
d’une des trois lignée, soit la lignée B7.2 Tg L31, montraient des dysfonctions au niveau
des membres inférieurs suggérant un possible déficit negrologique. Ces symptOmes
n’avaient jamais été observés chez les souris B7.2 Tg L27 et B7.2 Tg L7 qui constituent
des lignées indépendantes, ¢’est-a-dire provenant de souris fondatrices différentes. Suite
a ces observations, nous avons avancé I’hypothése selon laquelle les souris B7.2 Tg L31
étaient affligées d’une pathologie autoimmune affectant le systtme nerveux et qu’une
expression transgénique particuliére de la molécule de costimulation B7.2 dans cette
lignée en était la cause. Pour vérifier cette hypothése nous avons établi initialement les
objectifs suivants:

1) établir si les symptomes neurologiques des souris B7.2 Tg L31 étaient associés a la
présence d’infiltrats cellulaires et de 1ésions de démyélinisation dans le tissus nerveux,

i1) dans un tel cas, caractériser I’infiltration cellulaire au systéme nerveux,

1) déterminer s’il s’agissait d’une pathologie dans laquelle les lymphocytes T sont
impliqués et

1v) déterminer la présence d’expression transgénique de la molécule de costimulation

B7.2 au systéme nerveux et sa contribution potentielle dans la pathogenese.
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Cette premiére série de travaux, qui est présentée a la section 3.0, nous a permis
d’établir que les souris B7.2 Tg L31 développent de fagon spontanée une maladie
démyélinisante du systéme nerveux qui est dépendante des lymphocytes T et dans
laquelle I’expression transgénique de la molécule B7.2 par les cellules de la microglie
joue un réle crucial. Nous avons aussi établi qu’il y avait une infiltration importante du
systéme par les lymphocytes T CD8'. Cette derniére observation nous a conduit a
définir les roles respectifs des cellules T CD8" et CD4" dans la pathologie observée et a
effectuer 1’analyse du répertoire des cellules T CDS8" infiltrées au systéme nerveux des
souris B7.2 Tg L31. Nos études démontrent que les lymphocytes T CD8+ sont la sous-
population de cellules T effectrices dans le développement de la pathologie et suggérent
que I’expression transgénique de la molécule B7.2 par les cellules de la microglie induit
des expansions oligoclonales de ces cellules dans le systéme nerveux. Afin d’explorer les
mécanismes par lesquels I’activation des cellules T CD8" dans le systéme nerveux peut
conduire au développement de Iésions démyé¢linisantes nous avons étudi¢ 1’état
d’activation de la microglie avant et apres 1’apparition des symptdmes neurologiques et
déterminé le role joué par la cytokine IFNy, une cytokine produite par les lymphocytes T
CD8" activés, dans le développement de la pathologie.

Tout au long des travaux visant a caractériser la pathologie observée chez les
souris B7.2 Tg L31, nous avons fréquemment utilisé les souris B7.2 Tg L27 en plus des
souris de type sauvage CS7TBL/6 comme contrles. Rappelons que comparativement aux
souris de type sauvage CS57BL/6, les souris B7.2 Tg L27 présentent un niveau
d’expression de la molécule de costimulation B7.2 sur les cellules T comparable a celui

retrouvé sur les cellules T des souris B7.2 Tg L31 ainsi qu’un ratio de cellules T
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CD4/CDS8 et une fréquence de cellules T CD44%" dans les organes lymphoides

secondaires similaires a ceux qui sont retrouvés dans les souris B7.2 Tg L3I.
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2.0 Matériel et méthodes

2.0.1 Souris

Les souris B7.2 Tg lignée 31 (B7.2 Tg L31) et lignée 27 (B7.2 Tg L27) ainsi que
le transgene utilisé pour leur production ont antérieurement été décrits (Fournier S. et al.
1997) et sont maintenues par croisements successifs sur un fond génétique C57BL/6. Les
souris d’une méme portée et négatives pour le transgene B7.2 sont utilisées comme souris
contrdles dans toutes les expériences. Les souris TCRp -/-, I-Ap -/-, CD4 -/-, TCR OT-1,
IFNYR -/- proviennent toutes d’une source commerciale (Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME) et ont été croisées selon le besoin avec les souris B7.2 Tg L31. Toutes les
procédures expérimentales sont en accord avec les recommandations du Conseil
Canadien de Protection des Animaux (CCPA) et approuvées par le comité de protection

des animaux de "université McGill.

2.0.2 Histologie

Suite & la perfusion intracardiaque de I’animal anesthésié avec 20 ml de PBS 1X
(154 mM NaCl, 8.1 mM Na,HPO4=12H,0, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH,PO,), différents
organes ont été prélevés (moelle épiniére, cerveau, coeur, foie, rein, poumon, pancréas et
muscle). La moelle épiniére est extraite par insufflation de PBS 1X dans le canal
rachidien. Le cerveau est prélevé suite a une coupe sagittale de la boite crinienne. Les
tissus prélevés ont été immergés et congelés dans des réceptacle Tissue-Tek® (Sakura
Finetek, Zoeterwoude, The Netherlands), avec du composé Tissue-Tek® O.C.T.

(“Optimal Cutting Temperature”) (Ted Pella inc., Redding, CA) puis des coupes de 7-10
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um d’épaisseur ont été préparées avec un cryostat. Ces coupes ont été déposées sur des
lames de microscope, séchées a I’air, fixées 2 min dans de I’acétone a 4°C puis 2 min
dans de I’acétone 50% a température piece (TP), séchées a I’air et finalement réhydratées
avec du PBS 1X. Les sections sont ensuite immergées dans la solution d’hématoxyline
1X (Sigma) pour 2 min, rincées a 1’eau courante 5 min, trempées rapidement dans la
solution d’alcool acide (76.6% EtOH, 1/300 v/v HCI 12N), rincées 2 X 2 min dans de
I’eau distillée. Les coupes sont ensuite immergées pour 30 sec dans une solution éosine
1X (Sigma), déshydratées dans 3 bains successifs de 5 min d’EtOH 80%, d’EtOH 95% et
d’EtOH 100% puis immergées pour 5 min dans un bain de xyléne avant d’étre montées

sous une goutte de Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

2.0.3 Immunohistochimie

Les organes utilisés (moelle épiniere et cerveau) ont été prélevés par dissection
anatomique. Les organes ont été¢ inclus dans I’O.C.T., coupés, mis sur lames de
microscope, fixés et réhydratés selon les méthodes décrites a la Section 2.0.2. Pour
empécher la liaison non spécifique des anticorps aux récepteurs FeyIl/III murins et pour
bloquer les interactions non spécifiques potentielles, les coupes tissulaires ont été
incubées 60 min avec un tampon de blocage 1X (20% sérum veau foetal dilué dans du
surnageant d’hybridome 2.4G2 (source d’anti-CD16/CD32)). Tous les anticorps sont
dilués 1/50 dans du tampon de blocage 0.5X. Les coupes sont incubées avec I’anticorps
primaire biotiné (anti-CD8-bio (clone 53.6.7), anti-CD4-bio (clone GK1.5) ou anti-I-A®-
bio (clone KH74). Les temps d’incubation a 4°C varient selon 1’anticorps utilisé: 72 hrs

pour ’anti-CD8-bio, 1 hr 30 min pour I’anti-CD4-bio et I’anti-I-A’-bio. Suite a
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I’incubation, les sections sont rincées 3 X 5 min dans du PBS 1X. Les enzymes
peroxydases endogeénes sont inhibées par l’incubation des coupes avec une solution
d’H,0; (10% MeOH, 3% H,0, dans du PBS 1X) pour 10 min. Les coupes sont ensuite
incubées 30 min avec 1’anticorps secondaire (anticorps de lapin-anti-IgG de rat-bio,
(clone, Jackson Laboratories) a une dilution 1/200. Les coupes sont ensuite rincées 3 X 5
min dans du PBS 1X. Les coupes sont ensuite incubées de 60 min a RT avec le
complexe tertiaire ABC-HRP (provient du mélange d’une part de solution A (diluée
1/100 dans PBS 1X) et d’une part de solution B (diluée 1/100 dans PBS 1X) du Vector
Peroxidase Staining kit™ (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Les coupes ‘sont
ensuite rincées 3 X 5 min dans du PBS 1X. Les sections sont ensuite incubées avec une
solution de DAB (0.05% DAB (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride, (Sigma) ),
0.015% H,0, dans PBS 1X) de 5 a 10 min (selon I’intensité du signal) puis rincées a
I’eau courante pour arréter la réaction. Les sections sont ensuite montées sous une goutte

de Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

2.0.4 Immunofluorescence -

La moelle épinicre a été prélevée par dissection anatomique. Les tissus prélevés
ont été inclué dans 1’0.C.T., coupés, mis sur lames de microscope, fixé€s et réhydratés
selon les méthodes décrites a la Section 2.0.2. Les sections sont ensuite fixées 10 min
dans une solution 4% PFA, perméabilisées 30 min dans une solution 1% Triton X-
100/PBS 1X puis rincées 3 X 5 min dans PBS 1X. Les sections sont ensuite bloquées
dans le réactif bloquant MOM (Vector Laboratories, Burlingame, CA) pour 30 min avant

d’étre incubédes 60 min a TP avec [Danticorps primaire SMI-32 (Sternberger
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Monoclonals, MA) dilué¢ 1/500 ou I’anticorps primaire RIP (Chemicon International,
Temecula, CA) dilué 1/1000. Les sections sont ensuite rincées 3 X 5 min avec PBS 1X
puis incubées 60 min a TP avec I’anticorps secondaire chéyre-anti-souris-Cy3 (Jackson
Immunoresearch Laboratories, PEN) dilué 1/1000. Les sections sont ensuite rincées 3 X
5 min avec PBS 1X. Les sections marquées avec 1’anticorps primaire RIP sont ensuite
contre-marquée avec le colorant Hoechst (Molecular probes, Eugene, OR) dilué 1/1000
pour 10 min et ensuite rincées dans PBS 1X avant d’étre montées sous une goutte de
Vectashield. Le marquage a ¢été visualisé avec un microscope a fluorescence Leica

(Wetzlar, Germany).

2.0.5 Coloration de la myéline au Bleu de Toluidine

Suite a la perfusion intra-cardiaque de I’animal anesthési¢ avec 20 ml de PBS 1X,
la moelle épiniére est extraite par dissection anatomique. La moelle épiniére est ensuite
incubée O/N avec une solution de fixation (0.5% de paraformaldéhyde, 2.5%
glutaraldéhyde dans PBS 1X). La moelle épiniére est ensuite incluse dans de 1’araldite et
coupée en sections de 3 pm. Les sections sont ensuite séchées 1 min a 80°C, colorées 1
min avec le bleu de toluidine a 80°C, rincées a ’eau courante 2 min, séchées a ’air et

finalement montées sous une goutte de Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame,

CA).
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2.0.6 Isolation des cellules a partir des organes lymphoides secondaires

Les cellules des organes lymphoides secondaires proviennent de la rate et/ou de
trois paires de ganglions lymphatiques, soit les ganglions inguinaux, axillatres et
brachiaux. Les organes sont broyés entre deux lames de microscope aux extrémités
givrées et la suspension cellulaire obtenue est centrifugée, resuspendue dans un tampon
de lyse des globules rouges ACK (150 mM NH4Cl, 1 mM KHCOs3, 0.1 mM Na,EDTA),
centrifugée encore, lavée et finalement resuspendue dans le milieu de culture RPMI-1640
(GibcoBRL) supplémenté avec 10% de sérum de veau fétal (SVF) inactivé a la chaleur
(GibcoBRL), 50uM B-mercaptoethanol (Bioshpp), 100 U/ml pénicilline (Sigma) et 100
ug/ml streptomycine (GibcoBRL) défini comme RPMI-complet. Les cellules sont
comptées avec un hémacytometre et la viabilité cellulaire est établie avec 1’utilisation

d’une solution de bleu Trypan (0.4% in PBS 1X) (Sigma) lors du décompte.

2.0.7 Isolation des cellules mononuclées a partir du SNC

Suite a la perfusion intra-cardiaque de 1’animal anesthésié avec 20 ml de PBS 1X,
la moelle épinicre est extraite par insufflation de PBS 1X dans le canal rachidien. Le
cerveau est prélevé suite & une coupe sagittale de la boite cranienne. Le cerveau et la
moelle épiniére sont ensuite écrasés ensemble au travers d’un tamis métallique (mesh 100
microns), ’homogénat est centrifugé, resuspendu dans 6 ml d’une solution Percoll™ 37%
(Amersham) puis centrifugé a 3300 rpm pour 20 min. Le culot contenant lymphocytes,
macrophages et cellules de la microglie est finalement lavé avec 5 ml de RPMI-1640

complet.
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2.0.8 Marquages phénotypiques avec anticorps et analyse en cytométrie de flux

Les cellules 2 marquer (1 x 10° cellules) sont lavées avec le tampon FACS (1%
sérum bovin adulte (SBA) inactivé a la chaleur dans PBS 1X contenant 0.1% NaN3),
centrifugées puis incubées avec 50 nl de surnageant d’hybridome 2.4G2 (contient anti-
CD16/CD32) pendant 15 min pour empécher la liaison non spécifique des anticorps aux
récepteurs FcyIl/III murins avant de marquer les cellules avec des anticorps spécifiques
biotinylés ou fluorescents. Chaque marquage requiert une incubation de 25 min sur glace.
Si un anticorps secondaire est requis, les cellules sont lavées avec le tampon FACS aprés
I’incubation avec I’anticorps primaire puis incubées avec I’anticorps secondaire pour 25
min. Suite aux marquages, les cellules sont lavées 2X avec du PBS 1X avant
P’acquisition des cellules a I’aide d’un appareil FACscan™ (BD Biosciences, San Jose,
CA). Les données sont recueillies avec une fenétre de sélection pour les cellules vivantes
et une fenétre de sélection additionnelle pour les cellules CD4", CD8" ou encore CD11b"
selon le besoin. Les données sont analysées avec le programme informatique Cell Quest
software (BD Biosciences, Mountain View, CA). Les anticorps utilisés sont les suivants:
CDA4-FITC ou -PE ou -biot (clone GK 1.5, BD PharMingen), CDS8-FITC ou PE (clone 53-
6.7, BD PharMingen). B7.2-PE (clone RMMP-2, Cedarlane), TCRf-biot (clone H57-597
PharMingen), CD11b-FITC ou -biot (clone M1/70.15, Cedarlane), CD45-FITC ou —PE-
CyS (clone 30-F11, BD PharMingen), CD44-biot (clone IM7, BD PharMingen), CD62L-
biot (clone MEL-14, BD PharMingen), CD69-biot (clone H1.2F3, BD PharMingen), I-
AP®-biot (clone KH74, BD PharMingen), IFNy-FITC (clone XMG-1.2, BD PharMingen),
H-2K"-biot (clone AF6-88.5, BD PharMingen), CD40-biot (clone 3/23, BD PharMingen),

B7.1-PE (clone 16-10A1, Cedarlane), Va2-FITC (clone B20.1, BD PharMingen),
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Streptavidine-PE-Cy5 (BD PharMingen), ou SA-PE (BD PharMingen), ou SA-FITC (BD

PharMingen), ont été utilisés comme anticorps secondaire.

2.0.9 Marquage intracellulaire de PIFNy

Des plaques de 24 puits sont recouvertes avec 500 pl d’un anticorps monoclonal
anti-CD3 (clone 2C11) 1 pg/ml O/N a 4°C puis chacun des puits est lavé avec 2 ml de
PBS 1X. Les cellules (2 x 10° cellules/puit) isolées des ganglions lymphatiques ou du
SNC sont incubées dans 1 ml RPMI-complet avec bréfeldine A (20 ug/ml) pour 3 heures.
Les cellules recueillies sont marquées (voir section 2.0.8) avec les anticorps
monoclonaux anti-CD8 et anti-CD44, puis fixées et perméabilisées avec la solution
Cytofix/Cytoperm ™ selon les directives du fabricant et finalement marquées avec

I’anticorps monoclonal anti-IFNy.

2.1.0 Isolation de ’ARNm, synthése de ’ADNc et PCR

L’ARNm des moelles épinieres et ganglions lymphatiques a été isolé avec le
réactif TRIzol® (GibcoBRL) en suivant les directives du manufacturier et dosé par
densité optique. Nous avons utilis€¢ 10ug d’ARNm pour la synthése de I’ADNc avec la
SuperScript™II RNase H-Reverse transcriptase (Invitrogen life technologies) selon les
directives du manufacturier. Les conditions utilisées lors des réactions PCR sont les
suivantes: 95°C pour 5 min suivi de 30-35 cycles de 45sec. a 94°C, 45 sec. a 57°C, 1min
a 72°C et une extension finale de 10 min a 72°C. Les séquences des paires

d’oligonucléotides utilisés sont les suivantes:
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GAPDH sens: 5’-CACTCACGGCAAATTCAACGGC-3’
GAPDH antisens: 5’-TAGTGTTTGTACCCCCGTAGCC-3’
TNFa sens: 5’-GTTCTATGGCCCAGACCCTCA-3’

TNFa antisens: 5’-TCCCAGGTATATGGGCTCATACC-3’

Perforine sens: 5’-TCAATAACGACTGGCGTGTGGG-3’

Perforine antisens: 5’-GTGGAGCTGTTAAAGTTGCGGG-3’

Granzyme B sens: 5>-GCCCACAACATCAAAGAACAGG-3’

Granzyme B antisens: 5’-GAGAACACATCAGCAACT TGGG-3’

Les produits de PCR sont séparés sur un gel d’agarose 1% et visualisés par coloration au

bromure d’éthidium.

2.1.1 Analyse de la distribution des tailles du CDR3 de la chaine § du TCR

L’ARNm des moelles épiniéres et ganglions lymphatiques de souris B7.2 Tg L31
ont été isolés et synthétisés en ADNc (voir section 2.1.0.). Ensuite, 21 réactions PCR ont
été conduites pour chaque tissu analysé en utilisant une combinaison d’un
oligonucléotide codant pour une séquence de la région constante de la chaine § du TCR
(CB) et un oligonucléotide codant pour une séquence d’une des 21 régions variables de la

chaine f du TCR (V). Les séquences nucléotidiques utilisées sont les suivantes :

. CB 5’-ATGGCTCAAACAAGGAGACCTTGG-3’
VB2 5’-TCACTGATACGGAGCTGAGGC-3’
V3.1 5’-CCTTGCAGCCTAGAAATTCAGT-3’

VB4 5’-GCCTCCAAGTCGCTTCCAACCTC-3’
Vps.1 5’-CATTATGATAAAATGGAGAGAGAT-3’
V5.2 5’-AAGGTGGAGAGAGACAAAGGATTC-3’
V5.3 5’-AGAAAGGAAACCTGCCTGGTT-3’

VB6 5’-CTCTCACTGTGACATCTGCCC-3’

VB7 5’-TACAGGGTCTCACGGAAGAAGC-3’
V8.1 5’-CATTACTCATATGTCGCTGAC-3’

V8.2 5’-CATTATTCATATGGTGCTGGC-3’

V8.3 5’-TGCTGGCAACCTTCGAATAGGA-3’
VB9 5-TCTCTCTACATTGGCTCTGCAGGC-3’
VB10 5’-ATCAAGTCTGTAGAGCCGGAGGA-3’
Vgl 5’-GCACTCAACTCTGAAGATCCAGAGC-3’
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VB12 5’-GATGGTGGGGCTTTCAAGGATC-3’

VB13 5’-AGGCCTAAAGGAACTAACTCCCAC-3’
Vp14 5’-ACGACCAATTCATCCTAAGCAC-3’
VB15 5’-CCCATCAGTCATCCCAACTTATCC-3’
VB16 5’-CACTCTGAAAATCCAACCCAC-3’
VB18 5’-CAGCCGGCCAAACCTAACATTCTC-3’
VB20 5’-TCTGCAGCCTGGGAATCAGAA-3’

Les conditions utilisées lors des réactions PCR primaires sont les suivantes pour un
volume final de 25 pl: 95°C pour 5 min suivi de 50 cycles de 45 sec a 94°C, 80 sec a
60°C, 1 min a 72°C et une extension finale de 10 min a 72°C. L’oligonucléotide Cp a été
marqué en 5’ par la T4 polynucléotide kinase (Invitrogen™, Burlington, Ontario) avec y-
P*? ATP (Perkin Elmer, Woodbridge, Ontario) selon les directives du fabricant. L’excés
de y-P* ATP fut retiré avec une micro-colonne Sephadex™ G-50 (Amersham
Biosciences, Baie d’Urfé, Québec). 5 pl de chaque réactions PCR primaires ont été
marqués radioactivement en utilisant ’oligonucléotide CB-y-P** et soumises a 3 cycles
d’¢élongation secondaires (Run-Off reaction) avec les conditions suivantes pour un
volume final de 25 pl: 95°C pour 5 min suivi de 3 cycles de 45 sec a 94°C, 80 sec a
60°C, 1 min a 72°C et une extension finale de 10 min a4 72°C. On ajoute ensuite aux
produits marqués un volume égal de tampon formamide (90% formamide, 10mM NaOH,
ImM EDTA) avant de les chauffer a 98°C pour 2 min. 9 pl de chaque échantillon est
déposé sur un gel de séquengage 6% acrylamide préchauffé. La migration du gel
s’effectue a 60W pour 2 hres. Le gel est ensuite séché, exposé 12 hres sur un écran
Phosphor puis les données sont acquises a I’aide d’un appareil Storm™ (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA). Les données sont finalement analysées avec le programme

NIH image.
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2.1.2 Clonage et séquencage des régions CDR3 de la chaine § du TCR

Les produits de réactions de PCR amplifiés avec I’oligonucléotide CP et
I’oligonucléotide VB d’intérét ont été directement insérés dans un vecteur TOPO® puis
transformés dans F.coli en utilisant le TOPO TA Cloning® kit (Invitrogen™, Burlington,
Ontario). Les cellules transformées ont été €talées sur des pétris LB AMP (Tryptone
10g/L, Extrait de levure 5g/L, NaCl 10g/L, Agar 10g/L, Ampécilline 100mg/ml) pour 24
hres. 60 colonies ont été piquées et cultivées individuellement dans 5 ml de milieu LB
(Tryptone 10g/L, extrait de levure 5g/L, NaCl 10g/L, Ampécilline 100mg/ml) pour 12
hres. 2 pl de chaque culture fut utilisé pour tester les colonies positive pour un insert
CDR3 par PCR avec les oligonucléotides Cf et VP d’intérét ainsi que les conditions
suivantes: 95°C pour 5 min suivi de 35 cycles de 45 sec a 94°C, 80 sec a 60°C, 1 min a
72°C et une extension finale de 10 min & 72°C. L’ADN plasmidique fut isolé des
cultures positives pour un insert avec des colonnes QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen,
Missisauga, Ontario) et resuspendu dans 50ul d’H,0O. Les séquengages des inserts ont été

effectués commercialement par le service de séquengage du Centre d’Innovation Génome

Québec et Université McGill.
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3.0 Résultats (section 1)

Cette premicere série de travaux a été publiée sous la forme d’un article parut dans
le FASEB Journal (Zehntner S. P. et al. 2003) et dont je suis co-premier auteur. Ma
contribution directe aux résultats présentés est intégrale pour toutes les figures a
I’exception des études histologiques et immunohistochimiques ot ma contribution directe
se limite aux croisements des souris utilisées, les perfusions intra-cardiaques, les
prélevements des organes et leur inclusion dans une solution préservative. J’ai également
participé a I’analyse des marquages histologiques et immunohistochimiques obtenus.
Voici un rappel des objectifs visés dans cette section;

1) établir si les symptomes neurologiques des souris B7.2 Tg L31 étaient associés a la
présence d’infiltrats cellulaires et de 1ésions de démyélinisation dans le tissus nerveux,

i1) dans un tel cas, caractériser I’infiltration cellulaire trouvée au systéme nerveux,

iii) déterminer s’il s’agissait d’une pathologie dans laquelle les lymphocytes T sont
impliqués et

iv) déterminer la présence d’expression transgénique de la molécule de costimulation

B7.2 dans le systéme nerveux et sa contribution potentielle dans la pathogenése.

3.0.1 Les souris B7.2 Tg L31 développent des symptémes neurologiques

Nous avons observé qu’a partir de I’dge de 3 mois, toutes les souris B7.2 Tg L31
(n=38) montraient des dysfonctions majeures au niveau des membres inférieurs. Les
principales manifestations cliniques sont les suivantes: rétraction des membres inférieurs
lorsque la souris est soulevée par la queue, flaccidité de la queue ainsi qu’un manque de

coordination et de proprioception (Fig. 1). L’ensemble de ces symptomes
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Fig. 1 Symptomes neurologiques observés chez les souris B7.2 Tg L.31.

Photographies démontrant des symptomes neurologiques affectant les souris B7.2 Tg
L31. Faiblesse et paralysie partielle des membres inférieurs (A, B) ainsi que rétraction
lorsque les souris sont maintenues par la queue (C).



Figure 1
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suggére un déficit neurologique. Les souris affectées par cette pathologie présentent une
perte de poids graduelle accompagnée d’une accentuation progressive des différents
symptdmes menant ultimement a la mort. L’age médian auquel les souris B7.2 Tg L31
développent les premiers symptomes cliniques est de 136 + 26 jours. L’incidence et la
pénétrance de la pathologie ne sont pas affectées par I’hébergement des souris dans trois
complexes animaliers différents ou par a la re-dérivation de la lignée 31 par transfert
d’embryons. Les souris B7.2 Tg L31 qui présentent des symptomes sont décrites comme
symptomatiques et celles qui n’ont pas atteint le stade des manifestations cliniques sont
décrites comme précliniques. Fait important, ces symptdmes neurologiques n’ont jamais
été observés chez les souris B7.2 Tg L27 (n=29), une autre lignée indépendante de souris

B7.2 Tg.

3.0.2 Infiltrats cellulaires et 1ésions de démyélinisation dans le tissu nerveux des

souris B7.2 Tg L31

Les souris B7.2 Tg L31 symptomatiques ont été examinées pour vérifier la
présence d’infiltrats de cellules immunes au niveau du systéme nerveux. Des analyses
histologiques révelent la présence de cellules infiltrantes de morphologie lymphoide dans
le parenchyme de la moelle épiniere (Fig. 2A). Ces infiltrats cellulaires ont été détectés
dans la matiére blanche et grise tout au long de la moelle épiniére et ont été dénombrés
selon les régions (sacrale, lombaire, thoracique, ou cervicale). Le plus grand nombre
d’infiltrats fut constamment trouvé dans la matiére blanche de la partie ventrale des

régions sacrales et lombaires de la moelle épiniére (Fig. 3A). Des infiltrats ont été
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Fig.2 Infiltration de cellules mononuclées dans le SN de souris B7.2 Tg.

Marquage hématoxyline/éosine de sections tissulaires provenant de la moelle épiniére (A,
D, G et J), de ganglions spinaux (B, E, H et K) et du cerveau (C, F, I et L) d’une souris
B7.2 Tg L31 symptomatique (Sympt. L31) (A-C), d’une souris B7.2 Tg L27 (L27) (D-F),
d’une souris C57BL/6 (Ct) (G-I) et d’une souris TCRP -/- B7.2 Tg L31 (TCRf -/- L31)
(J-L). Les fléches indiquent la présence d’infiltrats cellulaires.
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Fig. 3 Localisation des infiltrats inflammatoires dans le SN des souris B7.2 Tg L31
symptomatiques.

Les parties inférieures (i) et supéricures (i) de la région sacrale (S), lombaire (L),
thoracique (T) et cervicale (C) de la moelle épiniére ont été dissectées de souris B7.2 Tg
L31 symptomatiques (n=8). Cinq sections par région de moelle épini¢re et de ganglion
spinal ont été examinées par souris. Le nombre d’infiltrats inflammatoires présents dans
chaque région de la moelle épiniere (A) et du ganglion spinal (B) est présentg.
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également observés au niveau des ganglions spinaux ventraux et dorsaux des régions
inférieures de la moelle épiniére (Fig. 2B et 3B). Aucun infiltrat n’a été détecté au niveau
des nerfs sciatiques (résultat non montré). Des infiltrats périvasculaires et méningés ont
été observés dans les régions sous-ventriculaires et dans le bulbe rachidien de la moitié
des souris symptomatiques analysées (Fig. 2C). En accord avec ’absence de symptomes
neurologiques, aucun infiltrat n’a été détecté dans le systéme nerveux des souris B7.2 Tg
L27 et des souris C57BL/6 (Fig. 2D-F). Des études immunohistochimiques démontrent
que les infiltrats cellulaires trouvés au parenchyme de la moelle épiniére et dans les
ganglions spinaux des souris B7.2 Tg L31 symptomatiques contiennent des cellules CD4"
et CD8" (Fig. 4). Nous n’avons pas détecté la présence de lymphocyte B dans les
infiltrats (résultat non montré).

Nous avons vérifié 1’état de myélinisation du systéme nerveux (SN) des souris
B7.2 Tg L31 symptomatiques et I’avons comparé a celui retrouvé chez une souris
CS7BL/6 (Fig 5). Des axones hautement myélinisés sont observés partout dans le tissu
nerveux des souris C57BL/6 ainsi qu’une architecture tissulaire intacte (Fig. SA et 5B).
Les souris B7.2 Tg L31 symptomatiques montrent une perte de myéline autour de la
fissure ventrale du parenchyme de la moelle épiniére et dans les ganglions spinaux (Fig.
5C et 5D). On distingue également une désorganisation de 1’architecture tissulaire en
conjonction avec une présence de leucocytes aux sites démyélinisés chez les souris B7.2
Tg L31. Aucun infiltrat lymphocytaire n’a été détecté au coeur (Fig. 6A), au rein (Fig.
6B), au foie (Fig. 6C) ou au pancréas (Fig. 6D) des souris B7.2 Tg L31 symptomatiques.
Ces résultats suggérent que les symptomes neurologiques observés chez les souris B7.2

Tg L31 sont le résultat d’une infiltration leucocytaire spécifique au
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Fig.4 Caractérisation immunohistochimique de Pinfiltrat cellulaire dans le SN des
souris B7.2 Tg L31 symptomatiques.

Sections tissulaires de moelle épiniére (A, C) et de ganglions spinaux (B, D) marquées
pour 1’expression de la molécule CD4 (A, B) et CDS8 (C, D).
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Fig.5 Démyélinisation spontanée au SN des souris B7.2 Tg L31 symptomatiques.

Marquage au Bleu de Toluidine de sections tissulaires provenant de la moelle épiniére
(A, C) et de ganglions spinaux (B, D) d’une souris C57BL/6 (A, B) et d’une souris B7.2
Tg L31 symptomatique (C, D) qui révéle une démyélinisation sévére au systéme nerveux
des souris B7.2 Tg L31 symptomatiques.
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Fig.6 Spécificité tissulaire de Pinfiltration cellulaire dans les souris B7.2 Tg L31
symptomatiques. ;

Marquage hématoxyline/éosine de sections tissulaires provenant du coeur (A), du rein
(B), du foie (C) et du pancréas (D) d’une souris B7.2 Tg L31 symptomatique.



Figure 6
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SN qui méne a des dommages subséquents a la myéline du systéme nerveux central et du

systeme nerveux périphérique proximal.

3.0.3 Caractérisation de ’infiltration cellulaire au systéme nerveux

De fagon a caractériser I'infiltrat lymphocytaire trouvé au systeme nerveux des
souris B7.2 Tg L31, nous avons utilisé¢ une procédure permettant d’isoler les cellules T
infiltrant le tissu cible et ce, sans contamination par les cellules T de la circulation
sanguine (voir section 2.0.7). On retrouve une faible fréquence de cellules T dans le SNC
des souris C57BL/6 (Fig. 7A et 7B), comme déja rapporté (Brabb T. et al. 2000). Les
sourits B7.2 Tg L31 symptomatiques présentent une augmentation dramatique de la
fréquence de cellules T dans le SNC (Fig. 7A et 7B). Une augmentation de la fréquence
de cellules T dans le SNC est également observée chez les souris B7.2 Tg L31
précliniques (Fig. 7A et 7B), mais cette augmentation est inférieure a celle observée chez
les souris symptomatiques. Les souris B7.2 Tg L27, qui ne développent jamais la
pathologie, ne montrent qu’une trés faible augmentation de la fréquence de lymphocytes
T dans le SNC comparé aux souris C57BL/6 (Fig. 7A et 7B). L’analyse des sous-
populations de cellules T trouvées dans le SNC des souris B7.2 Tg L31 révéle une
prévalence des cellules T CD8". Le ratio de cellules T CD8"/CD4" dans le SNC des
souris B7.2 Tg L31 précliniques est plus élevé comparé a celui détecté chez les souris
C57BL/6 et cette augmentation devient encore plus marquée avec l’apparition de
manifestations cliniques (Fig. 7C).

Pour définir le phénotype des cellules T infiltrant le SNC, les populations isolées

ont été marquées avec des anticorps spécifiques pour des marqueurs d’activation et/ou
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Fig. 7 Fréquence de cellules T infiltrant le SNC des souris B7.2 Tg L31.

Analyse en cytométrie de flux de I’expression des molécules CD4 et CDS sur les cellules
mononuclées isolées du SNC des souris C57BL/6 (Ct), B7.2 Tg L27 (L27), B7.2 Tg L31
précliniques (Préclin. L31) et B7.2 Tg L31 symptomatiques (Sympt. L31) (A). Fréquence
de cellules T parmi les cellules mononuclées isolées du SNC des souris C57BL/6 (Ct;
n=6), B7.2 Tg L27 (L27; n=7), B7.2 Tg L31 précliniques (Préclin. L31; n=9) et B7.2 Tg
L31 symptomatiques (Sympt. L31; n=6) (B). Fréquence de cellules T CD8" parmi les
cellules T totales isolées du SNC et de la rate des souris C57BL/6 (Ct; n=6), B7.2 Tg L27
(L27; n=7), B7.2 Tg L31 précliniques (Préclin. L31; n=9) et B7.2 Tg L3l
symptomatiques (Sympt. L31; n=6) (C).
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Fig.8 Niveau d’expression élevé de la molécule CD44 sur les cellules T CD4" et CD8"
infiltrant le SNC des souris B7.2 Tg L31.

Analyse en cytométrie de flux de I’expression de la molécule CD44 sur les cellules T
CD4" et CDS" isolées du SNC (A) et des ganglions lymphatiques (B) de souris C57BL/6
(Ct), B7.2 Tg L31 précliniques (Préclin. L31) et B7.2 Tg L31 symptomatiques (Sympt.
L31). Ces résultats sont représentatifs de 4 expériences indépendantes.
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Fig.9 Faible niveau d’expression de la molécule CD62L sur les cellules T CD4" et
CDS$" infiltrant le SNC des souris B7.2 Tg L31.

Analyse en cytométrie de flux de ’expression de la molécule CD62L sur les cellules T
CD4" et CD8" isolées du SNC (A) et des ganglions lymphatiques (B) de souris C57BL/6
(Ct), B7.2 Tg L31 précliniques (Préclin. L31) et B7.2 Tg L31 symptomatiques (Sympt.
L31). Ces résultats sont représentatifs de 4 expériences indépendantes.
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des marqueurs caractérisant une population de cellules T mémoires/effectrices. La quasi-
totalité des cellules T CD4" et CDS" isolées du SNC des souris B7.2 Tg L31 précliniques
et symptomatiques expriment de hauts niveaux de molécules CD44 (Fig. 8A) et de bas
niveaux de molécules CD62L (Fig. 9A), un phénotype caractéristique des cellules T
mémoires/effectrices (CD44%"* CD62L™%).  On note également une légére
augmentation de la fréquence de cellules T mémoires/effectrices dans les ganglions
lymphatiques des souris B7.2 Tg L31 précliniques et symptomatiques comparativement
aux souris CS7BL/6 (Fig. 8B et 9B). Les souris B7.2 Tg L27, qui ne développent pas de
pathologie neurologique, présentent exactement la méme augmentation de fréquence de
cellules T mémoires/effectrices en périphérie que les souris B7.2 Tg L31 (Fournier S. et
al. 1997). Les cellules T isolées du SNC des souris B7.2 Tg L31 n’expriment pas le
marqueur d’activation précoce CD25 (résultat non montré).

Comme les marqueurs phénotypiques CD44 et CD62L ne permettent pas de
différencier les cellules T mémoires des cellules T effectrices, nous avons utilisé des
marqueurs ainsi que des essais fonctionnels plus spécifiques aux cellules T effectrices.
Nous avons observé qu’un pourcentage élevé de cellules T CDS" infiltrant le SNC des
souris B7.2 Tg L31 expriment des niveaux intermédiaires de CD11b/Mac-1, un marqueur
qui définit les cellules T CDS8" effectrices récemment activées (Christensen J. E. et al.
2001) (Fig. 10A). La proportion de cellules T CD8" isolées du SNC qui expriment
CD11b/Mac-1 passe de 19% = 1% chez les souris C57BL/6 a 39% % 1% chez les souris
B7.2 Tg L31 précliniques puis a 67% = 11% chez les souris B7.2 Tg L31
symptomatiques. Une forte production d’IFNy est une caractéristique phénotypique

fonctionnelle des cellules effectrices T¢1 pro-inflammatoires (Sad S. et al. 1995). La
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Fig.10 Niveau d’expression de la molécule CD11b et production intracellulaire
@’IFNy des cellules T CD8" isolées du SNC des souris B7.2 Tg L31.

Analyse en cytométrie de flux de I’expression de la molécule CD11b sur les cellules T
CDS8" isolées du SNC de souris C57BL/6 (Ct), B7.2 Tg L31 précliniques (Préclin. L31) et
B7.2 Tg L31 symptomatiques (Sympt. L31) (A). Analyse en cytométrie de flux de la
production intracellulaire d’IFNy et de I’expression de CD44 par les cellules T CD8"
1solées des ganglions lymphatiques (GL) et du SNC de souris C57BL/6 (Ct), B7.2 Tg
L31 précliniques (Préclin. L31) et B7.2 Tg L31 symptomatiques (Sympt. L31) aprés une
stimulation ex vivo de 3 heures avec anti-CD3 immobilisé (B). Ces résultats sont
représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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fréquence de cellules T CD8" productrices d’IFNy isolées du SNC et des ganglions
lymphatiques de souris C57BL/6, de souris B7.2 Tg L31 précliniques et de souris B7.2
Tg L31 symptomatiques a été mesurée (Fig. 10B). La fréquence de cellules T CD8"
CD44%"¢ productrices d’IFNy isolées du SNC est invariablement plus élevée chez les
souris B7.2 Tg L31 comparativement aux souris C57BL/6. Le SNC des souris B7.2 Tg
L31 symptomatiques montrent une fréquence plus élevée de cellules T CD8" CD44%'"
productrices d’IFNy comparativement au SNC des souris B7.2 Tg L31 précliniques (31%
+ 8% vs 13% = 2% respectivement). D’autre part, la fréquence de cellules T CD8"
CD44*"¢ productrices d’IFNy est significativement plus élevée dans le SNC que dans les
tissus lymphoides périphériques chez les souris B7.2 Tg L31 symptomatiques (Fig. 10B),
suggérant que les cellules T CD8' sont activées a 1’organe cible, soit le tissu nerveux.
Des analyses par RT-PCR ont été conduites sur ’ARNm extrait du SNC et des ganglions
lymphatiques provenant de souris CS7BL/6 ainsi que de souris B7.2 Tg L31 précliniques
et symptomatiques (Fig. 11). Nous avons détecté des niveaux €levés de transcrits codant
pour I'IFNy dans la moelle épiniére et les ganglions spinaux des souris B7.2 Tg L31
symptomatiques (Fig. 11A et 11B). Différents ARNm codant pour des molécules
effectrices des cellules T CD8" cytotoxiques comme la perforine et granzyme B ainsi que
la cytokine pro-inflammatoire TNF-a ont été détectés dans la moelle épiniére des souris
B7.2 Tg L31, les niveaux augmentant avec les manifestations cliniques (Fig 11A).
Collectivement, ces résultats démontrent clairement que 1’accumulation de cellules T
CD8" mémoires/effectrices dans le systéme nerveux corréle avec 1’état symptomatique

observé chez les souris B7.2 Tg L31.
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Fig.11 Détection de PARNm encodant des molécules inflammatoires et cytotoxiques
au SN des souris B7.2 Tg L31.

Analyse de I’expression relative de I’ARNm encodant la cytokine inflammatoire TNFa et
les molécules cytotoxiques perforine et granzyme B, par RT-PCR a partir de I’ARN
messager isolé de la moelle épiniere (ME) et des ganglions lymphatiques (GL) de souris
C57BL/6 (Ct), B7.2 Tg L31 précliniques (Préclin. L31) et B7.2 Tg L31 symptomatiques
(Sympt. L31) (A). Analyse de I’expression relative de ’ARNm de I’'IFNy par RT-PCR a
partir de I’ ARN messager isolé des ganglions spinaux de souris C57BL/6 (Ct), B7.2 Tg
L31 précliniques (Préclin. L31) et B7.2 Tg L31 symptomatiques (Sympt. L31) (B).
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3.0.4 La molécule de costimulation B7.2 est exprimée de facon constitutive dans le

systeme nerveux des souris B7.2 Tg L31

L’infiltration leucocytaire observée chez les sourts B7.2 Tg L31 étant clairement
restreinte au niveau du SN, nous avons vérifié le niveau d’expression de la molécule B7.2
dans le SN des souris B7.2 Tg L31 ainsi que dans le SN des souris B7.2 Tg L27 qut ne
développent aucun symptdme neurologique. Dans les souris B7.2 Tg L31, Pexpression
de la molécule B7.2 a été¢ détectée par immunohistochimie dans le parenchyme de la
moelle épiniére sur des cellules morphologiquement similaires aux cellules de la
microglie et également détectée dans les ganglions spinaux sur des cellules ayant une
morphologie plutdt arrondie et amoeboide (Fig. 12A). Nous avons utilisé la cytométrie
de flux pour caractériser les sous-populations cellulaires exprimant la molécule B7.2 dans
le systétme nerveux. Les leucocytes infiltrants et les cellules myéloides résidentes
peuvent étre discriminées selon I’expression relative des molécules CD45 et CD11b/Mac-
1 (Sedgwick J. D. et al. 1991). Les lymphocytes T (CD45%"¢ CD11b™), les
macrophages (CD45%*" CD11b") et la microglie (CD45™" CD11b") peuvent donc étre
caractérisés suite lgur isolation du SNC. La molécule B7.2 est exprimée fortement sur
les cellules de la microglie (CD45%"¢ CD11b") des souris B7.2 Tg L31 précliniques et
symptomatiques (Fig. 12B). A 1’opposé, les niveaux d’expression de la molécule B7.2
sur la microglie des souris B7.2 Tg L27 sont comparables a ceux observés chez les souris
C57BL/6 (Fig. 12B). Chez de jeunes souris B7.2 Tg L31 (3-4 semaines) qui montrent
une fréquence de cellules T dans le SNC comparable a celle observée chez les souris de
type sauvage, les cellules de la microglie expriment des niveaux de la molécule B7.2

identiques a ceux observés chez les souris B7.2 Tg L31
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Fig. 12 Expression de 1a molécule B7.2 au SN des souris B7.2 Tg L31 précliniques et
symptomatiques.

Marquages immunohistochimiques pour la molécule B7.2 effectués sur des sections de
moelle épiniére et de ganglion spinal d’une souris B7.2 Tg L31 préclinique montrant
I’expression de B7.2 sur des cellules isolées a la morphologie microgliale (A). Analyse
en cytométrie de flux de I’expression de B7.2 et de CD45 par les cellules CD11b" isolées
du SNC des souris C57BL/6 (Ct), B7.2 Tg L27 (L27), B7.2 Tg L31 précliniques (Préclin.
L31) et B7.2 Tg L31 symptomatiques (Sympt. L31) toutes dgées de 3 mois (B). Ces
résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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Fig.13 Expression constitutive de la molécule B7.2 dans le SN des souris B7.2 Tg
L31. .

Analyse en cytométrie de flux de I’expression des molécules CD4 et CDS par les cellules
1solées du SNC de souris C57BL/6 (Ct) et B7.2 Tg L31 agées de 4 semaines (L31) ainsi
que I’expression des molécules B7.1, B7.2 et CD45 par les cellules CD11b" isolées du
SNC des C57BL/6 (Ct) et B7.2 Tg L31 agées de 4 semaines (L31) (A). Marquages
immunohistochimiques pour la molécule B7.2 effectués sur des sections de moelle
épiniere et de ganglion spinal d’une souris TCR -/- B7.2 Tg L31 montrant 1’expression
de B7.2 sur des cellules isolées a la morphologie microgliale (B). Analyse en cytométrie
de flux de I’expression des molécules B7.2 et CD45 par les cellules CD11b" isolées du
SNC des souris C57BL/6 TCR§ -/- (Ct), TCRp -/- B7.2 Tg L27 (L27) et TCRp -/- B7.2
Tg L31 (L31) toutes agées de 3 mois (C). Ces résultats sont représentatifs de 3
expériences indépendantes.
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adultes (12 semaines) (Fig. 13A). L’homologue B7.1, dont I’expression est connue pour
étre augmentée sur les cellules de la microglie activées (Issazadeh S. et al. 1998, Lyons J.
A. et al. 1999) n’est pas exprimé sur les cellules CD45™" CD11b" des jeunes souris
B7.2 Tg L31 (Fig. 13A). Ces résultats suggerent que I’expression de la molécule B7.2
par la microglie est indépendante de 1’état d’activation de la microglie et antérieure a
I’infiltration des lymphocytes T.

Des études ont suggéré que la microglie pouvait s’activer en réponse a une
inflammation périphérique (Rivest S. et al. 2000). Pour exclure la possibilit¢ que
I’augmentation d’expression de la molécule B7.2 observée sur la microglie des souris
B7.2 Tg L31 serait le reflet d’une inflammation périphérique induite par les lymphocytes
T transgéniques, nous avons généré des souris B7.2 Tg sans aucun lymphocyte T
exprimant un TCR o/f (souris TCRp -~ B7.2 Tg L31). Les analyses
immunohistochimiques ont révélé que la molécule B7.2 est exprimée sur des cellules
morphologiquement similaires a la microglie et sur des cellules de morphologie
amoeboide dans le parenchyme de la moelle épiniére et dans les ganglions spinaux des
souris TCRp -/- B7.2 Tg L31 (Fig. 13B). Les analyses en cytométrie de flux démontrent
que les niveaux d’expression de la molécule B7.2 sur les cellules de la microglie
CD45™®*° CD11b* des souris TCRB -/- B7.2 Tg L31 sont aussi élevés que ceux observés
dans les souris TCRp +/+ B7.2 Tg L31 (Fig. 13C). Ces résultats démontrent que la

molécule B7.2 est constitutivement exprimée sur les cellules de la microglie du SNC des

sourts B7.2 Tg L31.
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3.0.5 Les lymphocytes T transgéniques et I’expression de 1a molécule B7.2 dans le

systéme nerveux sont requis pour I’induction de Ia pathologie

Les souris TCRf -/- B7.2 Tg L31 n’ont jamais montré de symptOmes
neurologiques (n=27), et ce sur une période de 12 mois. De plus, des analyses
histologiques ont démontré 1’absence d’infiltrats de cellules mononuclées dans la moelle
épiniére ainsi que dans les ganglions spinaux des souris TCR -/- B7.2 Tg L31 agées de 3
mois (Fig. 2J-L). Ces résultats démontrent que les cellules T qui expriment un TCR o/f
sont requises pour le développement de la pathologie affectant le systéme nerveux des
souris B7.2 Tg L31. Pour déterminer le role de 1’expression constitutive de la molécule
B7.2 au systéme nerveux dans le développement de la pathologie neurologique, des
expériences de transferts adoptifs ont €té conduites. Des cellules T isolées de la rate et de
ganglions lymphatiques de souris B7.2 Tg L31 ont été transférées dans des souris TCR -
/- B7.2 Tg L31 ou des souris TCRp -/- C57BL/6. Deux mois apres transfert, 7 des 8
souris TCRp -/- B7.2 Tg L31 ayant recu des cellules T isolées d’une souris B7.2 Tg L31
ont montré de 1égers symptdmes cliniques (faiblesse des membres inférieurs ainsi qu’un
manque de coordination lors de déplacements sur les barreaux métalliques de la cage).
Aucun symptéme neurologique n’a été observé chez les souris receveuses TCRf -/-
C57BL/6 ayant regu des cellules T isolées d’une souris B7.2 Tg L31 (n=6). Les infiltrats
cellulaires isolés des SNCs prélevés sur les différentes souris receveuses ont été analysés
en cytométrie de flux. Suite au transfert de cellules T isolées d’une souris B7.2 Tg L31
chez des souris receveuses TCRP -/- B7.2 Tg L31 ou TCRf -/- C57BL/6, des cellules T
exprimant la chaine p du TCR ont été détectés uniquement dans le SNC des souris

receveuses TCRP -/- B7.2 Tg L31 (Fig. 14A). Un marquage immunohistochimique pour
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Fig.14 L’expression constitutive de 1a molécule B7.2 dans le SNC est nécessaire pour
le transfert de la pathologie par les lymphocytes T transgéniques.

Huit semaines aprés le transfert adoptif de 20x10° cellules T isolées a partir de la rate et
de ganglions lymphatiques d’une souris B7.2 Tg L31 agées de 3 mois, les cellules
mononuclées isolées du SNC des souris TCRf -/- B7.2 Tg L31 et C57BL/6 TCRp -/-
ayant regu des cellules T B7.2 Tg furent analysées en cytométrie de flux pour
I’expression des molécules TCRP et CD8 et comparées a une souris TCRp -/- B7.2 Tg
L31 ayant re¢u du PBS (A). Marquages immunohistochimiques pour la molécule B7.2
effectués sur des sections de moelle épini¢re d’une souris TCRf -/- B7.2 Tg L31 ayant
recu du PBS, d’une souris TCRp -/- B7.2 Tg L31 ayant recu des cellules T B7.2 Tg et
d’une souris C57BL/6 TCR -/- ayant regu des cellules T B7.2 Tg (B). Ces résultats sont
représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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la molécule B7.2, constitutivement exprimée par les cellules T Tg, révele la présence
d’infiltrats lymphocytaires dans le SNC des souris receveuses TCRp -/- B7.2 Tg L31.
Aucune infiltration ne survient dans le SNC des souris receveuses TCRp -/- C57BL/6
(Fig. 14B). Des cellules T isolées de la rate et de ganglions lymphatiques de souris
C57BL/6 qui sont ensuite transférées dans des souris receveuses TCRp -/- B7.2 Tg L31
(n=5) n’ont induit aucun symptdme clinique (n=5) ou infiltration de cellules T dans le
SNC (résultat non montré). Ces résultats indiquent clairement que le processus de
démy¢linisation spontanée observé chez les souris B7.2 Tg L31 est induit par les cellules
T et que ’expression constitutive de la molécule B7.2 sur les cellules résidentes du SNC

est requise pour le développement de la pathologie.
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4.0 Résultats (section 2)

Les travaux présentés dans cette section ont été proposés sous la forme d’un
article au Journal of Immunology & 1’automne 2005, article qui a été accepté avec
révisions. Je suis le premier auteur de cet article. Ma contribution directe aux résultats
présentés est intégrale pour toutes les figures a 1’exception des études
immunohistochimiques (Fig. 16) ot ma contribution directe se limite aux croisements des
souris utilisées, les perfusions intra-cardiaques, les prélévements des organes et leur
inclusion dans une solution préservative. Voici un rappel des objectifs visés dans cette
section;

i) définir les roles respectifs des cellules T CD8" et CD4" dans la pathologie observée,

ii) effectuer I’analyse du répertoire des cellules T CD8" infiltrées au systéme nerveux des
souris B7.2 Tg L31,

ii1) étudier I’état d’activation de la microglie avant et aprés 1’apparition des symptomes
neurologiques et,

iv) déterminer le réle joué par la cytokine IFNy, une cytokine produite par les

. lymphocytes T CD8+ activés, dans le développement de la pathologie.

4.0.1 Pathogenese accélérée chez les souris B7.2 Tg L.31 déficientes en cellules T

CD4"

Pour étudier la contribution relative des deux sous-populations de cellules T dans
la pathologie observée, nous avons produit des souris B7.2 Tg L31 déficientes pour la

génération de cellules T CD4" en croisant les souris B7.2 Tg L31 avec des souris portant
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une délétion dans le géne encodant la chaine f de la molécule I-A du CMH 11 (souris I-
AB -/-) (Grusby M. J. et al. 1991). Les souris B7.2 Tg L31 étant sur la base génétique
CS57BL/6 dans laquelle I’expression de la molécule I-E du CMH II est compromise, les
souris I-Ap -/- B7.2 Tg L31 ont un défaut majeur pour la différentiation thymique des
cellules T CD4" et seulement 3-4% de cellules T CD4" sont trouvées dans les ganglions
lymphatiques périphériques (Grusby M. J. et al. 1991). Les souris I-Af -/- B7.2 Tg L31
démontrent exactement les mémes symptomes neurologiques que les souris I-Af +/+
B7.2 Tg L31: rétraction des membres inférieurs lorsque la souris est soulevée par la
queue, flaccidité de la queue ainsi qu’un manque de coordination et de proprioception
lors des déplacements sur les barreaux métalliques de la cage. Ces symptdmes
surviennent cependant significativement plus rapidement chez les souris I-Ap -/- B7.2 Tg
L31 que chez les souris [-Af +/+ B7.2 Tg L31 (Fig. 15A). Chez les souris I-Ap -/- B7.2
Tg L31 (n = 23), les premiers signes cliniques apparaissent a 1’age de 59 + 10 jours tandis
que les souris B7.2 Tg L31 présentent les premiers signes cliniques a 1’age de 133 + 26
jours (p<0.001). L’effet observé de I’absence de cellules T CD4" sur le développement
de la pathologie a été confirmé pér le croisement des souris B7.2 Tg L31 avec des souris
déficientes pour la molécule CD4 (souris CD4 -/-) qui a produit des souris CD4 -/- B7.2
Tg L31 démontrant la méme pathologie accélérée (66 =+ 20 jours, n = 20) (Fig. 15A). Les
analyses en cytométrie de flux révélent que la fréquence de cellules T CD8" dans le SNC
des souris I-AB -/- B7.2 Tg L31 est systématiquement plus élevée que celle observée
chez les souris I-Af +/+ B7.2 Tg L31 de méme age (Fig. 15B), démontrant une
accumulation/expansion accélérée des cellules T CD8" dans le SNC des souris I-Ap -/-

B7.2 Tg L31 comparativement au souris I-Af} +/+ B7.2 Tg L31. Le déclenchement
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Fig. 15 Pathogené¢se accélérée chez les souris B7.2 Tg L31 déficientes pour les
cellules T CD4".

L’état clinique des souris B7.2 Tg L31 (n = 31), [-AB -/- B7.2 Tg L31 (n = 23), CD4 -/-
B7.2 Tg L31 (n = 20) et OT-1 TCR Tg B7.2 Tg L31 (n = 19) a été évalué chaque
semaine sur une période de 8 mois pour établir la fréquence de souris présentant une
rétraction des membres postérieurs lorsque maintenues par la queue (A). Analyse en
cytométrie de flux de la fréquence de cellules T CD4" et CD8" isolées & partir du SNC de
souris I-AP -/- B7.2 Tg L31 et I-Ap +/+ B7.2 Tg L31 agées de 4, 6 et 8 semaines (B).
Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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Fig.16 Démyélinisation et dommages axonaux spontanés dans le SNC de souris I-AB
-/- B7.2 Tg L31 symptomatiques.

Sections tissulaires provenant de la moelle épiniére d’une souris I-Af -/- Ct (A, C) et
d’une souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 symptomatique (B, D) marquées avec la combinaison
du colorant Hoeschst (bleu) et d’un anticorps monoclonal RIP (rouge) spécifique pour la
myéline (A, B) ou marquées avec |’anticorps SMI-32 (rouge) spécifique pour les
neurofilaments de type H déphosphorylés (C, D).
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hatif des symptomes neurologiques chez les souris dépourvues de cellules T CD4' corréle
donc avec I’accumulation/expansion accélérée des cellules T CD8' dans le SNC. Nous
avons également vérifié si les symptdmes neurologiques observés étaient aussi associés a
une démyélinisation au niveau du SNC des souris déficientes en cellules T CD4". Des
sections de moelle épiniére de souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques et I-Af -/-
C57BL/6 ont été immuno-marquées avec I’anticorps RIP spécifique pour la myéline qui
marque le corps et les extensions cellulaires des oligodendrocytes matures. Les sections
ont été contre-marquées avec le colorant nucléaire Hoesht, permettant la visualisation de
I’infiltrat cellulaire. Les analyses en immunofluorescence révelent une perte notable de
cellules RIP' dans la moelle épiniére des souris I-Ap -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques,
particuliérement dans les zones ou les infiltrats cellulaires sont les plus nombreux (Fig.
16B). Les dommages axonaux ont également été évalués en utilisant 1’anticorps SMI-32
qui est spécifique pour les neurofilaments H déphosphorylés, un indicateur sensible d’une
perturbation axonale (Gilgun-Sherki Y. et al. 2003, Pitt D. et al. 2000, Werner P. et al.
2000). On peut observer plusieurs régions positives pour ’anticorps SMI-32 dans les
. sections de moelle épiniére de la souris [I-Af -/- B7.2 Tg L31 symptomatique, indiquant
des dommages axonaux significatifs (Fig. 16D). Les sections de moelle épiniére des
souris I-Ap -/- C57BL/6 présentent une présence uniforme de cellules RIP" sans infiltrats
cellulaires et ne montrent aucun marquage significatif pour I’anticorps SMI-32 (Fig. 16A
et 17C). Collectivement, ces résultats indiquent que la pathologie associée a la
démyélinisation du SNC chez les souris B7.2 Tg L31 est une pathologie induite par les

cellules T CD8" et que les cellules T CD4" ont un réle immunorégulateur.
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4.0.2 Inhibition de la pathogenése chez les souris B7.2 Tg L31 par la restriction du

répertoire des cellules T

Nous avons voulu vérifier si le développement des symptdmes neurologiques
chez les souris B7.2 Tg L31 nécessitait une stimulation antigénique des cellules T via
leur TCR ou si leur recrutement et leur activation dans le SNC ¢€taient indépendants de
toute reconnaissance antigénique spécifique au tissu infiltré. Dans ce dessein, nous avons
restreint le répertoire des souris B7.2 Tg L31 en les croisant avec des souris OT-1 TCR
Tg. Les souris OT-1 TCR Tg ont une fréquence élevée (~95%) de cellules T CD8"
clonotypiques (Va2 VB5") et la population de cellules T CD4" est fortement diminuée
comparativement a des souris C57BL/6 (Hogquist K. A. et al. 1994). Le TCR
transgénique OT-1 reconnait spécifiquement le peptide 254-267 de 1’ovalbumine, un
antigéne qui n’est manifestement pas exprimé dans le SNC. Comme rapporté, les souris
OT-1 Tg et OT-1 B7.2 Tg L31 ont toutes une fréquence trés élevée de cellules T CD8"
Va2" dans les ganglions lymphatiques périphériques (Fig. 17A).

Les souris OT-1 B7.2 Tg L31 (n=20) maintenues dans la colonie pendant 12 mois
n’ont jamais développé ae symptomes neurologiques. Nous avons isolé les cellules
mononuclées du SNC de souris OT-1 B7.2 Tg L31 agées de 5 mois, 4ge auquel les souris
B7.2 Tg L31 moritrent une infiltration importante de cellules T CD8" dans le SNC, pour
analyser en cytométrie de flux la fréquence de cellules T présentes. La fréquence de
cellules T CD8" dans le SNC est remarquablement plus élevée chez les souris B7.2 Tg
L31 comparativement aux souris C57BL/6 et aux souris OT-1 B7.2 Tg L31 (Fig. 17B).
Aucune différence significative dans la fréquence des cellules T CD8" dans le SNC n’a

été observée entre les souris OT-1 Tg , les souris OT-1 B7.2 Tg L31 et les souris

85



Fig. 17 Absence de cellules T CDS8" infiltrantes au SNC de souris OT-1 TCR Tg B7.2
Tg L31. '

Analyse en cytométrie de flux de I’expression des molécules CD8 et de Va2 sur les
cellules isolées a partir des ganglions lymphatiques (GL) de souris C57BL/6 (Ct), B7.2
Tg L31 (L31), OT-1 TCR Tg (OT-1), OT-1 TCR Tg B7.2 Tg L31 (OT-1 L31) 4gées de 5
mois (A). Analyse en cytométrie de flux de la fréquence de cellules T CD4" et CD§"
isolées du SNC de souris C57BL/6 (Ct), B7.2 Tg L31 (L31), OT-1 TCR Tg (OT-1), OT-1
TCR Tg B7.2 Tg L31 (OT-1 L31) agées de 5 mois (B). Ces résultats sont représentatifs
de 3 expériences indépendantes.
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C57BL/6 (Fig. 17B). Ces résultats démontrent que le phénomene d’infiltration des
cellules T CD8" dans le SNC des souris B7.2 Tg n’est pas indépendant de toute
reconnaissance antigénique et qu’un répertoire polyclonal est requis pour
I’expansion/accumulation des cellules T CD8" dans le SNC des souris B7.2 Tg L31 ainsi

que pour le développement spontané des manifestations cliniques.

4.0.3 Analyse du répertoire TCR des cellules T CD8" infiltrées dans le SNC des

souris I-Af -/- B7.2 Tg L31

De facon a mieux caractériser et a mieux comprendre la nature de
I’accumulation/expansion des cellules T CD8" dans le SNC des souris I-Af -/- B7.2 Tg
L31, nous avons analysé la distribution des tailles des transcrits de la troisiéme région
hypervariable (CDR3) des chaines variables § (VB) des TCR isolés de la moelle épiniere
par la méthode de I'immunoscope des CDR3. Une reconnaissance de neuroantigenes
spécifiques par les cellules T CD8" trouvées dans le SNC des souris I-Ap -/- B7.2 Tg L31
se traduirait par une distribution biaisée des tailles de la région CDR3 et constituerait un
répertoire de lymphocytes T oligoclonal. Inversement, une distribution gaussienne des
tailles de la région CDR3 refleterait la présence d’un répertoire polyclonal et indiquerait
que I’accumulation de cellules T CD8" dans le SNC est aléatoire et indépendante de toute
reconnaissance antigénique. L’ immunoscope des CDR3 a été effectué¢ pour 21 régions
variables VB du TCR a partir des cDNAs obtenus des transcrits isolés de moelles
épinicres de souris [-Af -/- B7.2 Tg L31 légerement symptomatiques (souris agées de 5 a

7 semaines) et séverement symptomatiques (souris agées de 10 semaines).
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L’immunoscope des régions CDR3 a partir des transcrits obtenus d’un pool de ganglions
lymphatiques (brachiaux, inguinaux et axillaires) des mémes animaux a été fait en
paralléle pour permettre la comparaison entre le répertoire des cellules T CD8" infiltrant
le SNC et le répertoire des cellules T CD8" périphériques. On peut voir a la figure 18 des
exemples représentatifs de I’immunoscope des régions CDR3 effectués sur les cellules T
CD8" périphériques (Fig. 18A) et sur les cellules T CD8" isolées a partir du SNC (Fig.
18B et 18C) de souris [-Ap -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques. Les résultats de tous les
immunoscopes obtenus sont résumés dans le tableau 1. L’analyse des immunoscopes des
régions CDR3 des cellules T CD8" infiltrant le SNC d’une souris I-A -/- B7.2 Tg L31 .
agée de 7 semaines indique que plusieurs familles V montrent une distribution biaisée
(Fig. 18B). A I’inverse, les immunoscopes des régions CDR3 effectués sur les cellules T
CDS8" périphériques du méme animal montrent une distribution gaussienne pour toutes
les familles VP (Fig. 18A) et indique que les cellules T CD8" périphériques constituent
un répertoire polyclonal. Ces résultats indiquent que I’accumulation/expansion des
cellules T CD8" dans le SNC des souris I-Ap -/- B7.2 Tg L31 est sélective et non
aléatoire durant le stade précoce de la pathogen¢se.

En comparant les distributions des tailles de la région CDR3 dans le SNC de
souris [-Ap /- B7.2 Tg L31 agées de 10 semaines (Fig. 18C et Tableau 1) a celles
obtenues chez les souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 dgées de 7 semaines (Fig. 18B et Tableau
1), nous avons observé que la fréquence de familles VB présentant une distribution
gaussienne était significativement plus élevée (p<0.01) au SNC des souris dgées de 10

semaines comparativement au SNC des souris dgées de 7 semaines (Tableau I). Ces
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Fig. 18 Analyse du répertoire des cellules CD8" infiltrant le SNC des souris I-Af -/-
B7.2 Tg L31.

Distributions des tailles de la région CDR3 de la chaine B du TCR des cellules T CD8"
obtenues des ganglions lymphatiques (GL) d’une souris I-Ap -/~ B7.2 Tg L31
symptomatique agée de 7 semaines (A) et du SNC de souris I-Af -/- B7.2 Tg L31
symptomatiques agées de 7 (B) et 10 semaines (C). Les distributions clairement biaisées
sont indiquées par un astérisque.
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Tableau 1. Analyse cinétique de la distribution des tailles de la région CDR3 de la
chaine B du TCR des cellules T CD8" présentes dans les ganglions lymphatiques (GL) et
dans le SNC des souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 agées de 5, 7 et 10 semaines.



Tableau 1

GL

(n) Age % VP biaisé No VB dét.

SNC

% Vg biais€ No VB dét.  Sympt.

(3) Ssem. 0 21
(5) 7sem. 0 21
(3) 10 sem. 0 21

57 x4 14+2 -
58+3 21 +£03 +
20 + 6F 21 +++

n
Nombre de souris analysée

i p=0.01
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résultats suggérent que le répertoire de cellules T CD8' présentes dans le SNC évolue
avec la pathogenése, passant d’un répertoire trés restreint chez les souris I-Af -/- B7.2 Tg
L31 légerement symptomatiques a un répertoire plus diversifié chez les souris I-Af -/-
B7.2 Tg L31 sévérement symptomatiques. Les cellules T CD8" périphériques des toutes
les souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques montrent une distribution gaussienne des
tailles CDR3 pour tous les VP testés (Tableau I), indiquant un répertoire périphérique
polyclonal pour toutes les souris analysées et qui n’est pas altéré avec 1’Age de la souris.
Pour déterminer si les VP démontrant une distribution biaisée des tailles CDR3
dans le SNC des souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques représentent une
population oligoclonale, nous avons cloné et séquencé les ADNc dérivés de familles Vf
présentant une distribution des tailles CDR3 biaisée et nous avons comparé ces séquences
avec celles obtenues a partir de familles VB présentant une distribution gaussienne des
tailles de la région CDR3 (Fig. 19). Les résultats obtenus de 5 souris sont résumés dans
le tableau 2. Tous les clones dérivés des VP présentant une distribution gaussienne des
tailles de la région CDR3 montrent des séquences peptidiques uniques, ce qui confirme la
nature polyclonale de la pOpl.,llatiOIl.. Inversement, un clonotype prédominant a été
identifié dans tous les cas de familles V présentant une distribution des tailles de la
région CDR3 nettement biaisée. En effet, chaque souris analysée affiche un clonotype
surreprésenté parmi les ADNc clonés pour chaque famille VB biaisée. La souris M1
possede un clonotype constituant 81% (26/32) de tous les ADNc VB6 clonés. Les autres
souris analysé€es présentent toutes des clonotypes surreprésentés, leur représentation

variant de 16% (5/32) a 53% (16/30) de tous les clones séquencés. Méme si quelques
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Fig. 19 Exemples de familles VB choisies pour le clonage et le séquencage de la
région CDR3 de la chaine § du TCR.

Familles VP choisies chez 3 souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques dgées de 7
semaines pour clonage et séquencage selon leurs distributions biaisées (V6 et VP11 de
la souris M1, VB14 et VB18 de la souris M2, VP10 et VPAI1 de la souris M3) et
gaussiennes (VB9 de la souris M1, VB1 de la souris M2 et VB8.1 pour la souris M3) des
tailles du CDR3 de la chaine f du TCR des cellules T CD8" infiltrant le SNC.
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Tableau 2. Séquences amino-peptidiques de la région CDR3 de la chaine § du TCR des
cellules T CD8" infiltrant le SNC de 5 souris I-Ap -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques dgées
de 7 semaines.



Tableau 2

M1
.}
VB-ig (N)D(N) Jg Taille Fréquence
6-1.3 CASS IDRF SGNTLY 10 26/32
1121 CASS VTGG AEQF 8 528
11-12 CASS LDGY SDYT 8 428
1127 CASS WGTGP YEQY 9 328
1121 CASS TGTGG YAEQF 10 2728
121 CASS LVQL AEQF 8 228
9 CASS séquences unigues 123
M2
A A
VB-Ip (N)D(N) Jg Taille Fréquence
1427 CAWS LOGWGV EQY 8 16/30
1427 CAWS RDWG YEQY 8 530
1427 CAWS RDWGG YEQY 9 230
1427 CAWS RGV EQY 6 2030
14-2.1 CAWS LGAH AEQF 8 230
18-21 Ccss RDRGR AEQF 9 11129
1821 CSss LRDN YAEQF 9 429
1827 CSS RIGG SYEQY 9 129
1827 Css SPDRV YEQY 9 3/29
1827 CSs SPEPV YEQY 9 229
18-2.7 Css SLGPT YEQY 9 2/29
1 CASS séguences unigues 122
M3
- ... ]
VB-Jp (N)D(N) iB Taille Fréquence
11-11 CASS 8GQY TEVF 8 1032
11-23 CASS LPGGA SAETLY 1 2/32
1127 CASS RGTG YEQY .3 232
21 CASS LHRY YAEQF 9 2i32
1127 CASS RDWGN YEQY 9 32
1027 CASS KIPPRN YEQY 10 532
10-2.1 CASS YYWGGE AEQF 10 2/32
8.1 CASS séquences uniques 125
M4
Lo
VB-1p (NYD(N) B Taille Fréquence
10-1.2 CASS IRVA NSDYT 9 13226
W27 CASS DWGY YEQY 8 426
1027 CASS SRLGG YEQY 9 426
10-2.1 CASS LILGY YAEQF 9 226
M5
L
VB-Jg (N)D(N) B Taille Fréquence
7-2.1 CASS YWAN YAEQF 9 9729
721 CASS PGGN YAEQF 9 729
7-27 CASS PDI YEQY 7 329
727 CASS LFWGG YEQY 9 2/29
721 CASS LGRGS YAEQF 10 2i29
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familles VB affichant une distribution biaisée des tailles de la région CDR3 ont été
détectées dans différentes souris (comme VP10 et VB11), aucune famille Vf n’a été
invariablement identifiée parmi toutes les souris I-Ap -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques.
De plus, il est important de noter que les séquences peptidiques du CDR3 surreprésentées
sont différentes d’une souris a l’autre et aucune séquence consensus ne semble se
dégager. L’ensemble de ces données indique que la distribution biaisée des tailles CDR3
des chaines variables B du TCR des cellules T CDS8" isolées du SNC des souris I-Ap -/-

B7.2 Tg L31 symptomatiques 1égéres représente une population oligoclonale.

4.0.4 L’état d’activation de la microglie corréle avec I’induction de la pathologie

chez les souris B7.2 Tg L31

Les cellules de la microglie s’activent raptdement dans la plupart des situations
inflammatoires et dégénératives affectant le SNC (Gehrmann J. 1996, Kreutzberg G. W.
1996) et cette activation des cellules de la microglie est notamment trés importante pour
Iinitiation de ’EAE (Heppner F. L. et al. 2005). Les cellules de la microglie activées
possédent les caractéristiques phénotypiques de CPA professionnelles, notamment
I’augmentation de 1’expression des molécules des CMH de classe [ et 11, I’augmentation
de I’expression du corécepteur CD40 et I’augmentation de I’expression des molécules de
costimulation B7.1 et B7.2 (Carson M. J. 2002, Guillemin G. J. et al. 2004, Olson J. K. et
al. 2001). Nous avons vérifié 1’état d’activation des cellules de la microglie chez les
sourts B7.2 Tg L31. L’expression des molécules des CMH I et I, Pexpression du
récepteur CD40 et ’expression de la molécule B7.1 sont significativement augmentées

sur les cellules de la microglie (cellules CD45™" CD11b") isolées des souris B7.2 Tg
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Fig. 20 Activation des cellules de 1a microglie dans le SNC de souris B7.2 Tg L31
symptomatiques.

Analyse en cytométrie de flux du niveau d’expression des molécules de CMH classe I H-
2K", de CMH classe I1 I-A®, de B7.1 et de CD40 sur les cellules de la microglie (CD11b"
CD45™®*) isolées du SNC d’une souris C57BL/6 (histogramme plein) et d’une souris
B7.2 Tg L31 symptomatique (histogramme vide). Ces résultats sont représentatifs de 3
expériences indépendantes.
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L31 symptomatiques (Fig. 20). Ces résultats indiquent que les cellules de la microglie
retrouvées dans le SNC des souris B7.2 Tg L31 symptomatiques sont activées. Il est
intéressant de noter que ’expression des molécules du CMH de classe I est augmentée
davantage que celle des molécules du CMH de classe 11 sur les cellules de la microglie
des souris B7.2 Tg L31 symptomatiques. Pour déterminer si ’activation des cellules de
la microglie était la conséquence de ’influx massif de cellules T dans le SNC des
animaux symptomatiques, nous avons vérifié le niveau d’expression des mémes
marqueurs phénotypiques sur des cellules de la microglie isolées de jeunes souris B7.2
Tg L31 (4gées de 3 semaines) qui présentent une faible fréquence de cellules T dans le
SNC et aucun symptome. Nous avons détecté sur les cellules de la microglie de ces
jeunes souris B7.2 Tg L31 précliniques un niveau d’expression des molécules du CMH
de classe I similaire a celui observé sur les cellules de la microglie des souris B7.2 Tg
L31 symptomatiques (Fig. 21A) et ce malgré une faible fréquence de cellules T dans le
SNC. Les niveaux d’expression des molécules B7.1 et CD40 sont ausst légérement
augmentés sur les cellules de la microglie des souris B7.2 Tg L31 4gées de 4 semaines
comparativement aux souris C57BL/6 du méme 4ge (Fig. 21A). Ces résultats démontrent
que I’activation des cellules de la microglie précéde les manifestations cliniques chez les
souris B7.2 Tg L31 et I’influx massif de cellules T CD8" dans le SNC.

I1 a été démontré in vitro que des cellules T activées peuvent stimuler les cellules
de la microglie de facon non spécifique en absence d’antigene (Dasgupta S. et al. 2002,
Dasgupta S. et al. 2003). Pour déterminer si ’augmentation d’expression des molécules
du CMH, de B7.1 et de CD40 était attribuable a la plus grande fréquence de cellules T

mémoires dans le SNC des souris B7.2 Tg L31, nous avons analysé 1’expression des

96



Fig. 21 L’activation des cellules de la microglie dans le SNC de souris B7.2 Tg L31
précéde Pinfiltration par les cellules T CDS".

Analyse en cytométrie de flux de la fréquence de cellules T CD4" et CD8" isolées du
SNC de souris B7.2 Tg L31 agées de 4 semaines (A) et de souris B7.2 Tg L27 agées de 3
mois (B). Analyse en cytométrie de flux du niveau d’expression des molécules de CMH
classe I H-2K®, de B7.1 et de CD40 sur les cellules de la microglie (CD11b" CD45"")
isolées du SNC d’une souris C57BL/6 (Ct) (histogramme plein) et d’une souris B7.2 Tg
L31 agées de 4 semaines (histogramme vide). Analyse en cytométrie de flux du niveau
d’expression des molécules de CMH classe I H-2K® sur les cellules de la microglie
(CD11b" CD45"™") isolées du SNC d’une souris C57BL/6 (Ct) (histogramme plein) et
d’une souris B7.2 Tg L27 &dgées de 3 mois (histogramme vide). Ces résultats sont
représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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molécules du CMH classe I sur les cellules de la microglie de souris B7.2 Tg L27 qui ne
développent pas de symptomes mais qui présentent une proportion de lymphocytes T
mémoires dans le SNC supérieure a celle trouvée dans les souris C57BL/6 (Zehntner S.
P. et al. 2003). L’expression du CMH classe I sur les cellules de la microglie n’est pas
augmentée dans les souris B7.2 Tg L27 comparée au souris C57BL/6 malgré une
fréquence de cellules T dans le SNC similaire a celle observée chez les jeunes souris B7.2
Tg L31 (Fig. 21B). Ces résultats suggerent qu'une fréquence augmentée de cellules T
mémoires/effectrices dans le SNC n’est pas suffisante pour induire une augmentation de
I’expression des molécules du CMH classe [ chez les cellules de la microglie et que
I’expression constitutive de la molécule B7.2 sur la microglie est requise.

Le niveau d’expression des molécules du CMH I n’est pas augmenté sur les
cellules de la microglie isolées des souris RAG -/- B7.2 Tg L31 déficientes en
lymphocytes comparativement aux souris contrbles (Fig. 22A). Ces résultats démontrent
que méme si I’expression de la molécule B7.2 chez les souris Tg L31 est sous le contréle
du promoteur H-2K®, P’expression du transgéne par les cellules de la microglie n’affecte
* pas per se leur état d’activation et que les cellules T participent a I’activation des cellules
de la microglie chez les souris B7.2 Tg L31. Nous avons également observé que le
niveau d’expression des molécules du CMH I n’est pas augmenté sur les cellules de la
microglie isolées de souris OT-1 TCR Tg B7.2 Tg comparativement aux souris contrdles
(Fig. 22B). Ces résultats suggerent qu’en plus de la présence combinée de cellules T et
de ’expression de la molécule B7.2 dans le SNC, I’activation des cellules de 1a microglie
nécessite une reconnaissance antigénique de la part des lymphocytes T directement dans

le SNC. Nos observations démontrent que 1’activation des cellules de la microglie ne
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Fig. 22 L’activation des cellules de la microglie corréle avec les manifestations
cliniques dans le SNC.

Analyse en cytométrie de flux du niveau d’expression des molécules de CMH classe I H-
2K’ et de CMH classe II I-A® sur les cellules de la microglie (CD11b" CD45™°*) isolées
du SNC d’une souris C57BL/6 RAG -/- (Ct) (histogramme plein) et d’une souris RAG -/-
B7.2 Tg L31 (L31) (histogramme vide) (A). Analyse en cytométrie de flux du niveau
d’expression des molécules de CMH classe I H-2K" et de CMH classe II I-A® sur les
cellules de la microglie (CD11b" CD45™"") jsolées du SNC d’une souris C57BL/6 OT-1
Tg (Ct) (histogramme plein) et d'une souris OT-1 Tg B7.2 Tg L31 (L31) (histogramme
vide) (B).
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survient que dans les souris qui développent la pathologie et suggérent que I’activation
des cellules de la microglie est une étape qui survient tot lors de la pathogenése. Nous
n’avons jamais observé d’augmentation des molécules du CMH de classe I ou de classe 11
dans différentes populations cellulaires (cellules B, macrophages et cellules dendritiques)
présentes a la rate et aux ganglions lymphatiques de souris B7.2 Tg L31 précliniques ou
symptomatiques (résultat non montré), appuyant ainsi le fait que I’activation des CPAs se

manifeste spécifiquement dans I’organe cible, soit le SNC.

4.0.5 La signalisation par le récepteur de ’IFNy est requise pour ’induction de la -

pathologie chez les souris B7.2 Tg L.31

L’IFNy est une puissante cytokine pro-inflammatoire capable d’activer et
d’augmenter 1’expression des molécules du CMH de plusieurs types de cellules
présentatrices d’antigénes, incluant les cellules de la microglie (Aloisi F. 2001). Nous
avons démontré qu’une fréquence élevée de cellules T CD8" produisent de I’IFNy dans le
SNC de souris B7.2 Tg L31 précliniques et symptomatiques (Fig. 10B). Pour déterminer
si I’IFNy joue un rdle dans la pathologie démyélinisante affectant les souris B7.2 Tg L31,
nous avons ¢étudié le développement de la pathologie chez des souris B7.2 Tg L31 ou
I’expression du récepteur a I’interféron-y (IFNyR) est déficiente (souris IFNyR -/- B7.2
Tg L31). Aucune des souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31 (n=12) n’a développé de symptomes
neurologiques sur une période de 8 mois. Les analyses en cytométrie de flux effectuées
sur les cellules mononuclées isolées du SNC révelent que la fréquence de cellules T
infiltrantes est significativement réduite dans les souris I[FNyR -/- B7.2 Tg L31 (n=5)

lorsque comparée aux souris IFNyR +/- B7.2 Tg L31 (n=4) (Fig. 23A et 23B). La faible
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Fig. 23 Fréquence réduite de lymphocytes T infiltrant le SNC de souris IFNyR -/-
B7.2 Tg L31.

Fréquence de cellules T parmi les cellules mononuclées isolées du SNC des souris IFNyR
-/- Ct(n=5), IFNyR -/- B7.2 Tg L31 (n=5) et IFNyR +/- B7.2 Tg L31 (n=4) agées de 5
mois (A). Analyse en cytométrie de flux de la fréquence de cellules T CD4" et CDS’
isolées a partir du SNC de souris IFNyR -/- Ct, IFNyR -/- B7.2 Tg L31 et IFNyR +/- B7.2
Tg L31 agées de 5 mois (B).
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population de cellules T infiltrantes trouvées dans le SNC des souris [FNyR -/- B7.2 Tg
L31 reste dominée par les lymphocytes T CD8" (Fig. 23B). Il a été suggéré que les
cellules mémoires/effectrices ont une capacité accrue pour traverser la barrieére hémato-
encéphalique (Hickey W. F. 2001). Pour vérifier que la fréquence réduite de
lymphocytes T CD8" dans le SNC des souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31 n’était pas une
conséquence d’une diminution de la fréquence de cellules T CD8" mémoires/effectrices
en périphérie, nous avons marqué les cellules T CD8" isolées de la rate et celles qui sont
isolées du SNC des souris [FNyR-/- B7.2 Tg L31 et IFNyR+/- B7.2 Tg L31 avec un
anticorps dirigé contre le marqueur d’activation CD44. En absence de signalisation par
PIFNYR, les souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31 présentent dans la rate une fréquence de
cellules T CD8" CD44* aussi élevée que celle trouvée dans la rate des souris IFNyR +/-
B7.2 Tg L31 (Fig. 24). D’autres marqueurs d’activation des cellules T ont été analysés
(CD69 et CD62L) et aucune différence dans I’expression de ces différents marqueurs par
les cellules T CD8" périphériques n’a été observée entre les souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31
et les souris IFNyYR +/- B7.2 Tg L31 (résultat non montré). Ces résultats indiquent que la
fréquence réduite de lymphocyte T CD8" dans le SNC des souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31

n’est pas due a une fréquence réduite de cellules T mémoires/effectrices en périphérie.

4.0.6 L’activation des cellules de la microglie est dépendante de la signalisation de

PIFNy chez les souris B7.2 Tg L31

Nous avons déterminé par cytométriec de flux le niveau d’expression des
molécules du CMH de classe I et de classe II sur les cellules de la microglie des souris

IFNYR -/- B7.2 Tg L31 pour évaluer le réle de I'ITFNy dans le mécanisme d’activation des
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Fig. 24 Fréquence de cellules T CD8" CD44%“** dans la rate et dans le SNC des
souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31.

Analyse en cytométrie de flux de la fréquence de cellules exprimant les molécules CDS8 et
CD44 parmi les cellules isolées de la rate et du SNC de souris IFNyR -/- Ct, [IFNyR -/-
B7.2 Tg L31 et IFNyR +/- B7.2 Tg L31 4gées de 5 mois. Ces résultats sont représentatifs
de trois expériences indépendantes.
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Fig. 25 L’activation des cellules de la microglie chez les souris B7.2 Tg L31 requiert
la signalisation via le récepteur de PIFNy.

Analyse en cytométrie de flux du niveau d’expression des molécules de CMH classe I H-
2K® et de CMH classe II I-A® sur les cellules de la microglie (CD11b" CD45%"*") isolées
du SNC d’une souris C57BL/6 IFNyR +/- (Ct) (histogramme plein) et d’une souris
IFNyR +/- B7.2 Tg L31 (L31) (histogramme vide) (A). Analyse en cytométrie de flux du
niveau d’expression des molécules de CMH classe I H-2K® et de CMH classe 1l I-A® sur
les cellules de la microglie (CD11b" CD45™°*) isolées du SNC d’une souris C57BL/6
IFNyR -/- (Ct) (histogramme plein) et d’une souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31 (L31)
(histogramme vide) (B). Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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cellules de la microglie des souris B7.2 Tg L31. Aucune différence au niveau de
I’expression des CMH 1 et II sur les cellules de la microglie (cellules CD45™* CD11b")
n’a été notée entre les souris IFNyR -/- B7.2 Tg L31 et les souris IFNyR -/- C57BL/6
(Fig. 25B). Par contre, les cellules de la microglie des souris IFNyR +/- B7.2 Tg L31
présentent des niveaux d’expression des CMH I et II supérieurs a ceux observés chez les
souris IFNyR +/- C57BL/6 (Fig. 25A), notamment pour le CMH 1. Ces résultats
indiquent clairement que la signalisation de I’'IFNy est requise pour I’activation des

cellules de la microglie chez les B7.2 Tg L31 et constitue une étape cruciale de la

pathogenese.
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5.0 Discussion

Avec ces travaux, nous avons démontré que des souris exprimant de facon
constitutive la molécule de costimulation B7.2 sur les cellules de la microglie dans le
SNC développent spontanément des 1ésions de démyélinisation dans le parenchyme de la
ﬁoelle épinieére ainsi que dans les ganglions spinaux. Nous avons démontré que ce
processus de démyélinisation affectant les souris B7.2 Tg L31 est issu d’une pathogenése
autoimmune qui est déclenchée par I’expression constitutive de B7.2 par les cellules de
microglie et qui requiert la participation cies lymphocytes T comme cellules effectrices.
Nous avons également déterminé les roles respectifs joués par les différentes sous-
populations lymphocytaires au niveau de la pathogenése. Les cellules T CDS"
constituent la sous-population lymphocytaire nécessaire au développement des
symptdmes cliniques alors que les cellules T CD4" jouent un role immunorégulateur. La
comparaison du répertoire de lymphocytes T CD8" retrouvé aux ganglions lymphatiques
périphériques avec celui retrouvé dans le SNC des souris symptomatique suggére que des
cellules T CD8" autoréactives sont activées directement au sein du SNC. De plus,
I’analyse du répertoire des lymphocytes T CD8* dans le SNC de souris symptomatiques a
révélé que les prévalences clonales n’étaient pas partagées mais plut6t propres a chaque
souris. Finalement, nos résultats suggérent que I’activation des cellules de la microglie
survient tot dans la pathogenése menant 4 la démyélinisation et nous avons démontré que
la signalisation par le récepteur de I'IFNy était absolument requise pour I’activation des
cellules de la microglie. L’ensemble de ces observations représentent une premiére

démonstration ol ’expression constitutive d’une molécule de costimulation par des
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cellules présentatrices d’antigénes résidentes au systéme nerveux contribue au

développement d’une démyélinisation autoimmune spontanée spécifique au SNC.

5.0.1 Expression constitutive de 1a molécule B7.2 sur les cellules de la microglie des

souris B7.2 Tg L31

Il est tres intéressant d’observer I’expression constitutive du transgéne B7.2 chez
les cellules de la microglie car ni le promoteur (H-2K®) ni la séquence régulatrice (Igw)
ne pouvait prédire un tel tropisme d’expression. Il est important de mentionner que ni les
macrophages résidents du SNC (cellules CD45° CD11b") (Fig. 13), ni les macrophages
présents dans la rate des souris TCRf -/- B7.2 Tg L31 (résultat non montré) n’expriment
constitutivement B7.2, ce qui indique que le transgéne B7.2 n’est pas globalement
exprimé par 1’ensemble des cellules myéloides. Ce type d’expression transgénique ou le
transgene n’est pas exprimé par I’ensemble des cellules d’une méme population a déja été
montré dans un modele d’expression transgénique de la molécule B7.1 sur les cellules
du pancréas (Allison J. et al. 1998). Dans ce modéle, deux lignées de souris
transgéniques indépendantes présentaient deux patrons d’expression différents de la
molécule B7.1 sur les cellules f du pancréas, soit une expression du transgene sur toutes
les cellules B du pancréas ou une expression du transgeéne restreinte a certaines cellules
du pancréas. La cause d’un tel phénotype d’expression reste néanmoins inconnue.
L’expression constitutive de la molécule B7.2 par les cellules de la microglie ne semble
pas étre la conséquence du site d’intégration du transgéne dans la lignée 31 car nous

avons également observé le développement des mémes symptomes neurologiques chez
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les souris B7.2 Tg L7 qui expriment également la molécule B7.2 de fagon constitutive sur
les cellules de 1a microglie, mais a des niveaux inférieurs de ceux qui sont observés chez
les souris B7.2 Tg L31 (résultat non montré). Nos données préliminaires indiquent une
incidence réduite chez les souris B7.2 Tg L7 (moins de 5% aprés 6 mois) en comparaison
aux souris B7.2 Tg L31, ce qui corréle avec le faible niveau d’expression de la molécule
B7.2 sur les cellules de la microglie chez la lignée 7. Le fait que 1’expression de la
molécule B7.2 par les cellules de microglie observée chez les souris B7.2 Tg L31 n’a été
affectée ni par la re-dérivation de la lignée par transfert embryogénique ni par le maintien
de la lignée dans quatre différentes animaleries exemptes de pathogénes spécifiques
suggere que I’origine de la pathologie n’est pas virale mais autoimmune.

L’expression de la molécule B7.2 a également été détectée par
immunohistochimie au systéme nerveux périphérique (SNP) proximal des souris B7.2 Tg
L31 sur des cellules ayant une morphologie plut6t arrondie et amoeboide (Fig. 12A). Les
données recueillies suggeérent que la pathologie n’affecte pas le systeme nerveux
périphérique distal. En effet, les 1€sions de démyélinisation (Fig. 5D) associ€es a des
infiltrats cellulaires (Fig. 2B) sont restreintes au niveau des ganglions spinaux et aucune
infiltration n’est détectée aux nerfs sciatiques distaux. En raison de la position
anatomique et de la taille des ganglions spinaux, il a été techniquement impossible de
caractériser I’infiltrat cellulaire présent et d’identifier les cellules B7.2" qui résident dans
le SNP. L’ensemble des résultats immunohistochimiques suggerent que les événements
pathogéniques survenant dans le SNP et dans le SNC sont analogues. Parce que toutes
les souris B7.2 Tg L31 analysées présentent des I€sions de démyélinisation dans le SNC

et dans le SNP, nous n’avons pas été en mesure de déterminer clairement si les 1ésions de
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démyélinisation se développent dans une des parties du systéme nerveux puis progressent
vers 'autre ou si ces lésions se développent dans le systéme nerveux central et
périphérique de fagon synchronisée. L’implication du SNP et SNC dans une pathologie
démyélinisante n’est pas unique a notre modele. En effet, la démyélinisation du SNP
proximal chez des patients atteints de sclérose en plaques a été observée a plusieurs
reprises (Di Trapani G. et al. 1996, Quan D. et al. 2005). De plus, des 1ésions de
démyélinisation et des infiltrats cellulaires sont retrouvés au niveau des ganglions
spinaux dans un modele EAE de souris transgénique pour la molécule de classe II
humaine HLA-DR15 et pour un TCR spécifique au peptide MBPgs.g9 associé avec HLA-
DR15 (Ellmerich S. et al. 2005). Parce que ’expression de 1’épitope MBPgs.9o est
restreinte au SNC, il a été déterminé que la pathologie est initiée dans le SNC puis
progresse ensuite jusqu’a inclure le processus de démyélinisation dans le SNP (Ellmerich
S. et al. 2005).

Des molécules de costimulation ont déja été¢ exprimées de fagon transgénique
dans un organe périphérique dans le dessein de briser la tolérance des lymphocytes T
autoréactifs. L’expression de la molécule B7.1 au niveau d’un organe comme le pancréas
a déja été réalisée dans différents modeles animaux de diabéte de type I, une pathologie
avec une étiologie autoimmune présumée et dont la pathogenése repose sur I’activation
de cellules T autoréactives (Adorini L. et al. 2002). Ces études ont démontré que
I’expression transgénique de la molécule B7.1 sur les cellules § du pancréas sous le
contrble du promoteur & I’insuline du rat (RIP) ne brisait pas la tolérance des
lymphocytes T autoréactifs chez les animaux génétiquement résistants au diabéte (Allison

J. et al. 1998, Guerder S. et al. 1994, Harlan D. M. et al. 1994). En plus de I’expression
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de RIP-B7.1, un deuxi¢me transgéne codant pour une cytokine pro-inflammatoire comme
le TNFa (Guerder S. et al. 1994) ou I'IL-2 (Allison J. et al. 1998) doit étre exprimé
localement pour briser la tolérance immunologique dans ces mod¢les dont le fond
génétique est C57BL/6. 1l a cependant été démontré que ’expression de RIP-B7.1 au
pancréas de souris dont le fond génétique non-obése et diabétique (NOD) est susceptible
au diabéte, était suffisante et accélérait la pathogenése (Allison J. et al. 1998, Wong S. et
al. 1995). Les souris B7.2 Tg L31 sont sur le fond génétique C57BL/6, un fond
génétique qui n’a jamais été rapporté comme étant particulicrement susceptible a
l’autoimmuni.té affectant le SNC. Contrairement aux souris C57BL/6 RIP-B7.1 Tg, les
sourts C57BL/6 B7.2 Tg L31 ne nécessitent pas 1’expression d’un second géne pro-
inflammatoire pour initier la pathogenése autoimmune. Les cellules f du pancréas n’ont
pas les mémes capacités de présentation antigénique qu’une CPA professionnelle,
notamment a cause des niveaux d’expression des molécules CMH 1 et IL
Constitutivement, les cellules § du pancréas expriment les molécules CMH 1 a des
niveaux nettement inférieurs a ceux exprimés par des CPAs comme les macrophages et
n’expriment pas de molécules CMH II (Leiter E. H. et al. 19,89)' Chez la souris NOD, les
cellules B du pancréas augmentent leur expression des molécules CMH I avec ’4ge ou
lorsqu’elles sont stimulées par la cytokine pro-inflammatoire IFNy (Thomas H. E. et al.
1998). Cependant, cette augmentation de I’expression des molécules CMH 1 par les
cellules B du pancréas est dissociée du développement du diabéte (Thomas H. E. et al.
1998). La différence du niveau de présentation d’autoantigénes par les molécules CMH I
pourrait expliquer pourquoi 1’expression transgénique de la molécule B7.2 par une CPA

professionnelle comme la cellule de la microglie contribue a 1’activation des lymphocytes
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T CD8" autoréactifs dans le cas des souris B7.2 Tg L31 et non chez les souris RIP-B7.1

Tg.

5.0.2 L’expression de ligand de costimulation par les CPAs tissulaires conduit 2 une

réponse autoimmune spécifique a Porgane

Le fait que les souris TCRP -/- B7.2 Tg L31 soient résistantes a la pathologie
démontre clairement que les lymphocytes T, et non pas les cellules NK ou les
lymphocytes T yd, jouent un rdle important dans la pathogenése menant a la
démyélinisation. Les lymphocytes B ne semblent pas étre impliqués dans le
développement de cette pathologie car leur fréquence dans le SNC des souris B7.2 Tg
L31 symptomatiques est similaire a celle observée chez une souris C57BL/6. Méme si
les cellules T sont requises pour I’initiation des symptdmes neurologiques, elles ne sont
pas suffisantes. En effet, nos travaux démontrent qu’au moins deux conditions doivent
étre remplies ou rencontrées pour observer le développement spontané de lésions de
démyélinisation: la présence de la molécule de costimulation B7.2 dans le SNC et I’acces
des cellules T au SNC. Le role joué par I’expression de la molécule B7.2 sur la microglie
a été directement démontré par les expériences de transfert adoptif. Lorsque 1’on
transfeére des lymphocytes T d’une souris B7.2 Tg L31 a une souris TCRp -/- B7.2 Tg
L31 ou & une souris TCRf -/- C57BL/6, seules les souris TCRf -/- B7.2 Tg L31
présentent une accumulation significative de cellules T dans le SNC et des manifestations
cliniques. Parce que les souris receveuses ont toutes recu les mémes lymphocytes T B7.2
Tg, ces résultats suggerent que c’est I’expression de la molécule B7.2 au systéme nerveux

qui détermine le développement de symptémes neurologiques dans ce mod¢le murin de
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démyélinisation spontanée. L’expression de la molécule B7.2 par les cellules de la
microglie est importante pour I’initiation de la démyélinisation chez les souris B7.2 Tg
L31, ce qui suggére que la stimulation des cellules T autoréactives prends place dans le
SNC de souris B7.2 Tg L31. Nos résultats corroborent les résultats obtenus lors de
différentes études et qui suggérent que les cellules T autoréactives encéphalitogéniques
doivent étre stimulées localement dans le SNC par les CPAs résidentes pour initier la
pathologie dans différents modeles de démyélinisation (Heppner F. L. et al. 2005,
Kawakami N. et al. 2004, McMahon E. J. et al. 2005, Muhallab S. et al. 2001, Tompkins
S. M. et al. 2002). Il a été démontré que les cellules T autoréactives acquiérent leurs
fonctions effectrices dans le SNC puisque les cellules T autoréactives spécifiques
trouvées dans le SNC produisent significativement plus d’IFNy et proliférent davantage
que les cellules T spécifiques périphériques dans un modele EAE (Muhallab S. et al.
2001). Des transferts adoptifs de cellules T encéphalitogéniques ont également démontré
que les cellules T encéphalitogéniques sont réactivées dans le SNC (Flugel A. et al. 2001,
Kawakami N. et al. 2004). De plus, I’activation de cellules T naives spécifiques pour des
épitopes issus de la dégénérescence épitopique survient directément dans le SNC et non
dans les ganglions lymphatiques cervicaux ou périphériques dans deux modéles de
démyélinisation induits (McMahon E. J. et al. 2005). Méme si ces observations
démontrent une activation ou une réactivation nécessaire des cellules T autoréactives
directement dans le SNC, elles ne permettent pas d’identifier clairement la population
responsable de cette stimulation. La démonstration d’une participation des CPAs
résidentes du SNC lors de la stimulation des cellules T autoréactives dans le SNC a été

réalisée notamment dans deux modeles EAE dans lesquels les CPAs résidentes du SNC
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n’expriment pas le récepteur CD40 (Becher B. et al. 2001) ou la cytokine IL-23 (Becher
B. et al. 2003). Le fait que les cellules de la microglie exprimant la molécule B7.2 sont
capables de stimuler des cellules T autoréactives pour amorcer un processus de
démyélinisation spontanée chez la souris B7.2 Tg suggére que les cellules de la microglie
peuvent jouer un réle prédominant dans la stimulation des cellules T autoréactives dans le
SNC, mais n’exclue pas la participation d’autres CPAs résidentes au SNC comme les
cellules dendritiques, les macrophages périvasculaires ou encore les astrocytes. En
paralysant spécifiquement les cellules de la microglie, une étude récente a €galement
révélé I'importance des fonctions des cellules de la microglie lors de I’induction de
I’EAE (Heppner F. L. et al. 2005). D’autre part, deux groupes indépendants ont plut6t
identifié les cellules dendritiques comme principale population cellulaire responsable de
la présentation antigénique aux cellules T autoréactives au SNC dans le modele EAE
(Greter M. et al. 2005, McMahon E. J. et al. 2005). Il est probable que la nature de la
cellule présentatrice d’antigéne essenticlle pour le développement d’une pathologie
démyélinisante au SNC soit différente d’un modele animal a I’autre mais révéle quand
méme I’important réle d’un tel type cellulaire dans le contréle de 1’autoimmunité
affectant le SNC.

Les expériences de transfert adoptif ont également démontré que I’expression de
la molécule B7.2 par les cellules de la microglie était importante mais pas suffisante pour
le développement de la pathologie. En effet, il s’avére que 1’expression du transgene par
les cellules T est également importante pour le développement des symptémes chez les
souris receveuses car le transfert de cellules T isolées de souris C57BL/6 n’induit pas

d’accumulation de cellules T dans le SNC ou de symptémes chez les souris receveuses

114



qui expriment pourtant de fagon constitutive la molécule B7.2 dans le SNC. Nous savons
que ’expression du transgéne B7.2 a la surface des cellules T des souris B7.2 Tg L31
résulte en une augmentation de la fréquence de cellules T mémoires dans les organes
lymphoides périphériques comparativement aux souris C57BL/6 (Fournier S. et al. 1997,
Yu X. et al. 2000). Cette caractéristique des sourts B7.2 Tg L31 contribue
potentiellement a I’accroissement du trafic lymphocytaire dans le SNC car il a été
rapporté que les cellules T mémoires ont une capacité accrue a traverser la barriére
hémato-encéphalique (Hickey W. F. 2001). Pour vérifier I’hypothése selon laquelle
I’acces des cellules T au SNC est important pour le développement spontané de 1ésions
de démy¢élinisation et que le phénotype mémoire contribue a faciliter cet acces, il serait
intéressant de transférer des cellules T mémoires purifiées a partir de souris C57BL/6 ou
des cellules T isolées de souris C57BL/6 qui ont été différenciées en cellules mémoires
suite a une stimulation polyclonale in vitro avec des anticorps immobilisés anti-CD3 et
anti-CD28. Suite au transfert de ces cellules T mémoires a des souris receveuses qui
expriment de fagon constitutive la molécule B7.2, si une accumulation de cellules T et
des symptomes neurologiques ne sont pas observés chez les souris receveuses, il faudra
alors envisager une hypothése selon laquelle I’expression de la molécule B7.2 par les
cellules T contribue a leur capacité encéphalitogénique d’une autre fagon qu’en affectant
la fréquence de cellules T mémoires périphériques et leur acces au SNC.

Les souris B7.2 Tg L27 montrent aussi une hausse de la fréquence de cellules T
mémoires périphériques similaire a celle observée chez les souris B7.2 Tg L31 (Fournier
S. et al. 1997) et qui se traduit également par un accroissement du trafic de lymphocytes

T dans le SNC lorsque comparé aux souris C57BL/6 (Fig. 7B). Pourtant, les souris B7.2

115



Tg 127 ne développent pas de symptdmes neurologiques malgré 1’augmentation de la
fréquence de lymphocytes T trouvés dans le SNC, ce qui suggere que la simple
augmentation du trafic dans le SNC n’est pas suffisante pour initier une réponse
immunitaire autoimmune a l’organe cible en absence de signaux de costimulation
adéquats dans le SNC. Le fait qu’aucune infiltration significative de cellules T n’a été
observée dans d’autres tissus que le SNC supporte également l’importance de

I’expression de B7.2 dans le SNC pour la spécificité tissulaire de la pathologie.

5.0.3 Les cellules de la microglie des souris B7.2 Tg L31 sont capables de stimuler

des cellules T autoréactives in vivo

Connaitre le potentiel de présentation antigénique endogene des cellules de la
microglie aux lymphocytes T est fondamental pour la compréhension des mécanismes
sous-jacents a ’initiation d’une réponse immunologique spécifique dans le SNC des
patients atteints de sclérose en plaques. Il a été démontré que les cellules de la microglie
naives (1.e. non activées par I’exposition a des conditions inflammatoires) isolées a partir
de SNC de souris C57BL/6 sont incapables de stimuler la prolifération de cellules T
CD4" dans un essai de prolifération avec différents peptides dérivés de la protéine PLP
(Katz-Levy Y. et al. 1999, Mack C. L. et al. 2003). En effet, seules les cellules de la
microglie isolées a partir du SNC de souris infectées par le virus de Theiler de fagon
chronique peuvent présenter de fagon efficace les différents peptides a des lignées de
cellules T CD4" spécifiques. Ces résultats suggérent que seules les cellules de la
microglie activées qui augmentent leurs capacités costimulatoires et 1’expression du

CMH 1II sont de véritables CPAs dans le modéle du virus de Theiler. Nos travaux
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suggerent que les cellules de la microglie, lorsqu’elles expriment la molécule B7.2, sont
des CPAs qui présentent efficacement in vivo des peptides endogénes via les molécules
CMH I et qui stimulent la différenciation des cellules T CD8" autoréactives en cellules
effectrices qui créeront ultérieurement un environnement inflammatoire. Dans notre
modele, il apparait donc que les conditions inflammatoires sont des conséquences et non
des causes de la présentation efficace de peptides endogénes par les cellules de la
microglie aux cellules T autoréactives et que le niveau de costimulation présenté par les
cellules de la microglie détermine la portée de la réponse des cellules T autoréactives. La
présentation de peptides endogénes aux cellules T CD8" via le CMH I est nettement plus
probable que la présentation de peptides exogénes aux cellules CD4" via le CMH II dans
un SNC naif. En effet, les molécules de CMH I sont constitutivement exprimées par les
cellules de la microglie a D'inverse des molécules du CMH II qui ne sont
significativement exprimées qu’apres activation (Ponomarev E. D. et al. 2005, Sedgwick
J. D. et al. 1991). Ce potentiel de présentation de peptides endogeénes par les cellules de
la microglie aux cellules CD8' autoréactives ouvre de nouvelles perspectives

relativement a 1’induction de 1’autoimmunité affectant le systéme nerveux.

5.0.4 Les cellules T CD8" sont ies cellules effectrices centrales du processus de
démyélinisation spontanée observé

Avec ce modele animal, nous avons également démontré que les cellules T CD8"
pouvaient jouer un role primordial durant une réponse autoimmune affectant le SNC. En
effet, I’accumulation progressive de cellules T CD8" dans le tissu nerveux des souris

B7.2 Tg L31 corrcle avec I’apparition et l’aggravation graduelle des symptémes
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neurologiques. De plus, la fréquence de cellules T CD8' présentant un phénotype
effecteur de type Tcl augmente significativement dans le SNC des souris B7.2 Tg L31
symptomatiques, ce qui indique une différenciation qui survient spécifiquement a
I’organe cible. A partir des observations effectuées sur les souris B7.2 Tg L3I
déficientes en cellules T CD4" (I-AB -/- B7.2 Tg L31 et CD4 -/- B7.2 Tg L31),
d’importantes conclusions peuvent &tre tirées. Premiérement, parce que les souris I-Af -
/- B7.2 Tg L31 ou CD4 -/- B7.2 Tg L31 montrent des symptdmes neurologiques
identiques a ceux qui sont observés chez les souris [-Ap +/+ B7.2 Tg L31 ou CD4 +/+
B7.2 Tg L31, il est clair que les cqllules T CD8" suffisent a causer des dommages 2 la
gaine de myéline, qu’ils soient directs ou non. Ces observations supportent le postulat
selon lequel 1’activation et la différenciation des cellules T CD8" est indépendante des
cellules T CD4" lorsqu’activées par une CPA professionnelle dans un contexte de
costimulation adéquat (Bennett S. R. et al. 1998, Ridge J. P. et al. 1998, Schoenberger S.
P. et al. 1998). Deuxiémement, la pathogenése accélérée observée chez les souris B7.2
Tg L31 déficientes en cellules T CD4" indique un réle de régulateurs immunologiques
aux cellules T CD4" dans les souris B7.2 Tg L31. 1l est probable que 1’.absenc_e de la
sous-population des cellules T CD4" CD25" régulatrices (Tr) soit responsable du
développement accéléré de cette pathologie autoimmune. En effet, il a été rapporté que
I’activité régulatrice de cette population de cellules T spécialisées était requise pour le
maintien de la tolérance périphérique des cellules T autoréactives dans divers modeles
animaux d’autoimmunité dirigée contre des organes spécifiques comme la souris NOD
(Salomon B. et al. 2000) et le modele EAE (Furtado G. C. et al. 2001, Hori S. et al. 2002,

Kohm A. P. et al. 2002). Ces cellules Tr sont capables de contrdler I’activation, la
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prolifération et la production d’IFNy des cellules T CD8" (Piccirillo C. A. et al. 2001).
Méme si le mécanisme exact par lequel les cellules T exercent leur capacité inhibitrice
est encore inconnu, la production d’IL-10, I’expression de CTLA-4, la liaison de I’'IL-2,
I’expression de TGFP et I’'inhibition par contact direct sont tous des mécanismes
potentiels qui ont été proposés et qui sont activement investigués (Shevach E. M. 2002).
Il a été¢ démontré que les cellules Tr stimulées par leur antigéne spécifique peuvent
inhiber la prolifération de cellules T ayant une autre spécificité (Takahashi T. et al. 1998,
Thornton A. M. et al. 2000, Yu P. et al. 2005), ce qui suggérait que les fonctions
inhibitrices des cellules Tg étaient totalement non spécifiques. Dans certains modéles
d’autoimmunité spécifique a un organe, la spécificité des cellules Tr peut influencer leur
capacité a inhiber ’activité des cellules T autoréactives (Hori S. et al. 2002, Olivares-
Villagomez D. et al. 2000, Tang Q. et al. 2004, Tarbell K. V. et al. 2004, Yu P. et al.
2005). Par exemple, les cellules Tr spécifiques a un antigéne pancréatique sont beaucoup
plus efficaces a prévenir le diabete que le transfert de cellules Tx polyclonales (Tang Q.
et al. 2004, Tarbell K. V. et al. 2004) et ces cellules Tr spécifiques a un antigéne
pancréatique peuvent contréler 1’action de cellules T autoréactives dirigée contre
plusieurs spécificités (Tarbell K. V. et al. 2004). Les cellules Tr spécifiques a un
antigeéne de I’organe ciblé par les lymphocytes T autoréactifs ont également un avantage
sur les cellules Tr non spécifiques pour prévenir I’autoimmunité dans un modéle EAE
(Hori S. et al. 2002).

Les exigences migratoires des cellules T pour exercer leurs capacités inhibitrices
sont trées mal connues. Les cellules Tr pourraient prévenir I’activation initiale des

cellules effectrices aux organes lymphoides ou agir sur les cellules effectrices
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directement a I’organe visé. Une autre possibilité est celle ot les cellules Tr inhiberaient
les cellules T autoréactives a leur site d’activation, que ce site soit un organe lymphoide
ou I’organe visé par les cellules autoréactives. Dans un modéle EAE dans lequel le
transfert de cellules Tr prévient la démyélinisation induite par I’tmmunisation avec
MOGss.ss, on retrouve des cellules T transférées dans les ganglions lymphatiques et la
rate, mais aucune cellule Tr transférée n’est détectée dans le SNC (Kohm A. P. et al.
2002), ce qui suggere évidement que I’action des cellules Tr survient dans les organes
lymphoides. Cependant, dans un autre modéle qui consiste a €tablir une inflammation du
cdlon par I’injection de cellules CD4" CD25 2 une souris RAG -/-, on peut traiter la
pathologie autoimmune en injectant des cellules Tr (Mottet C. et al. 2003). On retrouve
les cellules Tr transférées aux ganglions mésentériques mais également en contact direct
avec les cellules effectrices et des cellules CD11c’ au niveau du colon inflammé (Mottet
C. et al. 2003), ce qui suggere que I’activité des cellules Tr se manifeste a I’organe cible
dans ce cas. Un paramétre important qui pourrait expliquer les différents résultats
obtenus est la méthode utilisée pour stimuler 1’autoimmunité. En effet, I’activation
initiale des cellules T autoréactives dans le modele EAE se fait clairement en péripliérie
par immunisation avec le peptide MOGjs.ss, ce qui n’est pas nécessairement le cas lors du
transfert des cellules CD4" CD25- dans un animal immunodéficient dans lequel les
cellules autoréactives sont plutdt stimulées a 1’organe visé. Le co-transfert de cellules T
CDS8" avec des cellules T CD4" ou non de la sous-population CD25" dans de jeunes
souris CD4 -/- B7.2 Tg L31 permettrait de vérifier si c’est effectivement 1’absence des
cellules CD4" CD25" qui accélére le bri de tolérance des cellules T CD8" autoréactives

dans les souris B7.2 Tg L31 déficientes en cellules T CD4". Néanmoins, parce que les
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souris B7.2 Tg L31 développent les symptomes neurologiques en présence d’une
population de cellules Tg intacte, il semble que ’expression constitutive de la molécule
B7.2 sur les cellules de la microglie est suffisante pour surpasser les fonctions inhibitrices
des cellules Tr. L’ensemble de ces résultats suggére que les cellules T CDS8"
autoréactives et spécifiques pour des neuroautoantigénes s’engageraient dans un
processus de reconnaissance et d’activation productif lors de leur interaction avec les
cellules de la microglie exprimant B7.2 et ce, en dépit des mécanismes de tolérance

périphériques exercés par les cellules Tg et indépendamment de I’aide des cellules T

CD4".

5.0.5 Répertoire de cellules T CD8" retrouvé dans le SNC des souris I-Af -/- B7.2 Tg

L31

L’1dentification de la spécificité des cellules T autoréactives dans les différentes
maladies autoimmunes et leurs modeles est évidemment un aspect important des
recherches visant la compréhension et le traitement des différentes pathologies. Dans
notre modele, nous avons démontré que les souris B7.2 Tg L31 ayant un répertoire de
cellules T restreint (souris OT-1 B7.2 Tg L31) étaient résistantes a I’infiltration de
cellules T CD8" et au développement de la pathologie. Ces donnés suggérent fortement
que I’infiltration/expansion massive de cellules T CD8" dans le SNC des souris B7.2 Tg
L31 n’est pas un éveénement indépendant de toute reconnaissance antigénique. De plus,
nous avons démontré qu’un répertoire restreint de cellules T CD8" était présent dans le

SNC des souris [-Af -/- B7.2 Tg L31 a la phase précoce de la pathologie et que ce
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répertoire limité ne refléte pas la composition du répertoire périphérique des cellules T
CD8". La discordance observée entre le répertoire périphérique et celui présent a
I’organe cible ainsi que ’analyse des séquences amino-peptidiques des régions CDR3
obtenues a partir du SNC des souris I-Ap -/- B7.2 Tg L31 symptomatiques suggere
qu’une expansion oligoclonale de cellules T CD8" spécifiques pour des neuroantigénes se
développe directement dans le SNC des souris [-Ap -/- B7.2 Tg L31. Logiquement, les
cellules T CD8" issues de ces expansions oligoclonales et retrouvées dans le SNC des
différentes souris symptomatiques devraient partager un minimum de spécificité
antigénique. Suite a I’analyse des séquences peptidiques des CDR3 prédominantes dans
le SNC des cinq souris symptomatiques, nous avons constaté que la composition
oligoclonale des cellules T CD8" est unique pour chaque souris analysée. Le fait que des
souris génétiquement 1identiques présentent exactement les mémes symptOmes
neurologiques dérivés d’une démyélinisation tout en ayant des populations oligoclonales
différentes dans le SNC meéne a d’importantes interprétations. Premiérement, la présence
de populations oligoclonales présentant des régions variables Vf du TCR différentes
dans le SNC dé chaqug: souris analysée suggére une variabilité¢ dans les répertoires naifs
des différentes souris symptomatiques, variabilité qui se transpose dans la population
oligoclonale de cellules T CD8" autoréactives. Cette observation est principalement
tributaire du processus essentiellement aléatoire observé lors du réarrangement des
chaines a et § du TCR (Davis M. M. et al. 1988). Cette variabilité dans les répertoires
naifs et dans les répertoires retrouvés dans le SNC n’exclut cependant pas une spécificité
commune pour les clones prédominants. Il a ét¢ démontré qu’il y a une variation dans la

réponse des cellules T CD8" pour un épitope viral donné dans des souris génétiquement
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identiques et élevées dans des environnements identiques et que cette variation était due a
une variabilité dans les répertoires de cellules T naives (Bousso P. et al. 1998, Lin M. Y.
et al. 1998). Cette spécificité individuelle a été également observée dans des patients
atteints de sclérose en plaques qui partagent une expansion apparente de cellules T
VP5.2" dans le sang périphérique mais ot chaque patient montre différents clones
prédominants (Matsumoto Y. et al. 2003). D’autres études rapportent que certains TCR
sont prédominants parmi les clones de cellules T spécifiques pour la protéine MBP mais
qu’ils varient entre des patients qui sont jumeaux monozygotiques (Shanmugam A. et al.
1996, Shaqmugam A. et al. 1994), suggérant aussi une restriction spécifique individuelle.

Trois possibilités se posent quant a la nature des autoantigénes reconnus par les
cellules T CD8" autoréactives dans le SNC des souris de la lignée 31. Il est possible que
les différentes chalnes TCRP prédominantes et trouvées dans les différentes souris
symptomatiques s’associent a différentes chaines TCRa et forment différents TCR qui
reconnaissent des neuroantigenes issus de différentes protéines dérivées ou non de la
myéline. Cependant, le fait que les symptdmes neurologiques ainsi que la cinétique de la
pathogenese soient nettement conservés entre les éouris argue contre cette hypothese. 11
est également possible que les différents TCRs reconnaissent différents épitopes de la
méme protéine, ce qui expliquerait la similarité des symptdmes observés et la variabilité
des régions CDR3 prédominantes pour chaque souris symptomatique. Finalement, il se
peut que les différentes combinaisons de chaines TCRP et TCRa conservent la méme
structure de reconnaissance tridimensionnelle malgré la disparité au niveau de la
séquence peptidique primaire, permettant ainsi de reconnaitre exactement le méme

épitope avec différentes chaines TCRfP. Cette possibilité que de multiples clones de
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cellules T CD8" soient tous spécifiques & un épitope donné malgré D'utilisation de
différents TCR a été démontrée dans plusieurs modéles d’infection (Cole G. A. et al.
1994, Horwitz M. S. et al. 1994, Ishikawa T. et al. 1998, Naumov Y. N. et al. 1998).
L’utilisation des différentes régions variables Vo par les cellules T CD8" infiltrant le
SNC des différentes souris symptomatiques n’a pas été analysée, mais il est possible que
cette utilisation des régions variables Va soient plus homogenes que celle des régions
variables VB, ce qui renforcerait I’hypotheése d’un autoantigéne commun a toutes les
souris symptomatiques. Ce phénomeéne a été observé chez les souris NOD dans
lesquelles les lignées de lymphocytes CD8T établies a partir des lésions précoces du
pancréas sont constituées de cellules présentant des TCRs formés de chaines TCRf trés
différentes d’une souris a 1’autre et de chaines TCRa utilisées de fagon beaucoup plus
homogene parmi les différentes souris (DiLorenzo T. P. et al. 1998).

Malgré de nombreux efforts, nous ne sommes pas encore en mesure d’identifier
le ou les autoantigénes responsables de I’activation des cellules T autoréactives dans
notre modéle. Nous n’avons obtenu aucune réponse proliférative des cellules T CD8"
isolées du SNC et des génglions lymphatiques de souris B7.2 Tg L31 symptomatidues
contre des protéines et peptides dérivés de la gaine de myéline généralement utilisés dans
I’EAE murine (MBP compléte, le peptide MBPgo.1¢1, le peptide MOGss.ss et le peptide
PLP;7s.191).  Plusieurs raisons peuvent expliquer 1’absence de prolifération des
lymphocytes T CD8" isolés des souris B7.2 Tg L31 contre ces peptides. Premiérement,
les peptides mentionnés sont utilisés dans les modéles EAE dépendants des cellules T
CD4" et les séquences peptidiques ont été choisies pour leur capacité a former des

complexes peptide/CMH II et non a former les complexes peptide/CMH I nécessaires a
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I’activation des cellules T CD8". Deuxiémement, I’ajout d’une protéine ou d’un peptide
exogeéne dans une culture in vitro favorise également la voie de présentation antigénique
via le CMH II au détriment du CMH 1. Finalement, il ne faut pas oublier que dans le
modele EAE les souris sont activement immunisées avec le peptide d’intérét ce qui
détermine la spécificité de la réponse autoimmune et qui augmente de beaucoup le
nombre de lymphocytes T spécifiques a 1’antigéne que I’on peut isoler ultérieurement.
L’absence de réponse contre les peptides testés n’exclut cependant certainement pas que
les cellules T CD8' infiltrant le SNC ne soient spécifiques a d’autres composantes
protéiques de la myéline qui restent a étre identifiées. Une fagon plus appropriée de
tester une spécificité potentielle des cellules T CD8" trouvées dans le SNC des souris
symptomatiques pour des peptides dérivés de la myéline serait de transfecter des lignées
cellulaires capables de présenter efficacement des antigénes (i.e lignée EL-4 ) avec les
ADNCc des principales protéines qui composent la myéline (MOG, PLP, MBP) de fagon a
favoriser la présentation endogene par les molécules CMH I d’un large échantillonnage
d’épitopes aux cellules T CD8" autoréactives et de vérifier différents parameétres de
stimulation (prolifération, production d’IL-2, production d’IFNy). Evidemment, d’autres
autoantigénes non dérivés de la myéline et qui sont présentés de fagon endogeéne par les
cellules de la microglie pourraient étre responsables de 1’activation initiale des cellules T
CD8" autoréactives chez les souris B7.2 Tg. Par exemple, la protéine S1008 est
exprimée de facon endogene par les cellules de la microglie (Adami C. et al. 2001). Des
cellules T spécifiques pour S100p sont capables de transférer I’EAE chez le rat (Kojima
K. et al. 1997) et des lymphocytes T dérivées du sang de patients atteints de sclérose en

plaques ont démontré une réponse contre S100p (Schmidt S. et al. 1997). Méme si la
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spécificité exacte des cellules T CD8" effectrices isolées du SNC des souris B7.2 Tg L31
n’a pu étre déterminée, la démonstration que 1’infiltration, I’expansion oligoclonale et la
différenciation des cellules T CD8" étaient spécifiques dans le SNC suggere fortement

une reconnaissance antigénique directement a 1’organe ciblé.

5.0.6 Evolution du répertoire des lymphocytes T CD8" infiltrants le SNC

Au paroxysme des symptomes, soit a 1’dge de 10 semaines, les souris I-Af -/-
B7.2 Tg L31 présentent un répertoire de cellules T dans le SNC plus diversifié que celui
observé chez des souris plus jeunes chez lesquelles la pathologie est a un stade moins
avancé. Cet accroissement progressif de la complexité du répertoire qui accompagne
I’aggravation des symptomes est probablement attribuable au recrutement non spécifique
de cellules T par les cytokines et chemokines inflammatoires présentes. L’altération du
répertoire des cellules T infiltrant le SNC selon la sévérité des symptOmes n’est pas
unique au modele de souris B7.2 Tg L31. En effet, ’augmentation de la diversité du
répertoire de cellules T présentes a 1’organe cible qui accompagne 1’aggravement des
symptomes est aussi observée durant la pathogenése de ’EAE, et ce méme si la
pathologie est induite par le transfert adoptif d’une lignée clonale de cellules T
encéphalitogéniques (Fritz R. B. et al. 2000). Chez le modéle de démy¢élinisation induite
par le virus de Theiler, le répertoire des cellules T infiltrantes est trés restreint a
I’initiation de la pathologie et devient beaucoup plus hétérogene avec la progression des
symptomes (Kang J. A. et al. 2000). Finalement, les lymphocytes du sang périphériques
(LSP) des patients atteints de la sclérose en plaques présentent également une

hétérogénéité de cellules T spécifiques pour la MBP qui corréle la sévérité des
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symptomes (Laplaud D. A. et al. 2004, Utz U. et al. 1994) et il a été démontré que cette
hétérogénéité au niveau des cellules T touche principalement les cellules T CD8" chez les
patients (Laplaud D. A. et al. 2004).

Méme si dans le modele d’autoimmunité spontanée NOD plusieurs antigénes
reconnus par les lymphocytes diabétogéniques ont ¢été identifiés (insuline, GAD,
“insulinoma-associated protein 2” (IA-2) et la protéine chaperonne 60 (Hsp60)
(Lieberman S. M. et al. 2003), I’autoantigéne initial qui est responsable de la destruction
des ilots pancréatiques n’a pas encore été identifié. Cette identification est trés difficile
en raison de la dégénérescence épitopique, un processus qui fait en sorte que des réponses
secondaires contre d’autres antigenes du méme tissu surviennent rapidement suite a la
réponse initiale (Kaufman D. L. et al. 1993, Ott P. A. et al. 2004, Tisch R. et al. 1993).
Ce processus de dégénérescence épitopique est également observé dans la pathogenése
des modéles EAE et TMEV-IDD ou I’on observe la présence de lymphocytes T
autoréactifs dans le SNC ayant une spécificité pour un neuroantigéne différent de celui
utilisé pour I’immunisation initiale (McMahon E. J. et al. 2005). II est donc possible que
I’accroissement de la complexité du répertoire observé chez les souris B7.2 Tg L31
sévérement symptomatiques soit dii en partie a ’expansion d’une nouvelle vague de
cellules T CD8" autoréactives stimulées par les néo-épitopes libérés suite aux dommages
initiaux causés a la gaine de myéline et présentés par les cellules de la microglie
pleinement activées.

Evidemment, le recrutement secondaire de cellules T non spécifiques contribue
slirement beaucoup a la diversification du répertoire dans le SNC des souris séverement

symptomatiques. Cette diversification du répertoire des cellules T présentes dans le SNC
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est également observée dans le modéle EAE (Fritz R. B. et al. 2000) et dans le mode¢le
induit par le virus de Theiler (Musette P. et al. 1995). Il a été¢ démontré dans deux
modéles de démyélinisation induit par un virus que le recrutement secondaire non
spécifique de cellules T dans le SNC peut participer a la progression de la pathologie
suite 4 la réponse spécifique initiale (Chen A. M. et al. 2005, McGavern D. B. et al.
2004). Dans le modéle LCMYV, il est impossible d’induire la démyélinisation dans le
SNC de souris infectées en absence de cellules T CD8" spécifiques a un antigéne viral
(McGavern D. B. et al. 2004) ce qui suggere que I’initiation de la pathogenése nécessite
une reconnaissance spécifique dans le SNC et que I’action de cellules T CD8" non
spécifiques dans le SNC peut amplifier la pathologie mais pas I’initier. Une autre étude
conduite dans le modele MHV a également démontré que méme si le recrutement
secondaire de cellules T CD8" non spécifiques dans le SNC formait une proportion
importante de 1’infiltrat durant la démyélinisation, les cellules T CD8" non spécifiques
recrutées ne contribuaient pas significativement a la pathogenése en absence de

reconnaissance spécifique (Chen A. M. et al. 2005).

5.0.7 L’activation des cellules de la microglie est une étape précoce de la

pathogenése conduisant vers la démyélinisation chez les souris B7.2 Tg L31

En comparant les niveaux d’expression des molécules CMH I et I1, de la molécule
B7.1 et du récepteur CD40 chez les cellules de la microglie, nous avons démontré que
I’activation des cellules de la microglie précede les manifestations cliniques chez les
souris B7.2 Tg L31. Nous avons également démontré que cette activation des cellules de

la microglie requiert I’expression constitutive de la molécule B7.2 sur les cellules de la
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microglie ainsi que la présence de cellules T. L’absence d’activation des cellules de la
microglie chez les souris OT-1 B7.2 Tg L31 suggére que ’activation des cellules de la
microglie nécessite une reconnaissance antigénique par les lymphocytes T directement
dans le SNC.

L’absence de cellules de la microglie activées correle systématiquement avec
I’absence de tout symptomes neurologiques chez les souris OT-1, RAG -/- ou IFNyR -/-
B7.2 Tg L31. Ces observations révélent que 1’activation des cellules de la microglie
constitue une étape de la pathogenése observée chez souris B7.2 Tg L31. Le réle joué
par I’activation des CPAs dans le bris de tolérance des cellules T autoréactives a été
démontré dans différents modeles de diabéte dans lesquels ’activation des CPAs, soit par
I’injection d’un anticorps anti-CD40 (Garza K. M. et al. 2000) ou par infection virale
(Ohashi P. S. et al. 1991), est nécessaire pour initier la destruction des ilots de
Langerhans par des cellules T spécifiques. L’activation précoce des cellules de la
microglie avant toute manifestation clinique est un phénomene également observé dans
différents modeles de pathologies affectant le SNC. Durant la phase préclinique de
I’EAE, soit 4 jours apres le transfert de cellules T CD4* MBP-TCR dans des souris
receveuses irradiées, les cellules de la microglie augmentent leur expression des
molécules CMH 11, B7.2 et celle du récepteur CD40 (Ponomarev E. D. et al. 2005). Les
cellules de la microglie sont également déja activées a !’initiation des symptdmes
neurologiques dans le modéle TMEV-IDD (Mack C. L. et al. 2003). Des études
antérieures ont démontré que les cellules de la microglie isolées a partir de souris
C57BL/6 sont des CPAs incompétentes pour stimuler la prolifération et la production

d’IL-2 de cellules T spécifiques a la protéine MBP (Ford A. L. et al. 1995). Par contre,
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les cellules de la microglie isolées a partir du SNC de souris EAE symptomatiques
e_xpriment des niveaux significatifs des molécules B7.1, B7.2 et du CMH II et sont
capables de stimuler la prolifération et la production d’IFNy de cellules T spécifiques a la
protéine MOG (Juedes A. E. et al. 2001). Dans ce méme modéle, les auteurs ont
également observé une corrélation entre le niveau d’activation des cellules de la
microglie et la sévérité des symptdmes. En effet, les niveaux d’expression des molécules
B7.1, B7.2 et du CMH Il ainsi que la capacité a stimuler des cellules T spécifiques des
cellules de la microglie diminuent avec I’atténuation des symptémes 40 jours apres
I’induction de ’EAE (Juedes A. _E. et al. 2001). Il semble donc qu’en augmentant
I’expression des molécules du CMH et des molécules de costimulation B7, les cellules de
la microglie activées haussent leur capacité de présentation et leur capacité costimulatoire
nécessaires a la stimulation efficace de cellules T autoréactives brisant ainsi leur état de

tolérance.

5.0.8 L’activation des cellules de la microglie et le développement des symptomes

neurologiques requiert la signalisation de PIFNyR

Comme le démontre I’absence de symptdmes neurologiques chez les souris
IFNyR-/- B7.2 Tg L31, ’'IFNy produit par les cellules T CD8" effectrices dans le SNC est
crucial pour I’initiation du processus pathologique menant a la démyélinisation. Il
s’avére également que 1’activation des cellules de la microglie chez les souris B7.2 Tg
L31 est dépendante de I’activité de P'IFNy (Fig. 25).

Le réle précis de I’IFNy dans la pathogenése de la sclérose en plaques n’est pas

encore trés bien établi, notamment parce que les résultats obtenus dans le modéle EAE ne
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reflétent pas ceux obtenus chez des patients atteints de sclérose en plaques. Dans le
modele EAE induit par les cellules T CD4", I’absence d’IFNy (Ferber L. A. et al. 1996) ou
de son récepteur (Willenborg D. O. et al. 1996) aggrave la pathologie chez les souris
susceptibles et peut briser la résistance des souches de souris non susceptibles
(Krakowski M. et al. 1996), suggérant que I’IFNy limite ’activité des cellules T
autoréactives. De plus, I'injection d’IFNy par voie intrathécale réduit ’intensité et la
duréde des symptdmes neurologiques observés dans I’EAE (Furlan R. et al. 2001).
Contrairement au modele EAE classique, I'infiltrat cellulaire retrouvé dans le SNC des
souris EAE déficientes pour I’'IFNy ou I'IFNYR n’est pas composé imajoritairement de
cellules T et de macrophages, mais bien dominé systématiquement par des neutrophiles
(Krakowski M. et al. 1996, Tran E. H. et al. 2000, Willenborg D. O. et al. 1996, Zehntner
S. P. et al. 2005). L’induction de I’apoptose chez les cellules T encéphalitogéniques (Chu
C. Q. et al. 2000, Martino G. et al. 2000), la composition de I’infiltrat cellulaire (Tran E.
H. et al. 2000) et la stimulation de la production d’oxyde d’azote (Willenborg D. O. et al.
1999) sont tous des mécanismes proposés pour le contrdle des cellules T
encéphalitogéniques par I'IFNy dans le modéle EAE.

Une étude récente a identifié une population de cellules T CD4" trés
pathogéniques qui sont associ€es avec I’inflammation et I’autoimmunité dirigée contre le
SNC et qui sont caractérisées par la production d’IL-17, d’IL-6 et de TNF (Langrish C. L.
et al. 2005). L’expansion de cette population nommée Thy 17 est dépendante de ’activité
de 'IL-23. Cette étude a également démontré que le traitement de souris EAE avec an
anticorps anti-IFNy aggravait la sévérité des symptdmes alors qu’un traitement avec un

anticorps anti-IL-17 améliorait leur état. Ces résultats suggerent donc que dans le modéle
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EAE induit par les cellules T CD4", c’est I’'IL-17 (et indirectement 1’IL-23 qui stimule la
production d’IL-17 par les Thy.17) qui contribue a la pathogenése et non ’IFNy. Parce
que I’activité de I’IFNy est critique dans la pathogenése observée chez les souris B7.2 Tg
L31, il serait intéressant de vérifier si cette population Thyy.;7 est présente ou non dans le
SNC des souris B7.2 Tg L31 symptomatiques et de vérifier si une sous-population
équivalente existe chez les cellules T CD8" encéphalitogéniques.

D’autre part, 'IFNy favoriserait la pathogenese de la sclérose en plaques et
favoriserait I’autoimmunité dans différents modéles animal. En effet, 'injection d’IFNy
par voie intraveineuse chez les patients atteints de la sclérose en plaques (forme cyclique)
mene a une détérioration de 1’état clinique de prés de la moitié de la cohorte (7/18) et ce,
indépendamment de la dose administrée (Panitch H. S. et al. 1987). Des patients atteints
de la forme progressive secondaire de la sclérose en plaques ayant regu un anticorps anti-
IFNy ont vu leur état clinique s’améliorer (Skurkovich S. et al. 2001). Il appert
également que le niveau d’IFNy dans le sang et le liquide encéphalo-rachidien des
patients atteints de sclérose en plaques augmente avec l’exacerbation des symptomes
(Link J. et al. 1994). 1l a été démontré dans un modéle EAE induit par les cellules T
CDS8" que la coinjection intrathécale de cellules T CD8" encéphalitogéniques avec un
anticorps anti-IFNy réduisait significativement la sévérité des symptomes (Huseby E. S.
et al. 2001). La souris NOD est un mod¢le d’autoimmunité spontanée dirigée contre les
cellules B du pancréas dans lequel les cellules effectrices sont des cellules T
diabétogéniques. Il a été démontré que I’IFNy stimulait la destruction des cellules p et
que le traitement avec des anticorps anti-IFNy ainsi que 1’absence du géne de I’IFNy ou

de son récepteur retardaient le développement du diabéte dans ce modele (Debray-Sachs
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M. et al. 1991, Hultgren B. et al. 1996, Serreze D. V. et al. 2000, Wang B. et al. 1997).
Les résultats obtenus chez la souris B7.2 Tg L31 démontrent clairement que I’'IFNy
participe a la pathogenése observée. Ces observations sont en accord avec le rdle
présumé de I’IFNy chez les patients atteints de sclérose en plaques, dans le modéle EAE
induit par les cellules T CD8" et dans le modéle NOD.

La disparité des conclusions quant au réle de I'IFNy dans les pathologies
autoimmunes tirées des études entre le modéle EAE induit par les cellules CD4" et les
autres modeles animaux ou patients atteints de sclérose en plaques, suggére qu'un ou des
¢léments mécanistiques différent entre les différentes pathogenéses. L’implication des
cellules CD8" constitue une différence importante entre le modéle EAE classique induit
par les cellules T CD4" versus le modéle EAE induit par les cellules T CD8", le modéle
B7.2 Tg L31, le modele NOD et les patients atteints de sclérose en plaques. Il a été
clairement démontré que des cellules T CD8" spécifiques pour des peptides dérivés de la
myéline sont encéphalitogéniques lorsque transférées & un animal receveur et sont
capables d’induire ’EAE (Ford M. L. et al. 2005, Huseby E. S. et al. 2001, Sun D. et al.
2001). Avec les souris I-Af -/- B7.2 Tg L31 et CD4 -/- B7.2 Tg L31, nous avons
démontré que les cellules T CD8" sont les cellules T effectrices dans la pathologie
démy¢élinisante affectant les souris B7.2 Tg L31. Dans le modéle NOD, les cellules T
CD4" et CD8' sont considérées comme des médiateurs majeurs de la pathologie
(Bendelac A. et al. 1987, Wicker L. S. et al. 1986). Cependant, certaines études ont mis
en évidence le role fondamental des cellules T CD8" dans la pathogenése du diabéte. Par
exemple, le transfert de clones T CD8" diabétogéniques cause le diabéte dans 1’animal

receveur en absence de cellules T CD4" (Wong F. S. et al. 1996) et les souris NOD
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déficientes en cellules T CD8" sont résistantes au développement du diabéte (Wang B. et
al. 1996). Finalement, méme si aucune preuve définitive n’existe, diverses études
suggerent un role majeur des cellules T CD8" dans la sclérose en plaques (Babbe H. et al.
2000, Hauser S. L. et al. 1986, Jacobsen M. et al. 2002, Skulina C. et al. 2004).

Donc, parmi toutes ces pathologies dans lesquelles on détecte une forte
production d’IFNy a I’organe ciblé par I’autoimmunité, seul le modele EAE induit par les
cellules T CD4" présente I’IFNy comme une cytokine qui ne favorise pas la pathogenése.
A partir de ces observations, on peut envisager que les cellules T CD4" et CD8" sont
affectées différemment par I’activité de I'IFNy sur le SNC. L’activité encéphalitogénique
des cellules T CD4" spécifiques est conservée lors de leur transfert 4 un animal receveur
IFNyYR -/- et serait par conséquent plutdt indépendante des effets de I'IFNy sur
I’environnement glial. Pour leur part, les cellules T CD8' nécessiteraient le
conditionnement pro-inflammatoire de I’environnement glial par I’IFNy pour exercer
pleinement leur activité encéphalitogénique. Ce conditionnement par I’'IFNy peut inclure
non seulement I’augmentation de 1’expression des molécules de costimulation B7 et des
_ molécules du CMH I par les cellules de la microglie, mais également 1’augmentation des
molécules du CMH 1 par des cellules potentiellement ciblées par les cellules T CD8"

autoréactives comme les oligodendrocytes et les neurones.

5.0.9 La pathogenése du processus de démyélinisation spontanée observée chez les

souris B7.2 Tg L.31

La sclérose en plaques est une maladie dont I’évolution clinique et la réponse aux

différentes thérapies sont trés hétérogénes (Sospedra M. et al. 2005). Cette hétérogénéité
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pathologique suggere que le processus pathogénique de démyélinisation puisse inclure
des mécanismes communs mais aussi des mécanismes qui différent d’un sous-groupe de
patients a D’autre. Les divergences pourraient inclurent une participation différente des
lymphocytes T CD4" et CD8" dans les différents processus de démyélinisation. Les
résultats obtenus permettent de suggérer une pathogenese possible pour le processus de
démyélinisation spontanée observé chez les souris B7.2 Tg L31 (Schéma 1).

Les cellules T sont absolument nécessaires au développement de la pathologie
observée dans les souris B7.2 Tg L31 et nous avons démontré que la participation des
cellules T CD8" est suffisante au processus de démyélinisation. L’entrée des
lymphocytes T dans le SNC est donc la premiére étape de la pathogenése. Les cellules T
mémoires traversent treés efficacement la barriere hémato-encéphalique (Hickey W. F.
2001) et leur seuil d’activation est réduit comparativement aux cellules T naives (London
C. A. et al. 2000), ce qui confere aux cellules T mémoires la capacité d’influencer la
pathogenese a deux niveaux. Premi¢rement, une circulation accrue au niveau du SNC
des souris B7.2 Tg L31 accroit la probabilité qu'un ou des lymphocytes T autoréactifs
spécifiques pour des neuroantigénes rencontrent leur épitope. Deuxiémement, il est
possible que les cellules T mémoires autoréactives ayant une affinité modérée pour un
neuroantigéne soient activées par leur épitope spécifique dans des conditions de
stimulation qui seraient insuffisantes pour I’activation de cellules T autoréactives naives

ou mémoires ayant une plus faible affinité pour un autoantigéne. Il est clair cependant
que la fréquence élevée de lymphocytes T mémoires chez les souris B7.2 Tg L31 n’est

pas suffisante pour initier une réaction autoimmune dirigée contre le SNC car aucun
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symptome clinique n’a été observé chez les souris B7.2 Tg L27 dans lesquelles la
fréquence de lymphocytes T mémoires est aussi élevée.

Nous avons déterminé que Iexpression constitutive de la molécule de
costimulation B7.2 par les cellules de la microglie est cruciale pour le développement de
manifestations cliniques et que la présentation d’autoantigénes en conjonction avec des
signaux de costimulation par des cellules présentatrices d’antigénes résidentes a 1’organe
sont suffisants pour briser la tolérance de cellules T autoréactives. Cette activation des
cellules T autoréactives directement dans le SNC constitue la deuxieéme étape de la
pathogenése affectant les souris B7.2 Tg L31. Des résultats obtenus par un autre groupe
suggérent également que 1I’augmentation de I’expression des molécules B7 dans le SNC
pouvait briser la tolérance des cellules autoréactives. En effet, il a ét¢ démontré que des
cellules T arborant un TCR transgénique spécifique a la myéline sont tolérantes
lorsqu’elles rencontrent 1’antigene dans le SNC (Brabb T. et al. 2000) et que ’injection
de toxine de pertussis ou des antigénes mycobactériens dans ces mémes souris induit
I’expression des molécules de costimulation B7 et meéne a 1’activation des cellules T au
TCR Tg autoréactives (Brabb T. et al. 1997).

Nous avons démontré que les cellules T CD8" autoréactives activées forment une
population oligoclonale dans le SNC et produisent des quantités significatives de la
cytokine pro-inflammatoire IFNy ex vivo. La signalisation par le récepteur de I’IFNy est
absolument requise pour I’activation des cellules de la microglie qui survient trés tot dans
la pathogenése. Il est probable que I’activation des cellules de la microglie par I’'IFNy et
que I’augmentation de I’expression du CMH I sur les oligodendrocytes et les neurones

suite 4 leur stimulation par ’IFNy soient nécessaires pour que les cellules T CD§"
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cytotoxiques restreintes au CMH I puissent causer des dommages. En effet, méme si il a
été¢ démontré que les oligodendrocytes et les neurones expriment des niveaux significatifs
de molécules du CMH I sous des conditions pro-inflammatoires et dans les plaques de
démyélinisation (Hoftberger R. et al. 2004), le niveau d’expression des molécules du
CMH I est trés faible dans le SNC en absence d’inflammation (Joly E. et al. 1991). De
plus, il a été démontré in vitro que les oligodendrocytes et les neurones isolés de souris
C57BL/6 ne sont susceptibles a la cytolyse des cellules T CD8" cytotoxiques qu’aprés
I’augmentation d’expression des molécules du CMH 1 suite au traitement avec IFNy
(Medana I. et al. 2001). Nous proposons donc que la production d’IFNy par les cellules T .
autoréactives activées est nécessaire a I’activation des cellules de la microglie mais aussi
nécessaire a I’expression des molécules du CMH I sur les oligodendrocytes et neurones.

L’augmentation de I’expression des molécules des CMH de classe I et II et de la
molécule de costimulation B7.1 indique que le potentiel de présentation antigénique des
cellules de la microglie dans les souris B7.2 Tg L31 est accru suite a leur activation.
Cette observation souléve la possibilité que les cellules de la microglie activées puissent
stimuler efficacement un certain nombre de cellules T al'ltoréactive's avec une faible
affinit¢ qui s’ajoutent aux cellules T encéphalitogéniques déja activées au cours du
développement de la réponse inflammatoire au SNC.

Nous avons démontré qu’a un stade avancé de la pathogenése, le répertoire de
cellules T CD8" présent dans le SNC est trés hétérogéne. A ce stade, il est possible que
I’on retrouve dans le SNC des cellules T recrutées non spécifiquement par
I’environnement inflammatoire ainsi que des cellules T autoréactives avec des affinités et

des spécificités différentes que celles des cellules T autoréactives qui ont initié la réponse
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autoimmune. L’addition de ces populations lymphocytaires a pour conséquence
d’augmenter la diversité de cellules T CD8" présentes dans le SNC. Compte tenu de cet
influx massif de lymphocytes T avec un phénotype mémoire/effecteur au SNC et qu’il a
été démontré que des lymphocytes T CD8' pouvaient induire le processus de
démyélinisation en absence de reconnaissance antigénique (Haring J. S. et al. 2002), 1l est
possible que ’action de ces cellules T CD8" non spécifiques recrutées au SNC puisse
amplifier la pathologie. Il est cependant également possible que le recrutement
secondaire de cellules T CD8' non spécifiques a des antigénes du SNC forme une
proportion importante de I’infiltrat durant un stade avancé de la pathogeneése mais ne
contribuent pas significativement a la pathogenése en absence de reconnaissance
spécifique, comme suggéré par une autre étude conduite dans le mode¢le MHV (Chen A.
M. et al. 2005).

I1 est possible que les dommages a la gaine de myéline et aux axones soient dus
en partie a activité cytotoxique directe des cellules T CD8" autoréactives restreintes au
CMH classe I exprimés par les oligodendrocytes et les axones neuronaux en milieu pro-
inflammatoire. Cependant, il n’est pas exclu que les cellules de la microglie et les
macrophages périvasculaires activés participent également a la démyélinisation par la
sécrétion de médiateurs neurotoxiques comme des réactifs oxygénés, de I’oxyde nitrique
et des enzymes lysosomales (Heppner F. L. et al. 2005, Raivich G. et al. 2004). Des
données préliminaires indiquent que les cellules de la microglie isolées de souris B7.2 Tg
L31 symptomatiques produisent des niveaux plus élevés d’oxyde nitrique que les cellules
de la microglie isolées de souris contr6les, mais nous n’avons pas encore établi si cette

production d’oxyde nitrique est significative pathologiquement. Le croisement des souris
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B7.2 Tg L31 avec des souris déficientes pour I’oxyde nitrique synthétase (iNOS -/-) est

€n cours.
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6.0 Conclusion

Notre modéele de démyélinisation refléte 1’émergence spontanée de cellules T
autoréactives spécifiques au systéme nerveux a partir d’un répertoire périphérique
polyclonal, un processus immunopathogénique qui se produit possiblement durant la
pathogenése de la sclérose en plaques. Notre modele représente €galement la premiere
démonstration que 1’expression constitutive d’une molécule de costimulation par les
cellules de la microglie au systéme nerveux brise la tolérance des cellules T autoréactives
et initie le développement d’une réponse autoimmune spontanée spécifique a 1’organe
exprimant la molécule de costimulation. Parce que les infections affectant le SNC et les
infections systémiques constituent les principaux éveénements physiologiques qui
affectent I’expression des molécules de costimulation B7 au SNC, notre modele supporte
I’hypothése selon laquelle ces mémes infections pourraient é&tre responsables de
I’'induction de I’autoimmunité dans le SNC chez un individu génétiquement susceptible.
Contrairement a la plupart des modeles animaux de la sclérose en plaques existants dans
lesquels les cellules encéphalitogéniques sont des cellules T CD4", notre modéle permet
d’étudier des mécanismes pathogéniquesv particuliers aux cellules T CD8" dans le
processus de démy¢élinisation. Les données recueillies serviront a mieux saisir le role des
cellules T CD8' chez les patients atteints de sclérose en plaques.

En conclusion, notre modéle peut servir de plate-forme expérimentale pour
disséquer les mécanismes immunopathologiques fondamentaux impliqués dans le
processus d’autoimmunité dirigée contre un organe spécifique ainsi que pour tester de

nouvelles thérapies potentielles.
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