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Résumé

Introduction: L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale est le modéle
animal le plus utilisé pour I'étude de la sclérose en plaques (SEP). Ce modéle ne
réplique pas avec exactitude toutes les caractéristiques de la maladie. Notre hypothese
est qu’il est possible de développer un modéle innovateur de souris humanisées de
SEP qui reproduirait avec plus de fidélité la maladie. Ce type de modéle ouvrirait la
voie a de nouvelles fagons d’étudier la physiopathologie de la maladie et surtout

permettrait le développement de nouvelles stratégies médicamenteuses.

Méthode: Des cellules mononucléées provenant du sang périphérique
(Peripheral blood mononuclear cells; PBMC) de patients atteints de SEP et de sujets
sains ont été injectées par voie intrapéritonéale a des souris NOD/LtSz-scid IL-
2Ryc(null) afin d’induire une reconstitution immune chez ces souris, laquelle a été
évaluée par cytométrie en flux. Par la suite une caractérisation clinico-pathologique du

modele a été faite.

Résultats: Une reconstitution immune a été observée chez toutes nos souris
ayant recu des PBMC de patients atteints de SEP et de sujets sains. Les souris n'ont
présenté aucune manifestation clinique suggérant une atteinte démyélinisante et
I'histologie cérébrale a confirmé I'absence de démyélinisation. Des cellules
immunitaires ont été isolées a partir du systeme nerveux central et leurs
caractéristiques tant d’'un point de vue quantitatif que qualitatif n’ont pas permis de
mettre en évidence une distinction entre le groupe ayant recu les PBMC de patients

atteints de SEP et celui ayant regu les PBMC provenant des sujets sains.

Conclusion: L’injection par voie intrapéritonéale de PBMC provenant de patient
atteints de SEP chez la souris NSG engendre une reconstitution immune chez la souris,
sans que celle-ci ne développe de manifestation clinicopathologique suggérant une

maladie s’apparentant a la SEP.
Mots-clés : Sclérose en plaques, encéphalomyélite auto-immune expérimentale,

souris humanisée, souris NSG.



Abstract

Introduction: Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a widely
used animal model for the study of multiple sclerosis (MS). Although instrumental in
MS research, this model fails to replicate some characteristics of this highly complex
demyelinating disease. Our hypothesis is that we can develop an innovative humanized
mouse model of MS that can replicate the human pathology more accurately. Such an
improved model would be instrumental in achieving a better understanding of the

disease and in facilitating the identification of novel therapeutic targets.

Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from MS patients and
healthy donors were injected intraperitoneally into NOD/LtSz-scid IL-2Ryc(null) (NSG)
mice in order to achieve immune reconstitution, which was then evaluated by flow

cytometry. A clinico-pathological characterization was also performed on these mice.

Results: Immune reconstitution was observed in all of our mice that received
PBMC from either MS patients or healthy donors. These humanized mice however did
not present any clinical manifestation of a (developing) demyelinating disease. Indeed,
histological examination was consistent with this finding, showing the absence of
central nervous system (CNS) demyelination. Immune cells isolated from the CNS of
mice injected with MS patient PBMC did not show a distinctive immune phenotype
when compared with immune cells isolated from mice that received healthy donor
PBMC.

Conclusion: The intraperitoneal injection of MS patient PBMC into NSG mice
induces immune reconstitution, but these mice do not develop any clinicopathological

manifestation of a disease suggestive of multiple sclerosis.

Keywords : Multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis,

humanized mouse model, NSG mouse.
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Introduction

La sclérose en plaques

Les maladies démyélinisantes inflammatoires médiées par 'immunité sont un
groupe hétérogeéne de maladies dont la plus commune, chez 'adulte, est la sclérose
en plaques (SEP). La caractéristique pathologique de la SEP est 'accumulation de
lésions démyélinisantes au niveau du systéeme nerveux central qui, cliniquement, est
associé a des déficits neurologiques réversibles ou permanents. Bien que des progrés
considérables ont été faits au courant des derniéres décennies pour mieux comprendre
et contréler la maladie, de nombreux aspects restent encore inconnus ce qui limite le

développement de nouvelles avenues thérapeutiques.

Aspects cliniques

La SEP est une maladie trés hétérogéne, tant au niveau de la présentation
initiale, qu’au niveau de son évolution. Afin de mieux catégoriser les patients, 3
phénotypes principaux distincts ont été définis : la SEP de forme cyclique ou rémittente,

la SEP de forme secondairement progressive et la SEP de forme primaire progressive.

Dans la forme cyclique de la SEP, le patient présente des poussées, soit des
périodes de dysfonctionnement neurologique associé a de la démyélinisation, suivi de
phases de rémissions avec une récupération compléte ou partielle. Cette forme est la
plus fréquente et représente entre 80% et 90% des présentations initiales (Dendrou,

Fugger, & Friese, 2015).
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La forme progressive secondaire de SEP est toujours précédée de la forme
cyclique. Typiquement lorsque le patient rentre dans cette phase il y a une progression
des symptoémes, avec ou sans pousseée et une remission absente ou minime. Le temps
moyen entre les premiers symptomes de la SEP de forme cyclique et la conversion
vers une forme progressive est de 19 ans (Confavreux & Vukusic, 2006; Eriksson,
Andersen, & Runmarker, 2003). Cinquante pourcent des patients atteints de la forme

rémittente évolueront vers la forme progressive secondaire.

Enfin, la SEP de forme primaire progressive est caractérisée par une
accumulation progressive des déficits neurologiques, avec des périodes de plateau
occasionnel, sans amélioration franche. Dix pour cent des patients atteints de SEP vont

correspondre a cette forme au moment du diagnostic (Thompson et al., 2018).

Epidémiologie

La SEP est la premiére cause d’invalidité d’origine non traumatique chez le
jeune adulte. Elle est donc associée a un impact socio-économique considérable
(Kobelt, Thompson, Berg, Gannedahl, & Eriksson, 2017). Au Canada, en 2015, chez
les personnes ageées de plus de 20 ans, l'incidence de cette maladie était de 15
personnes sur 100 000 par années et la prévalence de 270 personnes sur 100 000
(données provenant de statistique Canada). Ces taux varient de fagon notable au
travers le monde, et le Canada est un des pays avec les plus hauts taux de personnes

vivant avec la SEP (Filippi et al., 2018).

De fagon générale, la SEP a une prévalence plus élevée chez les femmes, mais

cette différence liée au sexe n’a pas toujours été aussi évidente. Avant les années 50,
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les études ne rapportaient pas de fagon consistante une prévalence augmentée pour
'un des deux sexes (Kurland, 1952). Depuis, une claire prépondérance féminine s’est
installée. Alors qu’en 1955, le ratio femme : homme estimé était de 1,4, il est passé a
2,3 en 2000 (Alonso & Hernan, 2008). Cette augmentation est liée a une augmentation

de l'incidence de la maladie chez les femmes en général (Orton et al., 2006).

Susceptibilité génétique et facteurs de risque
Bien que la cause exacte de la SEP soit inconnue, il est clair que I'expression
de la maladie est la résultante d’une interaction entre une susceptibilité génétique et

des facteurs de risque.

Les études de cohortes de jumeaux ont démontré le rdle indéniable de la
susceptibilité génétique. Pour le jumeau dizygote d’un patient atteint de SEP, le risque
de développer la maladie est de 3% a 5%, ce qui s’approche du risque chez une fratrie
non gémellaire. Cependant pour un jumeau monozygote le risque est
considérablement plus important allant de 18% a 30% selon les études (O'Gorman,
Lin, Stankovich, & Broadley, 2013; Sadovnick et al., 1993). Les jumeaux partageant
généralement les mémes influences environnementales, cette différence entre les

jumeaux monozygotes et dizygotes ne peut qu’étre liée a des facteurs génétiques.

Par ailleurs, plusieurs polymorphismes, pour la plupart dans des génes
impliqués dans la réponse immunitaire, modulent le risque de développer la SEP
(Beecham et al., 2013). Parmi les plus importants, on retrouve des polymorphismes
dans les génes codant les complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de classe |

et de classe Il. Les plus connus sont : le variant HLA-DRB1*15 :01 (CMH de classe Il)
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qui est associé a une augmentation du risque de développer la maladie (Lincoln et al.,
2005) et le variant HLA-A*02 (CMH de classe 1) qui est associé a une diminution du

risque de développer la maladie (Brynedal et al., 2007).

Les facteurs de risque environnementaux ayant le plus haut niveau d’évidence
sont : l'infection au virus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus, EBV) ; le tabagisme; I'obésité

et les niveaux de vitamine D (Filippi et al., 2018).

L’infection a EBV est associée a un risque relatif de 2,3 (Thacker, Mirzaei, &
Ascherio, 2006). L’association avec un risque augmenté de développer la SEP est
d’autant plus importante si I'infection a eu lieu durant 'adolescence ou la période jeune
adulte (Olsson, Barcellos, & Alfredsson, 2017). Pour le moment, les études n’ont réussi
gu’a documenter une association, et aucun lien de causalité n’a pu étre établi.
Cependant, le mécanisme le plus étudié est la possibilité d’'un mimétisme moléculaire
menant a la génération de lymphocytes T autoréactifs (Sospedra & Martin, 2006) qui

reconnaissent donc un épitope de EBV qui serait semblable a un épitope du SNC.

Le tabagisme, autant actif que passif, est aussi associé a un risque élevé de
développer la SEP (Riise, Nortvedt, & Ascherio, 2003). De plus, il y a une relation de
type « dose-réponse » signifiant que plus la dose cumulative de tabac est élevée plus
le risque est élevé (Hedstrom, Baarnhielm, Olsson, & Alfredsson, 2009). Par ailleurs,
chez les patients ayant la SEP cyclique, il a été démontré que le tabagisme est un

facteur de risque de progression secondaire de la maladie (Hernan et al., 2005).

L’obésité durant I'adolescence est un facteur de risque maintenant trés bien

reconnu (Hedstrom et al., 2014). De facon intrigante, I'obésité a 'age adulte ne semble
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pas avoir autant d'impact, suggérant que I'adolescence est une période critique par

rapport au risque de développer la maladie (Olsson et al., 2017).

Enfin, les niveaux sériques élevés de vitamine D sont associés a une diminution
du risque de développer la SEP (Munger, Levin, Hollis, Howard, & Ascherio, 2006). Cet
effet protecteur pourrait en partie expliquer la distribution géographique de la SEP;
comme l'exposition au soleil stimule la production de vitamine D active, les latitudes
s’éloignant de I'équateur, ayant un temps d’ensoleillement moins long, sont souvent
des régions associées a une plus grande prévalence (Ghareghani, Reiter, Zibara, &

Farhadi, 2018).

Immunopathologie de la SEP

L’'inflammation, la démyélinisation et le dommage axonal sont les trois
mécanismes qui sont responsables des manifestations cliniques de la SEP (Compston
& Coles, 2008). Plusieurs sous-types cellulaires sont impliqués dans les mécanismes
physiopathologiques sous-jacents. Pendant longtemps, les études se sont concentrées
sur les lymphocytes T, or, aujourd’hui, il est bien reconnu que les lymphocytes B et
aussi les cellules myéloides incluant la microglie et les astrocytes jouent un réle majeur
dans le développement de la SEP (R. Li, Patterson, & Bar-Or, 2018). Une étude portant
sur I'expression de génes au niveau des plaques corticales a montré, qu’en plus de la
présence de génes associés a l'inflammation médiée par les lymphocytes T, les génes
associés a l'activation microgliale, au stress oxydatif et a la mort cellulaire sont aussi

fortement exprimés (Fischer et al., 2013).
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Evidence de I'implication des lymphocytes T

Classiquement, la poussée est considérée comme étant associée a une
activation aberrante de lymphocytes T effecteurs migrant dans le parenchyme cérébral
et causant de la démyelinisation périvasculaire, de I'activation gliale et des dommages
neuro-axonaux (Baecher-Allan, Kaskow, & Weiner, 2018). L’implication des

lymphocytes T est supportée par des évidences tant chez I’humain que chez I'animal.

Chez I'humain, un des faits qui supporte cette hypothése est 'augmentation du
risque de développer la SEP associée a I'allele HLA-DRB1*15 :01 du complexe CMH
I, qui est impliqué dans le développement de la tolérance centrale des lymphocytes T
CD4 (Klein, Hinterberger, Wirnsberger, & Kyewski, 2009; Lincoln et al., 2005). De plus,
les études pathologiques ont démontré la présence de lymphocytes T, des CD8" et en
moindre proportion des CD4*, au niveau des lésions de SEP (Booss, Esiri, Tourtellotte,
& Mason, 1983; B. F. G. Popescu, Pirko, & Lucchinetti, 2013). Enfin, I'efficacité de
certains traitements modifiant la maladie (DMT, disease-modifying therapies) qui ont
une action envers les lymphocytes T, supporte le role de ce sous-type cellulaire dans
I'évolution de la pathologie. C’est le cas entre autres pour I'interféron béta qui module
I'expression de cytokines des lymphocytes T, de I'acétate de glatiramére qui accentue
l'activité des lymphocytes T de type Th2 et qui favorise 'émergence lymphocyte T
régulateurs et du natalizumab qui empéche la migration des lymphocytes T vers le

systéme nerveux central (Martin, Sospedra, Rosito, & Engelhardt, 2016).

Par ailleurs, le modeéle animal le plus utilisé, 'encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE, experimental autoimmune encephalomyelitis), supporte cette

implication des lymphocytes T. En effet, ce modéle, qui partage certaines similarités
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avec la SEP, est dépendant des lymphocytes T, principalement des lymphocytes T
CD4* (Zamvil & Steinman, 1990). Ceci a été démontré par le fait qu’un transfert passif
de lymphocytes T CD4+ spécifiques pour la myéline dans un animal naif est suffisant
pour déclencher la maladie (Lassmann & Bradl, 2017). De plus, 'administration d’'un
anticorps monoclonal dirigé contre les lymphocytes T CD4" réduit la sévérité de 'EAE

(Alters, Sakai, Steinman, & Oi, 1990; Brostoff & Mason, 1984).

Evidence de I'implication des lymphocytes B

Depuis plusieurs années, les recherches ont bifurqué pour tenter d’expliquer la
contribution des autres sous-types cellulaires dans le développement dans la SEP.
Parmi ceux-ci, les lymphocytes B suscitent un intérét grandissant. Plusieurs évidences
chez ’humain, et, dans une moindre mesure, chez I'animal, renforcent I'importance des
lymphocytes B dans la maladie. L'évidence la plus forte est I'efficacité des thérapies
de déplétion de lymphocytes B, tel que l'ocréluzimab et le rituximab qui sont des

anticorps monoclonaux dirigé contre le CD20 (Hauser et al., 2017; Salzer et al., 2016).

Par ailleurs, un des biomarqueurs qui peut étre utilisé pour le diagnostic de SEP
est la présence de bandes oligoclonales dans le liquide céphalorachidien (LCR) des
patients (Thompson et al., 2018). Ces bandes oligoclonales sont des
immunoglobulines de type G ou M qui sont produites par les plasmocytes intrathécaux
ayant subi une expansion clonale (Owens et al., 2003). De plus, au-dela du
compartiment intrathécal, cette expansion clonale est aussi observée au niveau des

méninges et du parenchyme cérébral (Lovato et al., 2011).
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Les mécanismes par lesquels les lymphocytes B sont impliqués ne sont
cependant pas clairement élucidés, il pourrait s’agir de mécanismes qui dépendent de
la production d’anticorps ou encore via des mécanismes indépendants tel que la

présentation d’antigéne via le CMH Il (Molnarfi et al., 2013).

La contribution des lymphocytes B dans le modéle classique de 'EAE induite
est plus limitée. Cependant, il existe des modéles spontanés d’EAE qui sont
dépendants des lymphocytes B. C’est le cas par exemple du modéle de souris EAE
spontanée TCR1640, qui exprime un récepteur de cellule T (TCR, T-cell receptor)
transgénique dirigé contre le peptide 92-106 de la glycoprotéine oligodendrocytaire de
la myéline (MOG, myelin oligodendrocyte glycoprotein). Bien que, dans ce modele, la
maladie est dépendante de la présence de lymphocytes T autoréactifs contre une
composante de la myéline, il a été démontré que la déplétion de lymphocyte B, via
'administration d’'un anticorps anti-CD20, réduit de fagon drastique I'apparition d’EAE

chez ces souris (Pollinger et al., 2009).

Evidence de I'implication de la microglie

L'implication de la microglie est avant tout suggérée par I'abondance de
microglies activées tant au niveau des lésions de SEP qu’au niveau de la substance
blanche d’apparence normale (Kutzelnigg et al., 2005; Lassmann, Bruck, & Lucchinetti,
2007). Ces cellules, qui peuvent étre considérées comme les macrophages résidents
du systéme nerveux central, jouent un réle important dans le recrutement de cellules

de l'immunité adaptative entre autres en agissant comme cellules présentatrices
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d’antigéne (CPA) avec I'expression de CMH | et CMH Il (R. M. Ransohoff & Perry,

2009).

Du cété expérimental, dans un modéle d’EAE chez une souris transgénique dont
la microglie est inactivée par I'administration de ganciclovir, la souris transgénique
CD11b-HSVTK, il a été démontré qu’'une paralysie de la microglie résulte en une
amélioration substantielle des signes cliniques et en une diminution importante de
l'inflammation au niveau du SNC (Heppner et al., 2005). Cependant, il a été démontré
par la suite que seul le ganciclovir est suffisant pour atténuer I'inflammation au sein du
SNC lors de 'EAE (Heppner et al., 2005). De plus, une étude récente remet en doute
ces observations sur la microglie en EAE. En effet, en utilisant 'TEAE dans un modéle
dont la déplétion de microglie est induite par une toxine diphtérique, il a été démontré
gu’'aucune différence n’était observable au niveau de [linflammation, de la
démyelinisation ou neurodégénérescence au niveau de la moelle épiniere des souris

dont la microglie a été déplétée (Rubino et al., 2018).

Les cytokines

Interleukine-17

Les cytokines sont des médiateurs inflammatoires importants et ont un réle clef
dans la physiopathologie de la maladie. L'implication de I'interleukine 17 (IL-17), une
cytokine pro-inflammatoire, est indéniable. On retrouve d’ailleurs, au sein des |ésions
de SEP, une augmentation des transcris du géne encodant pour cette cytokine (Lock
et al., 2002) en plus d’'un enrichissement des lymphocytes T, tant CD4* que CD8",

produisant de I'lL-17 (Kebir et al., 2009; Tzartos et al., 2008). De plus, I'expression d’IL-
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17 par les cellules mononucléées est augmentée dans le LCR des patients atteints de
SEP, ainsi que dans le sang au moment des poussées, lorsque comparée a des
échantillons provenant de patients avec conditions neurologiques non inflammatoires
(Matusevicius et al., 1999). En EAE, la neutralisation de cette cytokine est associée a

une amélioration franche des symptédmes (Hofstetter et al., 2005).

Facteur de nécrose tumorale alpha

Chez I'humain, il a été démontré que les taux du facteur de nécrose tumorale
alpha (TNFa, tumor necrosis factor alpha) dans le LCR sont directement corrélés avec
la sévérité de la maladie et a sa progression (Maimone, Gregory, Arnason, & Reder,
1991; Sharief & Hentges, 1991). D’un autre cété, les essais cliniques qui ont été faits
avec des bloqueurs de TNFa pour le traitement de la SEP ont tous été négatifs; certains
patients ayant méme eu une augmentation importante de I'activité de leur maladie
("TNF neutralization in MS: results of a randomized, placebo-controlled multicenter
study. The Lenercept Multiple Sclerosis Study Group and The University of British
Columbia MS/MRI Analysis Group," 1999; van Oosten et al., 1996). De plus, il existe
une association entre les traitements d’anti-TNFa, traitements reconnus pour plusieurs
syndromes inflammatoires, et des épisodes de démyélinisation au niveau du SNC
(Kaltsonoudis, Voulgari, Konitsiotis, & Drosos, 2014; Kemanetzoglou & Andreadou,

2017).

Enfin, du c6té expérimental, I'utilisation d’anticorps bloquant le TNFa réduit la
sévérité de 'EAE(Ruddle et al., 1990). De plus les souris n’exprimant pas le TNFa ont

cliniquement une EAE moins sévére que celles qui I'expriment (Wheeler, Zehntner,
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Kelly, Bourbonniere, & Owens, 2006). Les effets opposés de la neutralisation du TNFa
en SEP et en EAE suggére que cette cytokine a un réle distinct dans la

physiopathologie de ces deux entités.

Interféron gamma

Le réle de I'interféron gamma (IFNy) est un peu plus complexe. Initialement, on
lui a attribué un réle pathologique avec I'évidence de niveaux augmentés de cette
cytokine au niveau des Iésions de démyélinisations tant en EAE (Merrill et al., 1992)
que chez les patients (Brosnan, Cannella, Battistini, & Raine, 1995). De plus
cliniqguement, 'administration d’IFNy a déja été I'objet d’'une étude randomisée chez les
patients atteints de SEP et a été associée a des exacerbations franches de la maladie
en lien avec une activation du systéme immunitaire (Panitch, Hirsch, Haley, & Johnson,

1987; Panitch, Hirsch, Schindler, & Johnson, 1987).

Mais cette notion a été nuancée avec I'accumulation d’évidences d'un possible
réle protecteur de I'lFNy. En effet, I'injection intraventriculaire de cette cytokine dans le
modeéle d’EAE réduit les symptdmes et la mortalité (Voorthuis et al., 1990). De plus,
'administration d’IFNy dans un modéle d’EAE chronique est associée a un délai
d’apparition des poussées (Heremans, Dillen, Groenen, Martens, & Billiau, 1996).
Enfin, une étude rétrospective, faite sur des patients atteints de SEP progressive ayant
été traités avec un inducteur d’'IFNy, a démontré que les niveaux sériques de cette
cytokine n’étaient pas corrélés avec la progression de la maladie. De plus, dans cette
étude le patient ayant eu le niveau sérique le plus élevé est resté stable cliniquement

(Bever, Panitch, Levy, McFarlin, & Johnson, 1991).
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L’IFNy est donc une cytokine ayant probablement un réle double, protecteur et
pathogénique, et ce réle semble étre dépendant du stade de la maladie ainsi que du
type cellulaire qui sécréte cette cytokine (Arellano, Ottum, Reyes, Burgos, & Naves,

2015).

Facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages

GM-CSF est une cytokine ayant un réle important dans la physiopathologie de
la SEP. Premiérement, il y a une augmentation de la fréquence des lymphocytes T
mémoire exprimant cette cytokine chez les patients avec atteints de SEP; et il semble
aussi y avoir une corrélation avec la sévérité de la maladie (Hartmann et al., 2014).
Une autre étude a démontré que la production de GM-CSF par les lymphocytes T
réactifs a la myéline est augmentée chez les patients atteints de SEP lorsque comparée

a des donneurs sains (Cao et al., 2015).

Chez la souris, la démonstration la plus convaincante du réle du GM-CSF dans
'EAE est le fait que les souris ne produisant pas de GM-CSF (souris Csf2”") sont
complétement résistantes au développement de 'EAE (Croxford, Spath, & Becher,

2015; McQualter et al., 2001).

Mécanismes pathologiques

Il est généralement accepté que la SEP est initiée par la présence de
lymphocytes T autoréactifs au sein du SNC reconnaissant des antigénes de la myéline.
Cependant, les mécanismes par lesquels ces lymphocytes T se retrouvent dans le

SNC ne sont pas encore élucidés. Deux grands modéles hypothétiques sont reconnus.
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Dans le premier, les lymphocytes T autoréactifs se trouvant dans des sites
périphériques sont activés par des mécanismes tels que le mimétisme moléculaire
(Harkiolaki et al., 2009) ou encore la co-expression de TCR avec différentes affinités
(Ji, Perchellet, & Goverman, 2010). Une fois activés les lymphocytes T autoréactifs
vont exprimer différentes molécules d’adhésion a leur surface qui vont faciliter leur
adhésion aux parois vasculaires et leur extravasation a travers la barriere hémo-
encéphalique (BHE) (J. M. Goverman, 2011). C’est ce qu’'on appelle le modéle

extrinséque au SNC.

Dans le second modeéle, c’est une atteinte du SNC qui initie I'activation des
lymphocytes T autoréactifs. Cette atteinte pourrait étre, par exemple, une infection
virale ou encore un processus menant a une neurodégénérescence primaire. Dans ces
conditions, les lymphocytes T ayant un réle de surveillance et circulant dans le LCR
(Richard M. Ransohoff & Engelhardt, 2012) pourraient étre activés par des cellules
immunes se trouvant dans I'espace méningé ventriculaire ou périvasculaire (McMahon,
Bailey, Castenada, Waldner, & Miller, 2005). C’est ce qu'on appelle le modéle

intrinséque au SNC.

Une fois au niveau du parenchyme, ces lymphocytes T et B interagissent avec
la microglie résidente du SNC et les astrocytes. C’est par contact direct ou en secrétant
des médiateurs neurotoxiques et inflammatoires, que ces cellules vont causer une

atteinte des oligodendrocytes et des Iésions neuroaxonales (Dendrou et al., 2015).
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Histopathologie

La caractéristique histopathologique de la SEP est la présence de plaques au
niveau du systéme nerveux central, correspondant a des zones de démyélinisation
(Lassmann et al., 2007). Typiquement, ces plaques se forment autour d’'un vaisseau
sanguin au travers duquel les cellules migrent vers le parenchyme (Kirk, Plumb,
Mirakhur, & McQuaid, 2003). On retrouve de fagon préférentielle ces plaques au niveau
du nerf optique, en sous-pial dans la moelle épiniére, au niveau du tronc cérébral et
dans la substance blanche périventriculaire (B. F. Popescu & Lucchinetti, 2012). Ces
Iésions peuvent étre classées selon la présence et la localisation des macrophages et
des microglies activées au travers de la Iésion (Kuhlmann et al., 2017). Ainsi, une lésion
est dite active lorsque les macrophages et les microglies activées sont répartis dans
'ensemble de la Iésion et qu’ils ont phagocyté de la myéline. Une Iésion active/inactive
va présenter un centre acellulaire encerclé par des macrophages et des microglies.

Enfin, une Iésion inactive est dépourvue de macrophages et de microglies.

Les modéles expérimentaux de SEP

Plusieurs modéles expérimentaux sont utilisés pour étudier la SEP. On peut
geénéralement les classer en trois grandes catégories : les modeles d’'EAE, les modéles
de démyélinisation inflammatoire induits par un virus et les modéles de démyélinisation
toxique (Lassmann & Bradl, 2017). Tous ces modeéles ont certaines limitations, il est

donc important de choisir celui qui est le plus approprié selon la question de recherche.
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Modéles d’EAE

Au début 20e siécle, la vaccination antirabique a été associée a des
complications neurologiques majeures (Stuart & Krikorian, 1928) dont I'étude
pathologique suggérait de grandes similarités avec la SEP, incluant des foyers de
démyélinisation (Shiraki & Uchimura, 1957). La préparation des vaccins antirabique a
cette époque se faisait a partir d’homogénat de tissu cérébral de chévres ou de
moutons infectés qui, ensuite, étaient inactivés chimiquement. C’est donc le contenu
élevé en myéline qui causait la sensibilisation a I'origine de l'atteinte neurologique
inflammatoire démyélinisante importante que présentaient certains patients (Hicks,

Fooks, & Johnson, 2012).

C’est en se basant sur les complications liées au contenu en myéline des
vaccins antirabiques que les modéles EAE ont été développés. lls ont tous en commun
la présence de neuro-inflammation au niveau du SNC suite a une activation du systéme

immunitaire.

EAE active

Dans le modéle d’'EAE active, I'animal est directement immunisé contre la
myéline. Pour ce faire, une émulsion de peptide de myéline avec un adjuvant, appelé
adjuvant de Freund, est injectée a I'animal par voies sous-cutanées. L’adjuvant de
Freund est nécessaire pour obtenir une immunisation efficace avec une seule injection
de peptide de myéline (Stromnes & Goverman, 2006a). Les mécanismes par lesquels
'adjuvant de Freund agit sont multiples. Il est généralement accepté que ce type

d’émulsion prolonge la demi-vie de I'antigéne au site d’injection (Herbert, 1968). De
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plus, 'adjuvant de Freund contient du Mycobacterium tuberculosis. Ceci favorise la
capture d’antigénes par les CPA et en favorise la présentation ce qui résulte en une

activation et une expansion des lymphocytes T CD4" (Billiau & Matthys, 2001).

Chez la souris, tout dépendant de sa susceptibilité génétique a 'EAE, il peut étre
nécessaire d’administrer en plus une toxine pertussique afin que la maladie se
développe (Linthicum & Frelinger, 1982). Les mécanismes par lesquels cette toxine
contribue au développement de la pathologie ne sont cependant pas completement
élucidés. Il est possible que cette toxine contribue a l'altération de la BHE et a sa
perméabilisation, facilitant I'entrée des cellules immunitaires au niveau du systéme
nerveux central (Lu et al., 2008; Munoz, Bernard, & Mackay, 1984). Elle aurait aussi
un rbéle dans l'inhibition de l'anergie des lymphocytes T autoréactifs circulants
(Kamradt, Soloway, Perkins, & Gefter, 1991), dans la perte de tolérance périphérique
des lymphocytes T (Hanspeter Waldner, Collins, & Kuchroo, 2004), et dans la

suppression des lymphocytes T régulateurs (Chen et al., 2006).

Le type de progression d’EAE, soit la forme avec rémission ou la forme
progressive, dépend de la combinaison entre la souche de la souris et I'antigéne utilisé
(Miller & Karpus, 2007; Stromnes & Goverman, 2006a). Les trois antigenes utilisés sont
des protéines de la myéline utilisées entierement ou en fragments. Ces protéines sont
le MOG, la protéine protéolipidique (PLP, proteolipid protein) et la protéine de base de

la myéline (MBP, myelin basic protein)(Stromnes & Goverman, 2006a).
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Dans ce type de modéle, la souris va présenter une paralysie caudo-rostrale.
Les premiers symptdémes apparaissent habituellement entre 9 et 20 jours apres

limmunisation (Stromnes & Goverman, 2006a).

Une des limitations importantes de ce modéle est le fait qu’il soit causé par des
lymphocytes T CD4" autoréactifs limités au CMH Il. Bien que ce modéle partage
certaines caractéristiques avec la SEP, ce mécanisme physiopathologique initiant
'EAE ne fait pas nécessairement partie des mécanismes responsables de la SEP
(Lassmann & Bradl, 2017). De plus, du fait que ce modéle est basé sur une
immunisation contre des antigénes de la myéline via une injection en périphérie, il est
impossible d’étudier I'hypothése du modéle mécanistique dite intrinseque au SNC ou
il est présumé que lactivation des lymphocytes T autoréactifs se fait au sein du

systéme nerveux central (Kipp, Nyamoya, Hochstrasser, & Amor, 2017).

Par ailleurs, le fait que la pathologie soit confinée au niveau de la moelle épiniére
et, rarement, avec une atteinte limitée dans le tronc et le cervelet est une autre limitation
de ce modeéle puisque dans la SEP la maladie peut toucher 'ensemble du SNC (Behan

& Chaudhuri, 2014).

EAE passive

Le principe de 'EAE passive est d’effectuer un transfert adoptif de cellules
immunitaires activées chez une souris receveuse naive. Pour ce faire, les animaux
donneurs sont tout d’abord immunisés avec des composantes de la myéline de la
méme facon que dans I'EAE active. Environ une dizaine de jours suivant

immunisation, ces animaux sont sacrifiés et les leucocytes des organes lymphoides
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secondaires sont isolés et activés in vitro dans des conditions favorisant la prolifération
des lymphocytes T spécifique pour la myéline; ce sont ensuite ces cellules qui sont
injectées par voie intraveineuse ou intrapéritonéale dans les souris receveuses. De la
toxine pertussique peut étre administrée dans les jours suivant le transfert, pour les
mémes raisons que dans 'EAE active (Stromnes & Goverman, 2006b; Wekerle,

Kojima, Lannes-Vieira, Lassmann, & Linington, 1994).

Dans ce modéle, comme l'animal receveur n'est pas soumis a une
immunisation, I'inflammation au niveau du SNC peut étre étudiée sans craindre une
contribution de cette immunisation via des mécanismes qui lui sont propres (Lassmann
& Bradl, 2017). L’avantage le plus grand de ce modéle est de pouvoir manipuler les
cellules avant leur injection. Ainsi, certaines sous-populations peuvent étre enrichies,
déplétées ou marquées avant l'injection pour mieux comprendre les mécanismes
pathologiques. De cette fagon, il devient aussi plus facile d’étudier les mécanismes
responsables de l'infiltration des cellules immunitaires pathogéniques dans le SNC
(Bartholomaus et al., 2009; Flugel et al., 2001; Kawakami et al., 2005; Reboldi et al.,

2009; Renno, Krakowski, Piccirillo, Lin, & Owens, 1995).

Tout comme dans I'EAE induite classique, ce modéle est complétement
dépendant des lymphocytes T CD4* autoréactifs limités au CMH Il, ce qui induit un
biais important. Cependant, afin de contourner ce désavantage une équipe a
développé un modéle d’EAE passive avec un transfert de lymphocyte T CD8* limité au
CMH | créant donc une inflammation du SNC dépendante de ce sous-type cellulaire
(Huseby et al., 2001). Dans certaines conditions, ce modéle est associé a des

trouvailles pathologiques partageant certaines caractéristiques de la SEP telles que
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des plaques de démyélinisation (Saxena et al., 2008). Il n’existe pas pour le moment

de modele d’EAE passive qui soit dépendant des lymphocytes B.

EAE spontanée.

Comme les modéles d’EAE passive et active sont basés sur le principe d’une
immunisation initiale contre les antigénes de la myéline, ce type de modéle
expérimental n’est pas idéal pour étudier les mécanismes initiaux de la SEP comme
ceux qui déclenchent I'activation des lymphocytes T autoréactifs. Afin de contourner
cette limitation, de nombreux modéles d’EAE spontanée ont été développés (Ben-Nun
et al., 2014). Des manipulations génétiques permettent de générer des souris dont les
lymphocytes T expriment un TCR qui reconnait un antigéne du SNC. Les modéles qui
ont été développés jusqu’a présent ont pour cible soit le MBP (J. Goverman et al., 1993;
Lafaille, Nagashima, Katsuki, & Tonegawa, 1994), soit le PLP (H. Waldner, Whitters,
Sobel, Collins, & Kuchroo, 2000), soit le MOG (Anderson et al., 2012; Bettelli et al.,
2003; Pollinger et al., 2009) ou encore la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP, Glial
fibrillary acidic protein) (Sasaki et al., 2014). Chacune de ces souris ont des
propensions différentes a développer 'EAE et cette propension est parfois dépendante
du sexe (Pdllinger et al., 2009). Les sites anatomiques touchés par I'inflammation et la

démyélinisation sont eux différents entre ces modéles (Lassmann & Bradl, 2017).

Les modéles d’EAE spontanées sont un outil précieux pour étudier l'influence
de certains facteurs sur la maladie. Par exemple, les interactions entre la flore

microbienne et I'inflammation du SNC (Berer et al., 2011).
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L’avantage avec ces souris c’est aussi qu’elles peuvent par la suite étre croisées
pour élaborer des modéles plus complexes. Ainsi des modéles de démyélinisation ont
été générés chez des souris exprimant un TCR transgénique spécifique au MOG et
une immunoglobuline G elles aussi spécifiques au MOG. Ceci permet donc d’étudier
entre autres les meécanismes liés a linteraction entre les lymphocytes B et les
lymphocytes T dans la pathologie (Bettelli, Baeten, Jager, Sobel, & Kuchroo, 2006;

Krishnamoorthy, Lassmann, Wekerle, & Holz, 2006).

Enfin, un autre avantage de ces modéles est qu'il est possible d’utiliser les
leucocytes des souris transgéniques d’EAE spontanée et d’en faire un transfert adoptif
dans des souris naives afin de mieux pouvoir étudier certaines caractéristiques du
modéle transgénique initiales en départageant ce qui appartient aux cellules
immunitaires de ce qui appartient reste de I'organisme. C’est avec cette stratégie qu'il
a récemment été démontré que, pour le modéle dEAE spontanée TCR1640 dont
I'expression de la maladie est dépendante du sexe (Poéllinger et al., 2009), le phénotype
de la maladie est plus précisément dépendant du sexe des leucocytes et non du sexe

du receveur (Dhaeze et al., 2019).

Comme les modéles d’EAE active et passive, les modéles d’EAE spontanée,
sont, pour la plupart, associés a une inflammation du SNC qui est médiée par les
lymphocytes T CD4*, ce qui ne reflete pas nécessairement les mécanismes

physiopathologiques de la SEP.
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EAE spontanée chez la souris humanisée

D’un point de vue génomique, 'humain a une homologie avec la souris de plus
de 90 % et d’'un point de vue moléculaire les protéines de la myéline sont hautement
conservées (Chinwalla et al., 2002). Ceci fait de la souris un modéle intéressant a
utiliser en neurosciences. Cependant, les différences liées au systéeme immunitaire
sont beaucoup plus importantes. C’est le cas par exemple pour la présentation
d’antigéne via les CMH. En effet, ces molécules, en plus d’étre extrémement
polymorphiques, présentent d’importantes différences entre les espéces (Shiina,
Blancher, Inoko, & Kulski, 2017). Ainsi, pour pouvoir réellement étudier les
mécanismes liés au potentiel encéphalitogénique des lymphocytes T autoréactifs,
quelques modéles de souris EAE spontanée humanisées ont été élaborés via
I'expression transgénique de CMH | ou de CMH Il humain (Ellmerich et al., 2004;

Friese et al., 2008; Madsen et al., 1999).

Modéles de démyélinisation inflammatoire induite par un virus

La démyélinisation d’origine inflammatoire induite par un virus est un
phénomeéne bien connu tant chez I'humain que chez la souris et est associée a des
virus bien précis (Haley & Atwood, 2017; Mecha, Carrillo-Salinas, Mestre, Feliu, &
Guaza, 2013; Shishido-Hara, 2015). C’est sur cette base que des modéles
expérimentaux d’infection virale ont été développés pour étudier les mécanismes
d’'inflammation, de démyélinisation et de neurodégénérescence (Clatch, Lipton, &
Miller, 1986; Gerhauser, Hansmann, Ciurkiewicz, Loscher, & Beineke, 2019; Kenyon

et al., 2015).
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Bien que ces modéles puissent étre un outil précieux pour étudier certains
mécanismes pathologiques qui pourraient étre partagés avec la SEP, ils comportent
des limitations importantes. La principale étant le fait que l'infection, en tant que telle,
est associée a des mécanismes antiviraux et auto-immuns qui ne sont pas
nécessairement liées a [linflammation, a Ila démyélinisation ou a la

neurodégénérescence (Procaccini, De Rosa, Pucino, Formisano, & Matarese, 2015).

Modéles de démyélinisation toxique

Les modeles de démyélinisation toxique sont indépendants de processus
immunitaires induits, ce qui en fait des modéles intéressants pour étudier les
mécanismes de la démyélinisation et de la remyélinisation dans des conditions

uniformisées (Franklin & Gallo, 2014).

Il existe principalement trois grands modéles de démyélinisation toxique : la
démyeélinisation induite par le cuprizone, la démyeélinisation induite par la lysolécitihine

et la démyélinisation induite par I'éthidium bromide (Lassmann & Bradl, 2017).

Le cuprizone est un chélateur du cuivre qui est ajouté a la diéte des souris. Ce
traitement cause une apoptose des oligodendrocytes et induit la démyélinisation via
des mécanismes de stress oxydatifs (Blakemore, 1972; Kesterson & Carlton, 1972;
Pattison & Jebbett, 1971; Praet, Guglielmetti, Berneman, Van der Linden, & Ponsaerts,
2014). Lorsqu’on retire le cuprizone de la diéte de ces souris, des processus de
remyélinisation prennent place, impliquant la microglie et les astrocytes (Gudi, Gingele,

Skripuletz, & Stangel, 2014).
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La lysolécithine est administrée localement par injection au niveau de la
substance blanche. Elle agit comme détergent et induit des dommages a la membrane
lipidique des feuillets de myéline causant ainsi une démyélinisation primaire. Dans les
jours suivant I'injection un processus de remyélinisation spontanée est observé (Hall,

1972; Jeffery & Blakemore, 1995; Pavelko, van Engelen, & Rodriguez, 1998).

Enfin, I'éthidium bromide s’administre de la méme fagon que la lysolécithine soit
localement au niveau de la substance blanche. Cet agent a non seulement un effet
toxique sur les oligodendrocytes, mais aussi sur les astrocytes créant leurs déplétions
au site d’injection (Blakemore & Franklin, 2008; Kuypers, James, Enzmann, Magnuson,

& Whittemore, 2013; Woodruff & Franklin, 1999).

L’étude de la démyélinisation et de la remyélinisation est un point crucial pour le
développement de nouvelles molécules thérapeutiques. Actuellement, aucun
traitement ne cible de fagon primaire la remyélinisation, alors que cette stratégie a un

potentiel indéniable (Lutterotti, 2018; Plemel, Liu, & Yong, 2017).

La souris humanisée

Le terme souris humanisée peut faire référence aux souris issues de
manipulations génétiques leur permettant d’exprimer des génes humains (Gregersen,
Holmes, & Fugger, 2004), par exemple I'expression d’'un CMH humain tel que décrit
plus haut. Dans cette section nous allons nous concentrer sur celles ayant une

immunodéficience permettant la greffe de cellules humaines.

L’utilisation de la souris humanisée en recherche est de plus en plus populaire

depuis le début des années 2000. Ce type de modéle permet de faire de la recherche
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dans un modéle murin tout en contournant le probléme des différences existant entre
I’humain et la souris (Zschaler, Schlorke, & Arnhold). En plus, ce modéle est un tremplin
important pour la médecine personnalisée (Leonard D. Shultz, Brehm, Garcia-

Martinez, & Greiner, 2012; Walsh et al.).

Il existe maintenant un grand nombre de modéles de souris humanisées, ayant
toutes des caractéristiques qui leurs sont propres. Tout comme les différents modéles
d’EAE, il est important de choisir le modele qui permettra de générer des résultats qui
soit juste en fonction de la question de recherche. Dans cette section-ci, seulement
quelques modéles ont été décrits, les plus pertinents par rapport au sujet de recherche

(Leonard D. Shultz et al., 2012; L. D. Shultz, Ishikawa, & Greiner, 2007).

La souris CB17-scid

C’est dans les années 80 qu’un des premiers modéles de souris humanisée, la
souris CB17-scid a été décrite (G. C. Bosma, Custer, & Bosma, 1983). Cette souris
est porteuse d’'une mutation Prkdcs® (protein kinase, DNA activated, catalytic
polypeptide; SCID - severe combined immunodeficiency), qui résulte en une incapacité
de recombiner les segments V(D)J pour la formation des TCR et des récepteurs de
lymphocyte B (BCR, B cell receptor) (M. J. Bosma & Carroll, 1991; Lieber et al., 1988;
Malynn et al., 1988) associé a une absence de lymphocyte T et de lymphocyte B
matures. Ceci rend possible la greffe de PBMC humains (Mosier, Gulizia, Baird, &
Wilson, 1988), de tissus hématopoiétiques foetaux (McCune et al., 1988) et de cellules
souches hématopoiétiques humaines (Lapidot et al., 1992). Cependant, le systéme

immunitaire humain ainsi greffé est non fonctionnel a cause d’'une certaine immunité
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de I'héte persistante chez ces souris (Mosier et al., 1988). En effet, 'immunité innée de
ces souris n'est pas directement affectée par la mutation Prkdcs®d. De plus, elles ont
des hauts taux de cellules NK et générent de fagon spontanée des lymphocytes T et
des lymphocytes B avec I'age (D. L. Greiner, R. A. Hesselton, & L. D. Shultz, 1998).
Enfin, la mutation, qui implique une kinase ayant un réle dans la réparation de ’ADN,
rend ces souris sensibles a la radiation (Fulop & Phillips, 1990) en plus de réduire
considérablement I'espérance de vie de la souris. Ceci est une limitation importante
considérant que l'irradiation myéloablative pré-greffe est associée a de plus hauts taux

de prise de greffe (Mclntosh & Brown, 2015; L. D. Shultz et al., 2005),

Les souris portant la mutation Rag1”- et Rag2™”

Au début des années 90, les souris porteuses de la mutation Ragf
(recombination-activating gene 1) (Mombaerts et al., 1992) et Rag2 (recombination-
activating gene 2) (Shinkai et al., 1992) ont été développées. Ces mutations interférent
encore une fois avec la recombinaison des segments V(D)J ce qui empéche la
formation des TCR et des immunoglobulines (Mombaerts, 1995). Comme c’est le cas
pour les CB17-scid, ces souris ont des hauts taux de cellules NK, générent de fagon
spontanée des lymphocytes T et de lymphocytes B avec I'age et conservent leur
immunité innée. Cependant, elles n'ont pas de sensibilité a la radiation (Leonard D.

Shultz et al., 2012).

La souris NOD-scid
La souris NOD-scid est issue du croisement entre la souris NOD (non-obese

diabetic) et une souris, décrite ci-haut, portant une mutation Prkdcs¢® (L. D. Shultz et
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al., 1995). L’avantage d'utiliser la souris NOD dans ce croisement est que ce type de
souris a une immunité innée déficiente. Plus précisément, on observe chez les souris
NOD une absence du complément circulant (Baxter & Cooke, 1993), une diminution
de l'activité des cellules NK (Kataoka et al., 1983; L. D. Shultz et al., 1995) et une perte
de fonction et de différenciation des CPA (Pearson et al., 2003; Serreze, Gaedeke, &

Leiter, 1993).

Ces souris immunodéficientes peuvent étre greffées avec des PBMC humains
et des cellules souches hématopoiétiques; elles ont des meilleurs taux de prise de
greffe que les souris ayant la mutation Prkdcs°, Rag1 et Rag2 (Hesselton et al., 1995;
Lowry et al., 1996; Pflumio et al., 1996). Cependant, elles sont sensibles a la radiation,
a cause de leur mutation Prkdcs¢@ | et ont une activité résiduelle de I'immunité innée

incluant les cellules NK.

La souris NOD-scid B2m™

Il a été démontré que I'activité des cellules NK chez les souris SCID interférait
avec la prise de greffe des cellules hématopoiétiques humaines (Christianson et al.,
1996). Afin d’'améliorer le taux de prise de greffe, des souris NOD-scid ont été croisées
avec des souris portant une mutation dans le gene de la beta2-microglobuline qui est
associée a une perte d’activité des cellules NK. Comme attendu, ces souris ont des
trés bons taux de prise de greffe a partir de PBMC humain ou de cellules souches

hématopoiétiques (Christianson et al., 1997; Lapidot, 2001).

Les souris avec mutation dans le géne de la beta2-microglobuline n’exprimeront

pas de CMH I. De plus, cette mutation va interférer avec le métabolisme du fer causant
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une hémochromatose chez toutes les souris qui en sont porteuses (Christianson et al.,

1997).

La souris NOD-Rag1”

Chez les souris NOD-Rag1”, la mutation Rag7” va résulter en I'absence de
lymphocytes T et B matures tandis que la génétique NOD va étre associée a une
immunité innée dont la fonction est atténuée. Ces souris ont 'avantage de ne pas étre
sensibles a la radiation, mais les taux de réussite de greffe sont trés variables en raison

de l'activité résiduelle des cellules NK (L. D. Shultz et al., 2000).

La souris NSG

La souris NSG est une souris qui partage les caractéristiques des souris NOD-
scid en plus d’avoir une mutation homozygote dans le géne codant pour la chaine
gamma du récepteur de l'interleukine 2. L'intégrité de ce géne et de son expression est
cruciale pour I'expression et les mécanismes de signalisation du récepteur de I'lL-2;
mais aussi pour ceux de l'interleukine 4, l'interleukine 7, I'interleukine 9, l'interleukine
15 et l'interleukine 21 (Ishikawa et al., 2005; M. Ito et al., 2002; L. D. Shultz et al., 2005;
Traggiai et al., 2004). A cause de l'atteinte des voies de signalisation multiples, via
'absence de la chaine gamma du récepteur de linterleukine 2, ces souris ont une
atteinte sévére du développement et de la fonction des lymphocytes T et B et ont une
absence compléte des cellules NK. De plus, elles ont une quasi-absence du systéme
immunitaire inné. Ces souris ont donc une déficience immunitaire profonde ce qui
facilite la prise de greffe de tissus humains, de cellules souches hématopoiétiques et

de PBMC.
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Hypothése et objectifs

Le modéle de souris humanisée de I'encéphalite de Rasmussen, issue d'une
collaboration incluant le laboratoire du Dr Prat, a pu démontrer que la souris NSG
humanisée est un outil précieux pour I'étude des maladies impliquant le systéme
immunitaire (Kebir et al., 2018). L’hypothése de ce projet est qu’'un modéle de souris

humanisée de SEP peut étre développé chez la souris NSG.
Afin de valider notre hypothése, les objectifs suivants ont été établis :

1. Procéder a la reconstitution immune chez la souris la souris NSG a partir

de PBMC provenant de patient atteint de SEP.

2. Caractériser cliniquement, en utilisant les courbes de poids et les scores
cliniques, les symptoémes suggérant une atteinte démyélinisante chez la
souris NSG avec reconstitution immune a partir de PBMC de patients

atteints de SEP.
3. Caractériser histologiquement la présence de démyélinisation.

4. Caractériser quantitativement linfiltrat de cellules immunitaires au sein

du parenchyme cérébral.

5. Caractériser qualitativement l'infiltrat de cellules immunitaires au sein du

parenchyme cérébral.
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Matériels et méthodes

Patients et sujets contréles

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) des patients
proviennent de la biobanque de patients SEP du CRCHUM (N. Arbour; C. Larochelle;
A. Prat) et de la biobanque des patients avec maladie neuroimmunologique du centre
de recherche de I'hopital Sainte-Justine (E. Haddad). Les caractéristiques cliniques
des patients et des sujets sains sont résumées dans le tableau 1. Un consentement
écrit a été obtenu de la part des sujets sains, des patients ou des parents des patients
(dans le cas des patients pédiatriques). Tous les patients atteints de SEP étaient en
poussée clinique au moment du prélévement et ne prenaient aucun traitement
modifiant la maladie (disease modifying therapy, DMT). Aucun patient n’avait pas regu
de corticothérapie dans les 3 semaines précédant le prélevement. Le patient avec
'encéphalomyélite aigue déssiminée (ADEM, acute dessiminated encephalomyelitis)

ne prenait pas de médicament sur base chronique.
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Tableau |.Caractéristiques cliniques des donneurs

Sl Age Age au diagnostic
I’échantillon de 9 Diagnostic médical 9 9
PBMC (ans) (ans)

Sclérose en plaques

Homme

cyclique
MS-2 Femme 29 Sclérose en plaques 17

cyclique
MS-3 Femme 34 Sclérose en plaques 25

cyclique

Sclérose en plaques

MS-4 Femme 25 cyclique 20
MSped-1 Homme 15 Sclérose en plaques -

cyclique
ADEMped Homme 7 ADEM 7
CTRL-2 Femme - aucun -
CTRL-3 Femme - aucun -
CTRL-4 Homme - aucun -
CTRL-5 Homme - aucun -

Isolation des cellules sanguines mononucléaires

A partir du sang périphérique des donneurs, les PBMC ont été isolés par
gradient de densité en utilisant du Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare). Des aliquots
de 1 ml contenant entre 10 et 20 millions de cellules ont ensuite été cryopréservés dans
un mélange de RPMI1640 + 10% de sérum bovin fecetal (Fetal bovine serum; FBS) et
de milieu de congélation dans un ration de 1 :1. Pour ce faire, les cellules ont tout
d’abord été resuspendues dans le RPMI1640 avec 10% FBS et le milieu de congélation
(diméthylsulfoxyde 20%, FBS 80%) y a été incorporé lentement au goutte-a-goutte.
Les aliquots ont ensuite été conservés au congélateur a — 80°C entre 24h et 72h dans
une boite de congélation contenant de l'isopropanol, puis ont été transférés dans les

réservoirs d’azote liquide.
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Reconstitution immune chez la souris NSG avec cellules
immunitaires humaines.

Les souris NSG, provenant du laboratoire du Dr Haddad, agées de 6 a 9
semaines, ont préalablement été irradiées dans les 24 heures précédant I'injection de
PBMC. L'’irradiation de 2 Gy a été faite avec un irradiateur radiobiologique (Faxitron,
modeéle CP-160). Les PBMC décongelés resuspendus dans une solution tampon
phosphatée saline (phosphate-buffered saline; PBS) ont été injectés chez la souris
NSG par voie intrapéritonéale ou intraveineuse via la veine caudale. Variant selon
I'expérience et la disponibilité des cellules, entre quatre a six souris ont été injectées
avec le méme donneur. Selon I'expérience, un, deux ou six millions de cellules ont été
injectées. Pour les 10 premiers jours suivant I'irradiation de I'enrofloxacine est ajoutée

a 'eau comme antibiothérapie prophylactique.

Observation clinique des animaux

Suivant les injections de PBMC, les souris étaient suivies quotidiennement avec
une évaluation de la prise de poids et du score clinique EAE typique. Le tableau 2 décrit
I'échelle utilisée pour ce score. Toute autre observation clinique pertinente était aussi

notée.

Les souris étaient également suivies aussi pour des signes de GVHD se
manifestant par la perte rapide de poids, une fourrure ébouriffée, une posture voutée
ou une inactivité¢ (Cooke et al., 1996). Si la souris présentait une perte de poids

importante (plus de 20% du poids pré-transfert de PBMC) qui était associée a des
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signes cliniques de GVHD elle était sacrifiée. Les données provenant des souris dont

la GVHD était trop importante ont été exclues.

Tableau Il.Echelle de score EAE typique

Aucun symptdome

Score clinique typique

¥ queue flasque
Paralysie compléte de la queue
1 + démarche altérée
Légere faiblesse des membres postérieurs et altération du réflexe de redressement
2 + démarche « en canard »

Parésie prononcée d'un membre postérieur engendrant une boiterie ou paralysie d'un

membre postérieur
Parésie prononcée de deux membres postérieurs

Paralysie des deux membres postérieurs

Paralysie des deux membres postérieurs et faiblesse des membres antérieurs

Etat moribond

Evaluation de la reconstitution immunitaire

L’évaluation de la reconstitution immunitaire a été faite par cytométrie de flux sur
sang périphérique de fagon hebdomadaire a partir de la deuxiéme semaine suivant
l'injection. Plus précisément, aprés une perforation de la veine saphéne a 'aide d’une
aiguille de 25G, entre 100 et 150 yl de sang périphérique était récupéré par capillarité
dans un tube avec lithium héparine (microvette®200). Dans un tube de 10 ml destiné
a la cytométrie de flux, 100ul de sang périphérique était incubé pendant 8 minutes avec
2 ml de solution BD™ Pharm Lyse (BD Biosciences). Les échantillons ont ensuite été
lavés deux fois avec du PBS. La centrifugation entre les lavages était de 400g pendant

5 minutes. Ensuite, les anticorps de surface, ainsi que leurs isotypes sont incubés
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pendant 30 minutes. La liste des anticorps utilisés est résumeée dans le tableau lll.
Aprés un lavage, les cellules sont resuspendues dans une solution tampon de FACS
(PBS contenant 1 % de FBS et 0,1 % d’azoture de sodium) et 10ul de billes de
comptage CountBright™ (Invitrogen) y sont ajoutés. Des billes de compensation
OneComp eBeads™ (Invitrogen) ont été préparées en paralléle pour tout
fluorochrome. L’acquisition des données a été faite sur un cytométre en flux (LSR II,

BD biosciences) a 'aide du logiciel BD FACSDiva (BD biosciences).

La derniére évaluation de la reconstitution immunitaire a été effectuée dans les

24 heures précédant le sacrifice des souris et le prélévement des organes.

Tableau lll. Liste des anticorps utilisés pour la cytométrie de flux

P Panel cellules
Antigéne Fluorochrome Compagnie Référence immunitaires
sang périphérique | ;. fierant les tissus

mCD45 PerCP-Cy5.5 550994 X X
hCD45 FITC BD 555482 X X
hCD3 BV605 Biolegend 317322 X X
hCD4 PE-Cy7 BD 557852 X X
hCD8 APC-Cy7 BD 557834 X X
hCD19 PE BD 561741 X
hCD11¢c APC BD 560895 X X
HLA-DR V450 BD 561359 X X
hTCRad PE-CF594 BD 562511 X X
hIFNg AF700 BD 557995 X
hGM-CSF PE BD 554507 X
hiL-17a BV786 BD 563745 X
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Sacrifice et prélevement des organes

Pour le prélevement d’organes, les souris ont tout d’abord été anesthésiées
avec une dose létal de pentobabital de sodium (Euthanyl™) par voies intrapéritonéale.
Ensuite, une incision thoracoabdominale par une approche ventrale a été pratiquée
pour faciliter un I'accés aux organes. Une perfusion cardiaque intraventriculaire gauche
avec 25 ml de PBS froid a été effectuée. Aprés la perfusion, le cerveau, la moelle
épiniére et la rate ont été disséqués. Le cerveau a été sectionné au niveau de ligne
médiane, une moitié étant destinée a l'isolation des cellules pour la cytométrie de flux,
l'autre étant destinée aux études histologiques. La moelle épiniere a été sectionnée en
huit segments égaux sur l'axe rostrocaudale et, encore une fois, une moitié (4
segments) était destinée a la cytométrie de flux et 'autre a I'histologie. Les échantillons
destinés a la cytométrie de flux ont été recueillis dans du milieu RPMI 1640™ avec
pénicilline 100 U/ml et streptomycine 100 ug/ml; et ont été analysés immédiatement
apres leur isolation. Les échantillons destinés a I'histologie ont été placés dans un
moule recouvert OCT™ (Optimal Cuting Temperature, TissueTek) puis conservés a

-80°C pour une utilisation ultérieure.

Isolation des cellules immunitaires

Tissu cérébral et médullaire

A raide de ciseaux chirurgicaux, le tissu cérébral et médullaire a été réduit en
tres petits morceaux. Par la suite, les échantillons ont été traités a la collagénase D

(Roche diagnostic) a une concentration de 2mg/ml et ADNase1 (Roche diagnostic) a

une concentration de 14ng/ml pendant 15 minutes a 37°C. Les échantillons ont ensuite
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rapidement été placés sur la glace et du RPMI1640™ a été ajouté afin d’arréter la
réaction enzymatique. Le tout a alors été filtré au travers d’un filtre de 70um a l'aide
d’'un piston. La suspension cellulaire a été lavée par I'ajout de RPMI 1640™ avec
pénicilline 100 U/ml, streptomycine 100 ug/ml et FBS 10% et centrifugée a 1500 RPM
pendant 10 minutes. Une séparation par gradient de Percoll™ a permis ensuite de
mieux separer les cellules immunitaires des deébris, de la myéline et des globules
rouges restant. Le culot cellulaire a été resuspendu dans une solution de Percoll™ a
90 %, puis des couches de Percoll™ 60%, 40% et 0% (dans la solution saline équilibrée
de Hank; Hank’s Balanced Salt Solution- HBSS) ont été ajoutées. Aprés une
centrifugation de 1500 RPM de 10 minutes les cellules immunitaires a I'interface 40%-
60% ont été récupérées et rapidement lavées avec du HBSS puis centrifugées a
nouveau. Un dernier lavage a été effectué avec du milieu RPMI 1640™ avec pénicilline
100 U/ml, streptomycine 100 pg/ml et FBS 10%. Aprés une centrifugation de 10
minutes a 1500 RPM les cellules ont été resuspendues dans 200 ul de milieu RPMI
1640™ avec pénicilline 100 U/ml, streptomycine 100 ug/ml et FBS 10%. Un décompte
cellulaire a été fait a 'nématimétre. Pour ce faire, une dilution 1/2 dans du bleu de
trypan 0,1X est effectué et 10uL de la suspension est déposé dans I'hématimétre pour

faire le décompte cellulaire.
Rates

Les rates sont écrasées a I'aide d’un piston au travers d’'un filtre de 70um. Cette
suspension a ensuite été centrifugée a 1200 RPM pendant 10 minutes. Le culot a été
resuspendu dans du chlorure d’'ammonium 0,83% pendant 4 minutes, puis est inactivé

par I'ajout de RPMI 1640™ avec pénicilline 100 U/ml et streptomycine 100 ug/ml. Les
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échantillons ont été centrifugés a 1200 RPM pendant 10 minutes. Le culot a ensuite
été resuspendu dans du RPMI 1640™ avec pénicilline 100 U/ml et streptomycine 100
pg/ml et refiltré au travers d’un filtre de 70um. Aprés une centrifugation de 1200 RPM
de 10 minutes, les cellules ont été resuspendues dans du RPMI 1640™ avec pénicilline
100 U/ml, streptomycine 100 ug/ml et FBS 10%. Le décompte cellulaire a 'hématimétre

a été fait en utilisant 10 ul aprés une dilution de 1/10 dans du bleu de trypan 0,1X.

Immunomarquage et cytométrie en flux sur les cellules
immunitaires isolées des tissus nerveux et spléniques

Dans le but de faire un marquage intracellulaire, les cellules ont été stimulées a
37°C pendant 4 heures dans une solution de RPMI 1640™ avec pénicilline 100 U/ml,
streptomycine 100 pg/ml et FBS 10% a laquelle on ajoute de I'ionomycine a 1 ug/ml,
(Sigma-Aldrich), du phorbol 12-myristate 13-acetate a 20 ng/ml (Sigma-Aldrich) et de
la brefeldin A a 2 ug/ml (BD GolgiPlug™). Les cellules ont ensuite été centrifugées et
lavées avec du PBS. Une incubation de 15 minutes a suivi avec une solution de
blocage avec de I'anti-CD16/CD32 (1:50, BD Biosciences). Les cellules ont été lavées
avec du PBS et incubées dans une seconde solution de blocage des fragments Fc
humain (BD Biosciences). Les cellules ont été a nouveau lavées puis ont été incubées
30 minutes a 4°C avec le mélange d’anticorps destinés aux antigénes de surface ainsi
qu’'un marqueur de cellules mortes (LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit,
ThermoFisher), le tout suspendu dans du PBS. Les cellules ont ensuite été
perméabilisées et fixées par une incubation de 20 minutes avec la solution BD

Cytofix/CytopermTM (BD Biosciences). Aprés cette incubation, les cellules ont été
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lavées et resuspendues dans une solution tampon contenant de la saponine et du FBS
(Perm/wash buffer; BD biosciences) puis conservés la nuit a 4°C. Le lendemain, elles
ont été a nouveau incubées pendant 30 minutes a 4°C avec le mélange d’anticorps
destinés aux antigénes intracellulaires en solution avec le tampon contenant la
saponine et le FBS. Enfin, aprés un lavage les cellules sont resuspendues dans une
solution tampon de FACS (PBS contenant 1 % de FBS et 0,1 % d’azide de sodium) et
10 pl de billes de comptage CountBright™ (invitrogen) ont été ajoutés pour chacun
des échantillons. Des billes de compensation OneComp eBeads™ (Invitrogen) ont été
préparées en paralléle pour tous les fluorochromes. L’acquisition a été faite sur un
cytomeétre en flux (LSR Il, BD biosciences) a I'aide du logiciel BD FACSDiva (BD

biosciences).

Toutes les étapes de centrifugation durant le protocole immunomarquage ont
été faites a 2000 RPM pendant 3 minutes. La liste des anticorps utilisés est résumée

dans le tableau llI.

Analyse des données de cytométrie en flux

Les analyses des données de cytométrie en flux ont été faites avec le logiciel
FlowJo, version 10.5.3. Lors de l'acquisition, les compensations ont été calculées
automatiquement par le logiciel FACSDiva (BD Biosciences) a I'aide de I'acquisition
des billes de compensations. Les compensations ont été revérifiées et ajustées

manuellement si nécessaire sur le logiciel FlowdJo lors de I'analyse.

Pour générer les graphiques t-SNE, une réduction de la taille des échantillons a

d’abord été effectuée, afin d’avoir une contribution uniforme de chacun (excepté pour
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la souris 2 du donneur MS-4, sacrifié a J32 en raison d’'un petit nombre de cellules).
Cette réduction a été appliquée aux CD45 humain (hCD45) qui ont été identifiés aprés
avoir appliqué les compensations et une stratégie de sélection appropriées. Ensuite
tous les événements hCD45" d’'une méme expérience ont été exportés sans les
compensations dans un fichier unique. L’algorithme t-SNE a alors été appliqué en
prenant en considération les paramétres compensés. Une itération de 1000, une

perplexité de 20 et un Eta (learning rate) de 200 ont été appliqués.

Histologie cérébrale

Les sections de tissu cérébral ont été faites a l'aide d’'un cryostat Leica
CM3050S (Leica Microsystems). Des sections de 7um ont été coupées a -23 °C et ont
été récoltées sur des lames de verre (Surgipath Micro slides Snowcoat X-traTM, Leica
Biosystems). Les lames ont ensuite été séchées a l'air ambiant. Une fixation par
immersion dans I'acétone pendant 20 secondes a été faite avant leur conservation a

- 80 °C.

Le jour de la coloration, les cellules ont été décongelées puis fixées pendant 45
minutes a température ambiante dans une solution de formaldéhyde 10%. Un lavage
a été fait pendant 3 minutes dans du PBS. Les cellules ont ensuite été incubées 4h
dans solution de /uxol fast blue constitué de 5 g de Solvent Blue 38 (Sigm-Aldrich), 500
ml d’éthanol 95% et 0,25 ml d’acide acétique glacial. Une différenciation a ensuite été
faite a l'aide d’'un trempage rapide dans une solution réductrice composée de 1 g
hydroquinone, 5 g sulfite de sodium et 100 ml d’eau distillée suivie de lavages sous

I'eau courante. Puis les sections ont été incubées a température ambiante pendant 10
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minutes dans une solution d’hématoxyline (Sigma-Aldrich). La différenciation qui a suivi
a été faite par trempage rapide dans une solution d’alcool acide composée d’acide
aceétique a 1% et d’éthanol a 70 %. Les sections ont ensuite été trempées dans une
solution basique d’hydroxyde de sodium a 0,05% et incubées dans I'éthanol a 95%. La
coloration a I'éosine grace a un trempage de 90 secondes dans une solution composée
100 ml d’éosine Y (Sigma-Aldrich), 50 ml d’acide acétique glaciale et 450 ml d’éthanol
80%. Un dernier lavage de 3 minutes a été fait dans de I'’éthanol 95% puis les sections
ont été déshydratées dans de I'’éthanol pur pendant 4 minutes suivi d’'un trempage
rapide dans du toluéne pur. Du milieu Entellan (Merck Millipore) a été utilisé pour
monter les lames. L’acquisition d’images a été effectuée avec un microscope Leica

BM6000 (Leica) et le logiciel OpenLab 4.0.4 (PerkinElmer).

Analyse et tests statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad™ PRISM 8

(GraphPad™ Software).
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Résultats

Une collaboration avec le laboratoire du Dr Elie Haddad et le laboratoire du Dr
Lionel Carmant a permis de développer un modeéle de souris humanisée d’encéphalite
de Rasmussen (Kebir et al., 2018). C’est en se basant sur ce modéle que nous avons
développé nos expériences pour tenter de mettre au point un modéle de souris

humanisée de SEP.

Reconstitution immune chez la souris NSG avec des PBMC

humains de patients atteints de SEP

Dans un premier temps nous avons injecté un nombre prédéterminé variable de
PBMC afin d’optimiser la quantité nécessaire pour la reconstitution immune chez la
souris NSG. Pour cette premiére expérience, 10 souris irradiées ont recu par voie
intrapéritonéale des PBMC provenant de deux patients différents. Les différents

groupes sont représentés dans le tableau IV.

Tableau IV. Groupes des différentes souris injectées avec les PBMC de patients
atteints de SEP pour optimisation

Code d’échantillon de Nombre de cellules Nombre de souris
PBMC injectées
MS-1 1x10° 2
MS-2 1x108 5
MS-2 2x10° 2
MS-2 6x10°8 1



L’analyse par cytométrie en flux des cellules immunitaires circulantes dans le
sang a permis de démontrer que la reconstitution immune est présente pour tous les
animaux comme indiqué par un marquage anti-hCD45 (figure 1a-c). De plus, on
observe que presque la totalité de ces hCD45 sont des lymphocytes T, comme le

montre le marquage avec un anti-CD3 (figure 1a). Les prélévements sanguins faits a
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Figure 1.  Evaluation par cytométrie en flux de la reconstitution immune.

Evaluation par cytométrie en flux de la reconstitution immune chez la souris NSG aprés transfert par voie
intrapéritonéale de 1,2, ou 6 millions de PBMC provenant de 2 patients atteints de SEP (MS-1 et MS-2) a)
Graphique représentatif de I'analyse des cellules immunitaires provenant du sang périphérique b) et c) Nombre
relatif et absolu de hCD45 circulant dans le sang périphérique en fonction du nombre de jours post-transfert
pour les différents groupes de souris ayant regu 1,2, ou 6 millions de PBMC. Moyenne +/- SEM.
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11 et 18 jours apreés le transfert des cellules immunitaires ont mis en évidence que,
dans les premiéres semaines, seulement un faible nombre de cellules humaines
circulantes sont détectables, moins de 25 hCD45/ ul de sang, peu importe le nombre
cellules transférées initialement. Une augmentation plus marquée est observée apres
la troisieme semaine pour tous les groupes (figure 1b). Cependant, lorsqu’on regarde
la valeur relative au nombre total de cellules CD45, murines et humaines, on remarque
que les cellules hCD45 sont présentes en bonne proportion méme dans les premiéres
semaines suivant le transfert. Ceci démontre donc, qu’a ce moment, la reconstitution

immune est déja présente.

Cette premiére expérience a permis de démontrer, dans un premier temps, que
les PBMC décongelés provenant de patients atteints de SEP peut induire une
reconstitution immune chez la souris NSG et, dans un deuxiéme temps, que la
cinétique de la reconstitution immune ne semble pas dépendante de la quantité de
PBMC transférés. Pour les expériences qui ont suivi, un million de cellules ont été

transférées aux souris.
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Poids(g)

Caractéristiques cliniques des souris NSG avec

reconstitution immune avec PBMC humains

Evaluation de la prise pondérale

Dans le modéle de EAE classique, la perte de poids est un indicateur important
de la maladie. Nous avons donc suivi de fagon quotidienne la prise pondérale de toutes
les souris. De plus, ceci a permis aussi de suivre la sévérité de la GVHD que
présentaient les souris. La figure 2 représente des exemples de courbes de poids
représentatives des groupes de souris injectées avec des PBMC de patient avec SEP
(groupe SEP) et des groupes de souris injectées avec des PBMC de sujets sains
(groupe CTRL). De fagon générale, la plupart des souris avaient une prise pondérale

graduelle tant dans le groupe SEP que dans le groupe CTRL.
Poids - Groupe SEP b) Poids - Groupe CTRL
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Figure 2.  Courbe de suivi de la prise pondérale.

Courbe de suivi de la prise pondérale suivant l'injection intrapéritonéale de 106 PBMC. Ces courbes sont
représentatives des différentes expériences. a) Groupe SEP (n=6); b) Groupe CTRL (n=6). Les étoiles représentent les
animaux qui ont été sacrifiés ou qui sont décédés prématurément en raison d’'un GVHD trop importante.
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Mortalité

Comme le montre la figure 2, une faible partie des souris sont décédées
prématurément ou ont été sacrifiées en raison d’'une GVHD trop importante. Cette
importante GVHD a été notée autant dans les groupes SEP que dans les groupes
CTRL et ce pour différents donneurs. Elle touchait entre 0 et 20% de chacun des

groupes.

Score clinique

Le suivi clinique quotidien nous a permis de démontrer que les souris NSG dont
la reconstitution immune a été faite a partir de PBMC de patients atteints de SEP ne
présentent pas de symptome clinique suggérant une atteinte démyélinisante. Les
scores cliniques d’EAE typique sont restés a 0 pour toutes les souris. Cliniquement, les
souris n'ont présenté que des signes cliniques de GVHD autant dans les groupes SEP

que dans les groupes CTRL.
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L’histologie du SNC des souris NSG avec reconstitution
immune avec PBMC de patient SEP.

Bien que cliniqguement les souris ne présentaient pas de symptémes suggérant
une atteinte démyélinisante nous avons confirmé I'absence de démyélinisation en
procédant a une coloration de la myéline par Luxol fast blue-Eosin/hematoxylin. La
figure 3 montre deux sections représentatives de I'étude histopathologique qui a été
faite. Cette expérience a permis de démontrer qu'aucune démyélinisation n’est

présente, et ce méme a distance du transfert de cellules immunitaires.

Figure 3.  Histologie du tissu cérébral.

Image représentative de ['étude par Luxol fast blue-Eosin/hematoxylin montrant I'absence de
démyélinisation. Sections de tissu cérébral obtenu 39 jours aprés le transfert intrapéritonéal de 10° de
PBMC provenant d’'un patient atteint de SEP(MS-1) dans la souris NSG. Coupe de 7 ym. a) Section au
niveau de la portion latérale du corps calleux incluant une portion du ventricule latéral et du stratum b)
Section au niveau cortical.
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Caractérisation des cellules immunitaires humaines
infiltrant le SNC des souris NSG avec reconstitution

immune avec PBMC humains

Une infiltration de cellules immunitaire au sein du parenchyme cérébral est
nécessaire pour induire I'inflammation qui précéde la démyélinisation chez les patients
atteints de SEP et dans le modéle de souris EAE. Dans notre modéle, des cellules
immunitaires ont pu étre isolées a partir du SNC des souris qui ont servi a 'optimisation
de la quantité de PBMC a injecter. Les expériences qui ont suivi ont porté sur

caractérisation de cet infiltrat, la prochaine étape logique dans I'étude de notre modéle.

Pour ce faire, nous avons procédé a deux expériences consécutives, chacune
avec des donneurs différents atteints de SEP (MS-3 et MS-4) et des contréles différents
(CTRL-2 et CTRL-3). Un total de 35 souris avec reconstitution immune humaine ont
été analysées a des moments précis; soit a 18 (MS-3; CTRL-2), 25 (MS-3; CTRL-2 et
MS-4; CTRL-3), 32 (MS-3; CTRL-2 et MS-4; CTRL-3) et 39 (MS-3; CTRL-2) jours

suivant le transfert de PBMC.

Immunophénotype des PBMC utilisés pour la reconstitution

La caractérisation des PBMC utilisés pour la reconstitution immune a été faite
par cytométrie en flux. Comme le démontre la figue 4, les cellules exprimant le CD3,
caractéristique des lymphocytes T, constituaient entre 54% et 74% des CD45 pour les
différents donneurs. Les lymphocytes B qui peuvent étre définis comme les cellules
n’exprimant pas le CD3 mais exprimant le CD19, représentaient entre 8,6% et 6,3%

des CD45. Les cellules exprimant le CD11c, mais négative pour le CD3, identifiant un
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groupe plus hétérogene de cellules, incluant ici les monocytes et les natural kiler cells
(NK) représentent entre 11,3% et 24,7% des cellules CD45+. La composition de nos

échantillons comporte les proportions attendues (Kleiveland, 2015).

Enfin, le ratio CD4 :CD8 a été calculé pour les donneurs. Celui-ci se situe entre

1,17 et 2,16, ce qui est comparable a ce qui est décrit dans la littérature (Stlve et al.,

2006).
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Figure 4. Immunophénotype des PBMC des donneurs.

Immunophénotype des PBMC des quatre donneurs (MS-3, MS-4, CTRL-
2 et CTRL-3) qui ont été utilisés pour la reconstitution immune chez la
souris NSG pour les expériences de caractérisation de l'infiltrat cellulaire
au sein du SNC. a) Proportion des cellules CD45* exprimant différents
marqueurs de surface d'intérét. b) Ratio CD4:CD8 pour chacun des
donneurs. Etude faite par cytométrie en flux sans stimulation préalable
des cellules.

Quantification de P’infiltration

Les cellules immunitaires infiltrant le SNC ont été isolées par dissociation
tissulaire enzymatique suivie d’'un gradient de Percoll™. La comparaison de l'infiltration
cellulaire dans les différents groupes de souris a ensuite été effectuée par deux
méthodes quantitatives. La premiéere est le décompte des cellules a la fin du processus
d’isolation et la seconde est un décompte cellulaire par cytométrie en flux utilisant des

billes de comptage fluorescentes. Le décompte cellulaire a la fin de I'isolation a été fait
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a I’nématimétre avec une coloration de bleu de trypan. Etant donné que le nombre de
cellules isolées a partir des SNC des souris se situe aux alentours de 10° dans un petit
volume (200-300 ul), la concentration de la suspension cellulaire finale n’est pas
optimale pour obtenir des valeurs précises au décompte par hématimétre. C’est
pourquoi nous avons aussi utilisé les billes de comptage en cytométrie en flux pour

comparer quantitativement linfiltration des cellules immunitaires dans le SNC des
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Figure 5. Décompte cellulaire a ’hématimétre.

Décompte a I'nématimetre des cellules immunitaires infiltrant le SNC chez les
souris NSG avec reconstitution immune provenant de PBMC de sujet atteint de
SEP (MS-3 et MS-4) ainsi que de sujet sain (CTRL-2 et CTRL-3); a) 18 jours, b)
25 jours, €) 32 jours et d) 39 jours apreés l'injection intrapéritonéale de 10¢ PBMC.
(n=3 pour MS-3 et CTRL-2 a J18, J25, J32, J39, n=3 pour MS-4 a J25 et J32,
n=3 pour CTRL-3 a J25 et n=4 pour CTRL-3 a J32). L’échelle de I'axe des Y est
différente pour chacun des graphiques afin de permettre une meilleure
appréciation de la différence entre les groupes. Moyenne +/- SEM.
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différentes souris. Au dernier moment, les billes ont été ajoutées aux échantillons
destinés a la cytométrie en flux effectuée sur toutes les cellules recueillies par le
processus d’isolation. Comme les échantillons ont été stimulés pour permettre
'immunomarquage intracellulaire de cytokines, ce qui est processus qui est associé a

une certaine perte cellulaire, le décompte fait avec les billes par cytométrie en flux ne
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Figure 6. Décompte cellulaire avec billes de comptage par
cytométrie en flux.

Mesure avec billes de comptage par cytométrie en flux du nombre de
hCD45 infiltrant le SNC chez les souris NSG avec reconstitution immune
provenant de PBMC de sujets atteints de SEP (MS-3 et MS-4) ainsi que
de sujet sain (CTRL-2 et CTRL-3); a) 18 jours, b) 25 jours, c) 32 jours et
d) 39 jours aprés l'injection intrapéritonéale de 10 PBMC. (n=3 pour MS-
3; MS-4; CTRL-2 & J18, J25, J32, J39. n=3 pour CTRL-3 a J25 et n=4 pour
CTRL-3 a J32). L'échelle de I'axe des Y est différente pour chacun des
graphiques afin de permettre une meilleure appréciation de la différence
entre les groupes. Moyenne +/- SEM.
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représente pas le nombre absolu de cellules initialement présent dans I'échantillon.
Cependant, tous les échantillons étant exposés au méme traitement, cette technique
permet une comparaison juste entre ceux-ci. Le nombre de hCD45 présent dans

chacune des suspensions cellulaires a ainsi été compare.

Comme le montrent les figures 5 et 6, I'infiltrat cellulaire au sein du SNC 18 jours
apres l'injection intrapéritonéale de PBMC est déja présent, mais quantitativement trés
faible lorsqu’on le compare a 25, 32 et 39 jours aprés 'injection de PBMC. On remarque
aussi que globalement aucune différence ou tendance ne peut étre observée en ce qui
a trait a la comparaison quantitative de l'infiltrat de cellules immunitaires au sein du
SNC des souris NSG ayant regu des PBMC provenant de patients atteints de SEP
versus celles ayant recu des PBMC de sujets sains. Les résultats de cette expérience
suggeérent que l'infiltrat chez nos souris s’installe de fagon graduelle aprés l'injection
intrapéritonéale de PBMC et que cet infiltrat, d’'un point de vue quantitatif, est

indépendant du statut du donneur (SEP vs sujet sain).

Analyse qualitative de I'infiltration cellulaire au sein du SNC

L’étude qualitative de linfiltrat de cellules immunitaires au sein du parenchyme
cérébral était nécessaire, et ce méme en I'absence d’une différence quantitative dans
nos différents groupes de souris. En effet, I'objectif était de caractériser les différentes
compositions des sous-types cellulaires et a leurs profils de sécrétion de cytokines
dans les différents groupes une fois que les cellules aient pénétré le SNC de la souris

et donc qu’elles aient été exposées aux antigénes cérébraux murins.

64



Utilisation d’une technique de réduction de dimension pour étudier et comparer
Fimmunophénotype des cellules infiltrant le SNC dans les différents groupes de

souris.

Nous avons utilisé une technique non biaisée d’analyse des données de
cytométrie en flux pour comparer 'immunophénotype des cellules infiltrant le SNC.
Nous avons donc appliqué une technique de réduction de dimension, t-distributed
stochastic neighbor embedding (t-SNE) pour représenter schématiquement les cellules
et leurs caractéristiques afin de dégager les différences et les similarités au travers des
différents groupes. Cette analyse a été faite pour les hCD45 recueillie 25 jours et 32
jours aprées l'injection de PBMC chez la souris NSG. Les figures 7 a 10 représentent

les différents graphiques t-SNE de ces expériences.

Avec cette analyse, nous pouvons constater visuellement qu’il ne semble pas y
avoir de différence permettant de distinguer nos groupes en ce qui a trait au phénotype
des hCD45 ayant infiltré le SNC. On note cependant que, de fagon isolée, pour
certaines souris il semble y avoir une expansion plus importante de certains sous-types
cellulaire sans que cela soit clairement un effet lié au donneur. Ceci est particulierement
évident pour la souris 1 (donneur MS-3) et souris 5 (donneur CTRL-2) 32 jours aprés
I'injection de PBMC (figure 9) chez qui une expansion plus importante des cellules CD8
et CD4 respectivement est mise en évidence, sans qu’on puisse retrouver cette

tendance chez les autres souris ayant recu les mémes PBMC.
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Figure 7.  Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC a j25 (MS-3 et CTRL-2).

Graphique de l'analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC chez les souris NSG avec reconstitution
immune provenant de PBMC d’un sujet atteint de SEP (MS-3) ainsi que de sujet sain (CTRL-2). Les
cellules ont été récoltées 25 jours apres l'injection intrapéritonéale de PBMC. a) Distribution des cellules
provenant des souris injectées avec des PBMC du donneur atteint de SEP en bleu foncé (rangée
supérieure) et celles provenant des souris injectées avec des PBMC de sujets sains en vert foncé (rangée
inférieure). Sur le graphique t-SNE, le rose représente 'ensemble des cellules infiltrant le SNC pour cette
expérience. b) Localisation de diverses populations sur le graphique t-SNE. c) Graphique de densité
représentant I'ensemble des hCD45 infiltrant le SNC analysées (gauche), seulement les hCD45 provenant
des souris ayant regu les PBMC du donneur sain (centre) et les hCD45 provenant des souris ayant regu
des PBMC du patient atteint de SEP.
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Figure 8.  Graphique de I’analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC a j25 (MS-4 et CTRL-3).

Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC chez les souris NSG avec reconstitution
immune provenant de PBMC d’un sujet atteint de SEP (MS-4) ainsi que de sujet sain (CTRL-3). Les
cellules ont été récoltées 25 jours apres I'injection intrapéritonéale de PBMC. a) Distribution des cellules
provenant des souris injectées avec des PBMC du donneur atteint de SEP en bleu foncé (rangée
supérieure) et celles provenant des souris injectées avec des PBMC de sujet sain en vert foncé (rangée
inférieure). Sur le graphique t-SNE, le rose représente I'ensemble des cellules infiltrant le SNC pour
cette expérience. b) Localisation de diverses populations sur le graphique t-SNE. ¢) Graphique de
densité représentant I'ensemble des hCD45 infiltrant le SNC analysées (gauche), seulement les hCD45
provenant des souris ayant recu les PBMC du donneur sain (centre) et les hCD45 provenant des souris
ayant recu des PBMC du patient atteint de SEP.
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Figure 9.  Graphique de I’'analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC a j32 (MS-3 et CTRL-2).
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Graphique de l'analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC chez les souris NSG avec reconstitution
immune provenant de PBMC d’'un sujet atteint de SEP (MS-3) ainsi que de sujet sain (CTRL-2). Les
cellules ont été récoltées 32 jours apres I'injection intrapéritonéale de PBMC. a) Distribution des cellules
provenant des souris injectées avec des PBMC du donneur atteint de SEP en bleu foncé (rangée
supérieure) et celles provenant des souris injectées avec des PBMC de sujet sain en vert foncé (rangée
inférieure). Sur le graphique t-SNE, le rose représente I'ensemble des cellules infilirant le SNC pour
cette expérience. b) Localisation de diverses populations sur le graphique t-SNE. c) Graphique de
densité représentant 'ensemble des hCD45 infiltrant le SNC analysées (gauche), seulement les hCD45
provenant des souris ayant regu les PBMC du donneurs sain (centre) et les hCD45 provenant des souris
ayant regu des PBMC du patient atteint de SEP.
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Figure 10. Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC a j32 (MS-4 et CTRL-3).

Graphique de l'analyse t-SNE des hCD45 infiltrant le SNC chez les souris NSG avec reconstitution
immune provenant de PBMC d'un sujet atteint de SEP (MS-4) ainsi que de sujet sain (CTRL-3). Les
cellules ont été récoltées 32 jours apres l'injection intrapéritonéale de PBMC. a) Distribution des cellules
provenant des souris injectées avec des PBMC du donneur atteint de SEP en bleu foncé (rangée
supérieure) et celles provenant des souris injectées avec des PBMC de sujet sain en vert foncé (rangée
inférieure). Sur le graphique t-SNE, le rose représente 'ensemble des cellules infiltrant le SNC pour cette
expérience. b) Localisation de diverses populations sur le graphique t-SNE. c) Graphique de densité
représentant I'ensemble des hCD45 infiltrant le SNC analysées (gauche), seulement les hCD45
provenant des souris ayant recu les PBMC du donneur sain (centre) et les hCD45 provenant des souris
ayant recu des PBMC de patient atteint de SEP.
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Ainsi, cette analyse a mis en évidence qu’il ne semble pas y a avoir
d'immunophénotype distinct entres les hCD45 infiltrant le SNC provenant de nos deux
groupes de donneurs. De plus, cette analyse a révélé une variabilité en ce qui a trait a
immunophénotype des cellules infiltrant le SNC chez les souris dont la reconstitution

immune provient des mémes PBMC.

Comparaison de certains sous-types cellulaires infiltrant le SNC dans les

différents groupes de souris.

Pour confirmer les observations faites avec I'analyse précédente, nous avons
procédé une analyse quantitative de certains sous-types cellulaires. Les figures 11 a
13 synthétisent cette analyse. Nous avons ainsi confirmé I'absence de différence dans
le phénotype des cellules infiltrant le SNC dans nos deux groupes, tant au niveau des

marqueurs de surface, qu’au niveau de leur profil de sécrétion de cytokines.
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Figure 11. Phénotype des cellules immunitaires infiltrant le
SNC.

Caractérisation des antigénes de surface des cellules immunitaires
infiltrant le SNC chez souris NSG avec reconstitution immune
provenant de PBMC de sujets atteints de SEP (MS-3; MS-4) ainsi
que de sujets sains (CTRL-2; CTRL-3). Cellules isolées du SNC a)
25 jours et b) 32 jours aprés l'injection intrapéritonéale de PBMC.
(n=3 pour MS-3; MS-4; CTRL-2 a J25 et J32. n=3 pour CTRL-3 a
J25 et n=4 pour CTRL-3 a J32).
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Figure 12. Profil de sécrétion de IFNy et GM-CSF des cellules
immunitaires CD4" infiltrant le SNC.

Caractérisation du profil de sécrétion de IFNy et GM-CSF des cellules
immunitaires CD4" infiltrant le SNC chez souris NSG avec reconstitution
immune provenant de PBMC de sujets atteints de SEP (MS-3; MS-4)
ainsi que de sujets sains (CTRL-2; CTRL-3). Cellules isolées du SNC a)
25 jours et b) 32 jours apres l'injection intrapéritonéale de PBMC (n=3
pour MS-3; MS-4; CTRL-2 a J25 et J32 n=3 pour CTRL-3 a J25 et n=4
pour CTRL-3 a J32).
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Figure 13. Profil de sécrétion d’IFNy et GM-CSF des cellules

immunitaires CD8+ infiltrant le SNC.

Caractérisation du profil de sécrétion de IFNy et GM-CSF des cellules
immunitaires CD4+ infiltrant le SNC chez souris NSG avec reconstitution
immune provenant de PBMC de sujets atteints de SEP (MS-3; MS-4) ainsi
que de sujets sains (CTRL-2; CTRL-3). Cellules isolées du SNC a) 25
jours et b) 32 jours aprés l'injection intrapéritonéale de PBMC. (n=3 pour
MS-3; MS-4; CTRL-2 a J25 et J32 n=3 pour CTRL-3 a J25 et n=4 pour
CTRL-3 a J32).
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Les cellules immunitaires provenant de la rate ont un

immunophénotype distinct de celles infiltrant le SNC

Enfin, nous avons aussi étudié le phénotype des cellules immunitaires se
retrouvant au niveau de la rate en les comparant avec celles se retrouvant au sein du

SNC, et ce peu importe le statut du donneur de PBMC.

Nous avons donc procédé a une analyse t-SNE des données obtenues par
cytométrie en flux. Les figures 14 a 17 représentent les graphiques t-SNE pour les

différentes expériences.

Comme le montre les graphiques de densité, un certain gradient est observable
entre les cellules provenant de la rate et celles provenant du SNC, et ce de fagon
constante pour toutes les expériences. Ceci démontre qu’il existe une différence dans
'immunophénotype des cellules pour ces deux groupes. L’analyse t-SNE suggére que
les caractéristiques qui générent ce gradient sont la production plus importante de GM-
CSF, et dans une moindre mesure celle d’'IFNy, par les cellules immunes ayant été

isolées a partir du SNC, tant au niveau des CD4 que des CD8.

Nous avons donc procédé a une analyse quantitative spécifique pour ces sous-
populations et avons démontré une différence significative entre les lymphocytes
provenant de la rate et du SNC pour la production de GM-CSF par les CD4 et CDS8, 25
jours et 32 jours suivant l'injection intrapéritonéale de PBMC. Une différence
significative est aussi présente entre les cellules provenant de la rate et du SNC pour
la production d'IFNy par les CD4 25 jours aprés I'injection de PBMC et par les CD8 25

jours et 32 jours apreés l'injection de PBMC (figure 18 et 19).

74



a)

Cellules immunitaires
SNC et rate

Cellules immunitaires
SNC

Cellules immunitaires
rate

y-TSNE

x-TSNE

y-TSNE

y-TSNE

x-TSNE

vy TSNE

y-TSNE

y-TSNE

y-TSNE

x-TSNE

CD4*IFNg*

o~

L

SO

CD4*GM-CSF*

2D

% TSNE

4

x-TSNE

CD4"IFNg:

e

R

-3

x-TSNE

v TSNE

yTSNE

y-TSNE

y TSNE

CD8*

E Y
;» $‘

x-TSNE

CD8*IFNg*

x-TSNE

CD8*GM-CSF*

ey

RSy

x-TSNE

CDS'IFNg:

4

x-TSNE

Figure 14. Graphique de I’analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate et du SNC a j25

(MS-3 et CTRL-2).

Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate et du SNC de la souris NSG avec
reconstitution immune provenant de PBMC MS-3 (n=3) et CTRL-2 (n=3) 25 jours aprés l'injection
intrapéritonéale de ces PBMC. a) Graphique de densité représentant 'ensemble des cellules analysées
(gauche), seulement le SNC (centre) et seulement la rate (droite). b) Localisation de diverses
populations sur le graphique t-SNE.
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Figure 15. Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate et du SNC a j25
(MS-4 et CTRL-3).

Graphique de 'analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate et du SNC de la souris NSG avec
reconstitution immune provenant de PBMC MS-4 (n=3) et CTRL-3 (n=3) 25 jours apres linjection
intrapéritonéale de ces PBMC. a) Graphique de densité représentant 'ensemble des cellules analysées
(gauche), seulement le SNC (centre) et seulement la rate (droite). b) Localisation de diverses populations
sur le graphique t-SNE.
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Figure 16. Graphique de I’'analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate et du SNC a j32

(MS-3 et CTRL-2).

Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate de du SNC de la souris NSG avec
reconstitution immune provenant de PBMC MS-3 (n= 3) et CTRL-2 (n=3) 32 jours aprés l'injection
intrapéritonéale de ces PBMC. a) Graphique de densité représentant 'ensemble des cellules analysées
(gauche), seulement le SNC (centre) et seulement la rate (droite). b) Localisation de diverses

populations sur le graphique t-SNE.
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Figure 17. Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate et du SNC a j32
(MS-4 et CTRL-3).

Graphique de I'analyse t-SNE des hCD45 isolés a partir de la rate et du SNC de la souris NSG avec
reconstitution immune provenant de PBMC MS-4 (n=3) et CTRL-3 (n=4) 32 jours aprés linjection
intrapéritonéale de ces PBMC. a) Graphique de densité représentant 'ensemble des cellules analysées
(gauche), seulement le SNC (centre) et seulement la rate (droite). b) Localisation de diverses populations
sur le graphique t-SNE.
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Figure 18. Profil de sécrétion de IFNy et GM-CSF des cellules immunitaires isolées a partir
de la rate et du SNC a j25.

Caracteérisation du profil de sécrétion de GM-CSF et d’'IFNy des cellules immunitaires CD4 et CD8
provenant de la rate et du SNC chez la souris NSG avec reconstitution immune provenant de PBMC
de sujets atteints de SEP (MS-3; MS-4) ainsi que de sujets sains (CTRL-2; CTRL-3). Cellules isolées
du SNC 25 jours apres l'injection intrapéritonéale de PBMC. (n=3 pour MS-3; MS-4; CTRL-2 et CTRL-
3). Moyenne +/- SEM. Nested t test, ns : non significatif, *p<0.05, **p<0.01, **** p<0.0001 .
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Figure 19. Profil de sécrétion de IFNy et GM-CSF des cellules immunitaires isolées a partir
de la rate et du SNC a j32.

Caractérisation du profil de sécrétion de GM-CSF et d’'IFNy des cellules immunitaires CD4 et CD8
provenant de la rate et du SNC chez la souris NSG avec reconstitution immune provenant de PBMC
de sujets atteints de SEP (MS-3; MS-4) ainsi que de sujets sains (CTRL-2; CTRL-3). Cellules isolées
du SNC 32 jours apres l'injection intrapéritonéale de PBMC. (n=3 pour MS-3; MS-4; CTRL-2. n=4
pour CTRL-3). Moyenne +/- SEM. Nested t test, *** p<0.001, **** p<0.0001.
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Tentative de reconstitution immune chez la souris NSG
avec des PBMC de patients pédiatriques avec maladie
démyélinisante.

Comme les expériences précédentes ont démontré que, dans notre modéle, un
infiltrat de cellules immunitaires peut étre isolé a partir du SNC et que les cellules
immunitaires au sein du SNC semblent avoir un profil immunologique distinct de celles
retrouvées dans d’autres organes comme la rate, nous avons décidé de répéter nos
expériences en modifiant certains parameétres afin d’essayer d’obtenir un modéle de

souris humanisée avec maladie démyeélinisante.

Nous avons donc, tenté une reconstitution immune chez la souris NSG avec des
PBMC décongelés provenant de patients avec maladies démyélinisantes pédiatriques.
Pour cette expérience un million de PBMC provenant de patient ayant un ADEM
(ADEMped-1) et une SEP (MSped-1), ainsi que deux contrbles ont été injectés par voie
intraveineuse chez des souris NSG non irradiées. Un total de 23 souris ont été utilisées

pour cette expérience (ADEMped1 n=5; MSped-1 n=5; CTRL-4 n=7; CTRL-5 n=6).

Cliniguement, les souris ont été suivies plus de 100 jours et n'ont démontré
aucun symptdme suggérant une atteinte démyélinisante. De plus, nous avons réussi a
mettre en évidence des hCDA45 circulant seulement pour 3 souris, injectées avec les
PBMC provenant de ADEMped, CTRL-4, et CTRL-5. Nous avons donc sacrifié ces

souris sans effectuer d’expériences supplémentaires.
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Discussion

Nous avons tenté de développer un modéle murin humanisé de SEP chez la
souris NSG a partir de PBMC de patients. Ce type de modéle n’existe pas pour le
moment et pourrait venir pallier d’importantes limitations qu'ont les modéles
expérimentaux actuels. Les souris humanisées offrent I'opportunité unique d’étudier
des processus biologiques complexes, sans mettre en danger le patient. En plus,
'avantage d’un tel modéle humanisé serait d’avoir un outil précieux pour développer
une médecine personnalisée surtout dans le contexte d’'une maladie aussi hétérogéne

que la SEP.

Nous n’avons pas réussi a développer un tel modele avec les conditions

expéerimentales que nous avions mis en place.

Reconstitution immunitaire par voie intrapéritonéale apres

irradiation sublétale

La reconstitution immune a partir de PBMC injectés par voie intrapéritonéale
aprés irradiation sublétale a eu un excellent taux de réussite dans nos expériences. Ce
qui est concordant avec ce qu’on retrouve dans la littérature (M. Ito et al., 2002; M. King
et al., 2008). Rapidement aprés le transfert de PBMC a la souris, nous avons été en
mesure d’identifier une proportion satisfaisante de leucocytes humains par rapport au
nombre total de leucocytes (humain et murin). La prise de greffe, dans les premiéres
semaines, n’était pas aussi évidente lorsqu'on s’attardait au nombre absolu de
leucocytes humains circulant. En effet, ce nombre absolu était plutét faible les deux

premiéres semaines alors que les leucocytes humains constituaient environ 20% a
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40% des leucocytes totaux. Cette observation découle de I'impact probable de
l'irradiation qui aurait causé une myéloablation chez I'hdéte avec reprise lente de
’hématopoiéese tel qu’il 'a été décrit précédemment (Knibbe-Hollinger et al., 2015).
Aussi, les analyses de reconstitution immune mettent en évidence une grande variation
entre intra-donneurs, comme le suggére la hauteur des barres d’erreurs sur la figure 1.
Ce type de variation a déja été décrite (M. King et al., 2008) et suggére que la prise de

greffe dépend de facteurs appartenant a I'héte.

Echec de ’expression d’un phénotype clinique et
immunologique s’apparentant a la SEP

Une des limitations importantes des modeles de souris humanisées est
'apparition de GVHD, processus immunologique qui prend place lorsque le greffon
s’attaque a I'organisme héte. Chez la souris NSG dont la reconstitution immune est
faite a partir de PBMC humain, la GVHD dite xénogénique est un phénomeéne bien
décrit qui cause une infiltration des lymphocytes T humains au niveau de plusieurs
organes tels que la peau, le foie, les intestins, les poumons et les reins (R. Ito et al.).
Comme ce processus peut prendre place dans n’'importe quel tissu de I'héte, il n’est
pas étonnant de retrouver un infiltrat de lymphocytes T humain aussi au niveau

cérébral, comme il a été observé précédemment (Kebir et al., 2018).

Dans notre modéle expérimental, nous n’avons pas réussi a reproduire un
phénotype clinique et pathologique distinct chez les souris ayant recu les PBMC de

patients atteints de SEP, lorsque comparées a celles ayant regu les PBMC de sujet
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sain; ceci suggérant que l'infiltration cellulaire et 'immunophénotype de ces cellules ne

sont que le seul reflet de la GVHD.

Si la supposition qu’il est possible de développer un modéle de SEP chez la
souris NSG humanisée est vraie, cela veut dire que dans notre modeéle expérimental,
tel que présenté ici, les mécanismes liés a la GVHD sont prédominants et les
mécanismes liés a I'inflammation et la démyélinisation sont soit masqués soit absents

(figure 20a). Ainsi les stratégies qui pourraient étre adoptées seraient de tenter de

a)

b)

c)

Lymphocytes T d’interét

Figure 20. Représentation schématique des stratégies pouvant étre

adoptées afin de développer un modéle de souris NSG humanisée de SEP.

Représentation schématique des stratégies pouvant étre adoptées afin de
développer un modeéle de souris NSG humanisée de SEP. a) Modéle expérimental
du projet présenté. b) Atténuation de la GVHD cérébrale pour observer I'apparition
de d’autres mécanismes propres au donneur. c) Optimisation de I'expression des
mécanismes pathologiques.
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diminuer la GVHD cérébrale pour observer si d’autres mécanismes propres au statut
du donneur s’installent (figure 20b) ou encore d’optimiser 'expression des mécanismes
pathologiques qui ménent a linflammation et la démyélinisation au sein du SNC

(figure20c).

GVHD cérébrale dans notre modéle expérimental
Il est possible que lirradiation sublétale ait contribué a favoriser la GVHD
cérébrale et a masqué des mécanismes pathologiques dans notre modele de deux

facons.

Premiérement, il est bien connu que [lirradiation est associée a une
augmentation de la perméabilité de la BHE et une altération de sa structure (Y. Q. Li,
Chen, Haimovitz-Friedman, Reilly, & Wong, 2003; Liu et al., 2010; Tsao, Li, Lu, Xu, &
Wong, 1999). Ainsi, dans notre modéle, bien que l'irradiation ait pour but de faciliter la
prise du greffon, elle contribue probablement a perméabiliser la BHE, rendant le SNC
plus facilement accessible aux cellules circulantes sans que celles-ci n’aient a
enclencher des mécanismes pathologiques leur permettant de traverser la BHE. Or, il
est bien connu qu’un des mécanismes pathologiques clef de la SEP est la migration
des lymphocytes au travers de la BHE; processus facilité par I'expression de molécules
d’adhérence au niveau de la BHE ainsi que [I'expression de leurs ligands
complémentaires au niveau des cellules immunitaires (Daneman & Prat, 2015).
L’irradiation rend donc impossible I'expression de ces mécanismes, qui auraient pu

mener a une différence du nombre de cellules immunitaires infiltrant le SNC entre nos
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deux groupes. L’absence de différence, montre que l'irradiation a plutét facilité I'accés

des leucocytes circulants pour toutes nos souris, peu importe le donneur.

Deuxiemement, l'irradiation cause des dommages tissulaires importants menant
a la libération d’antigenes, a une augmentation de la production des cytokines, a une
augmentation de I'expression des CMH, a une augmentation des molécules
d’adhésion, a une augmentation de I'expression de facteurs procoagulants et a une
augmentation de production d’oxyde nitrique. Ces mécanismes contribuent tous a la
facilitation de la GVHD (Ferrara, 1993; Schroeder & DiPersio, 2011; Teshima et al.).
Dans notre modéle, il est possible que la radiation cause des dommages tissulaires et
libére des antigénes et des facteurs solubles facilitant la présentation d’antigénes par
les CPA appartenant au greffon et I'installation de la GVHD. De plus, 'augmentation
de I'expression des CMH associée a la radiation contribue aussi probablement a la
GVHD puisqu’il a été démontré qu’une interaction entre les lymphocytes T CD4 et les
CMH Il murins est une composante importante de la GVHD dans les modéles de souris
humanisée (Covassin et al.,, 2011; M. A. King et al., 2009). Enfin, lirradiation est
associée a une accélération de la GVHD chez la souris NSG avec reconstitution

immune issues de PBMC humains (Lucas, Shearer, Neudorf, & Gress, 1990).

Expression des mécanismes pathologiques qui ménent a

'inflammation et la démyélinisation au sein du SNC
Notre modéle n’a pas permis de reproduire I'expression des meécanismes
pathologiques menant a l'inflammation et a la démyélinisation caractéristiques de la

SEP. Pourtant, les PBMC qui ont servi a la reconstitution immune de nos souris, pour
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les groupes SEP, contenaient probablement des lymphocytes T autoréactifs dirigés
contre des antigénes de la myéline (Kerlero de Rosbo et al., 1993; Lindert et al., 1999;
Ota et al., 1990). Pour pouvoir étre activés, ces lymphocytes devaient rencontrer leurs
antigénes présentés par une CPA humaine. Comme nous n’avons pas observé de
démyelinisation chez nos souris, on peut supposer que ces mécanismes d’activation
n’ont pas pris place dans notre modéle, ou qu'ils auraient pu se produire plus tard, mais

qu’ils ont été masqués par la GVHD.

Nous partageons une importante homologie avec la souris, mais il est possible
que l'antigéne qui devait étre reconnu par les lymphocytes T autoréactifs ne soit pas

présent chez nos souris.

L’analyse des PBMC utilisés pour la reconstitution immune de nos souris a
démontré la présence de cellules CD11c*, ce qui inclut les monocytes, et CD19* qui
représentent les lymphocytes B. Ces deux sous-types cellulaires peuvent avoir une
fonction de présentation d’antigéne. Seulement, ils sont pour ainsi dire absents du sang
périphérique une fois que la reconstitution a pris place, puisque les lymphocytes T
exprimant le CD3 représentent la presque totalité des leucocytes humains circulants.
Bien qu’il ne soit pas exclu que ces cellules aient rapidement migrées vers les tissus
pour effectuer des fonctions de présentation d’antigénes, on peut se demander si ces
sous-types cellulaires ont survécu dans I'hGte étant donné I'absence de cytokines

humaines nécessaires a leur survie.

Pour optimiser la présentation d’antigénes dans les modéles de souris

humanisées, certaines techniques ont été développées. Premiérement, il est possible
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d’effectuer des manipulations génétiques afin que la souris NSG exprime des CMH
humains en I'absence de CMH de souris (Goettel et al., 2015), ce qui, en plus de
faciliter la présentation d’antigénes, diminue la GVHD. Dans ce contexte, il pourrait étre
intéressant de développer une souris NSG transgénique qui exprimerait les CMH I
humains qui sont reliés a la SEP, tel qu’il I'a été fait pour des souris transgéniques
d’EAE spontanées (Ellmerich et al., 2004). Ceci pourrait possiblement favoriser

I'activation des lymphocytes T autoréactifs.

Une autre méthode qui a donné d’excellents résultats est celle d’effectuer un
transfert, concordant pour le donneur, de cellules dendritiques différenciées a partir de
monocytes circulants. La souris acquiert ainsi des CPA humains, ce qui rend possible
une interaction lymphocyte T et CPA humain in vivo chez la souris. (Lucas et al., 1990;
Salguero et al., 2014). Dans 'optique de développer un modéle humanisé de SEP, il
pourrait étre intéressant d’exposer, en culture, les cellules dendritiques a des antigénes
de la myéline avant de les transférer a une souris NSG avec reconstitution immune qui
soit concordante pour le donneur. |l a déja été démontré que chez la souris non

humanisée ce genre de procédure provoque une EAE (Salguero et al., 2014).

Il existe encore beaucoup d’inconnus dans la physiopathologie de la SEP et il
est possible que d’autres éléments, en dehors de I'activation des lymphocytes T,
nuisent au développement de notre modéle. On peut nommer entre autres I'impact de
I'irradiation sur la microglie et les conséquences qui en découlent sur le développement
de la maladie. Il est généralement accepté que la microglie est une un type cellulaire
résistant a la radiation, mais des études récentes remettent en doute ce paradigme et

ont déemontré certaines microglies ne survivent pas a l'irradiation et qui celles qui
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survivent présentent des altérations qui persistent dans le temps (Menzel et al., 2018).
Comme les souris NSG sont sensibles a lirradiation, il est fort possible que leurs
microglies aprés lirradiation présente des dommages dont l'impact est difficile a
prévoir. Ceci est encore plus important considérant qu’il a déja été démontré en EAE
classique que les manipulations de la microglie peuvent affecter I'expression de la

maladie (Heppner et al., 2005).

Enfin, bien que nous n’ayons pu mettre en évidence des différences entre nos
groupes par rapport a l'infiltrat de cellules immunitaires au niveau du SNC, nous avons
démontré une différence significative dans le profil d’expression de certaines cytokines,
GM-CSF et IFNy, des lymphocytes T ayant infiltré le SNC lorsque comparé a ceux de
la rate. Ceci prouve que les cellules immunitaires dans le modéle NSG humanisée
peuvent acquérir un immunophénotype qui est déterminé par le tissu qu’elles infiltrent,
ici le SNC. La souris NSG humanisée a donc un bon potentiel pour modéliser les
maladies impliquant le systéme immunitaire et le SNC, comme peut en témoigner le
développement récent d’'un modéle d’encéphalite de Rasmussen chez ces souris

(Kebir et al., 2018).

Tentative d’optimisation du modéle de souris humanisée
avec maladie démyélinisante.

Afin d’optimiser notre modeéle, nous avons décidé de changer les conditions
expérimentales pour essayer de limiter l'infiltration cellulaire qui était liée a la GVHD et
de plutét favoriser une infiltration cellulaire liée a la pathologie démyélinisante. Pour ce

faire nos stratégies étaient de ne pas irradier la souris, de procéder a une injection
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intraveineuse des PBMC et d’obtenir des échantillons de patients ayant une maladie

plus agressive cliniquement.

Il y a eu un échec de prise de greffe pour les souris qui ont été soumises a ces

trois conditions.

L’irradiation avant la reconstitution immune par injection de PBMC chez la
souris NSG est utilisée de fagon inconstante dans les études et plusieurs auteurs
affirment avoir eu de bon taux de reconstitution immune sans avoir eu recours a
lirradiation (Harui, Kiertscher, & Roth, 2011; M. Ito et al., 2002; M. King et al., 2008;

Pyo et al., 2019).

Le succeés de l'injection par voie intraveineuse chez la souris NSG non irradiée
semble plus inconstant (Amadori et al., 1996; Dale L. Greiner, Ruth Ann Hesselton, &
Leonard D. Shultz, 1998), mais certains auteurs rapportent des taux de reconstitution
immune de 100% (M. King et al., 2008). De plus, la reconstitution immune est achevée
plus rapidement avec des niveaux de cellules humaines circulantes plus élevées.
Cependant, a la différence du protocole ici appliqué, dans ces études se sont 20x 10°

PBMC qui ont été transférés.

L’utilisation de I’algorithme t-SNE pour I'analyse de
données de cytométrie en flux.

Au courant des derniéres années, la complexité des cymomeétres en flux n’a fait
que s’accroitre, nous permettant maintenant d’acquérir plus de données avec le méme
échantillon. L'utilisation de stratégie de sélection de population pour I'analyse (gating

strategy) de ces données devient alors plus ardue en plus d’ajouter un biais, puisque
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la sélection des populations étudiées est choisie par le chercheur. L’utilisation de
I'algorithme t-SNE pour I'analyse des données de cytométrie en flux est une technique
d’analyse non biaisée qui permet parfois d’identifier un sous-groupe cellulaire d’intérét,
qui aurait peut-étre échappé a I'analyse par sélection de population (Acuff & Linden,
2017; Mair et al., 2016; Saeys, Van Gassen, & Lambrecht, 2016). Ce type d’analyse
était I'analyse de choix pour nos données de cytométrie en flux, puisque nous ne
cherchions pas a étudier un phénotype précis, mais bien a identifier
'immunophénotype qui aurait pu permettre de différencier nos deux groupes. Bien que
nous n’avions pas réussi a identifier un tel phénotype dans nos différents groupes de
SNC, le fait d’avoir réussi a en identifier un entre nos échantillons provenant du SNC
et de la rate démontre que cette analyse est un bon outil pour la cytométrie en flux.
Cependant, il faut reconnaitre que cet outil a des limites lorsqu’appliqués a la
cytométrie en flux, la principale la limite étant la contamination avec fluorescence de

fond (background) (Mazza et al., 2018).
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Conclusion

En conclusion, le développement d’'un modéle de souris humanisée de SEP
pourrait venir combler certaines lacunes qu’on les modeéles expérimentaux actuels. Par
contre, pour développer ce type de modéle, 'optimisation est parfois ardue étant donné
gu’il reste encore beaucoup d’inconnu sur les mécanismes qui prennent place entre le

greffon et I'héte.

Bien que nous ayons réussi avec succés a obtenir une reconstitution immune
avec les PBMC de patient atteints de SEP transférés chez la souris et qu’un infiltrat de
cellules immunitaires au niveau du SNC était présent, nous n’avons pas réussi a obtenir
de phénotype clinique ou immunologique suggérant des caractéristiques de SEP.
Cependant, 'immunophénotype distinct des cellules que 'on retrouve au niveau du
SNC, lorsque comparé a celles retrouvées au sein de la rate nous suggére que la
cellule immunitaire acquiert un profil différent en fonction des tissus ou elles se trouvent
et que la souris NSG humanisée a un bon potentiel pour le développement de modéle

de maladie neuroimmunologique.
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