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Résumé

La sclérose en plaques est une maladie neuroinflammatoire idiopathique caractérisée
par la formation de Iésions focales de démyélinisation, qui apparaissent suite a I’infiltration
périvasculaire de cellules immunitaires et a ’augmentation de la perméabilité de la barriére
hémato-encéphalique. L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) est le modéle
animal de cette maladie. Cependant, ce modéle présente des différences importantes avec la
sclérose en plaques.

L’objectif de ce projet de maitrise était d’approfondir la caractérisation d’un nouveau
mod¢le transgénique d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale spontanée, le modele
TCR1640, afin de valider celui-ci pour 1’é¢tude des phénomeénes physiopathologiques qui
surviennent a différents stades de la sclérose en plaques, ainsi que pour le développement de
nouveaux traitements de la maladie. La souris TCR1640 porte un récepteur des cellules T
(TCR) transgénique autoréactif, qui reconnait un peptide de la myéline et déclenche une
réaction auto-immune contre la myéline endogéne au sein du systéme nerveux central (SNC).

Des observations faites in situ et in vitro ont permis d’identifier des changements qui
surviennent de fagon trés précoce dans 1’unité neurovasculaire chez les animaux TCR1640
présymptomatiques, et qui sont liés a la présence d’un profil immunitaire périphérique
proinflammatoire. Lors des phases actives de ’EAE spontanée, les animaux TCR1640 au
stade chronique présentent une inflammation accrue du systéme nerveux central associée a une
infiltration leucocytaire massive, par rapport aux animaux au stade aigu de la maladie.

Une étude in vivo a également permis de moduler la maladie développée par des
animaux ayant subi une immunisation passive avec des cellules T auxiliaires en provenance de
souris TCR1640. Enfin, I’implication de nouvelles molécules d’adhésion cellulaire dans le
développement et le maintien de I’EAE spontanée a été suggérée par des observations in vitro.

L’ensemble de ces résultats suggere que le modele TCR1640 présente plusieurs
avantages pour I’étude de la physiopathologie de maladies neuroinflammatoires telles que la
sclérose en plaques, et servira d’outil afin de valider de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Mots-clés : Barriére hémato-encéphalique (BHE), systéme nerveux central (SNC),
neuroinflammation, unité neurovasculaire, sclérose en plaques (SEP), encéphalomyélite auto-

immune expérimentale (EAE), molécules d’adhésion cellulaire (CAM).



Abstract

Multiple sclerosis is an idiopathic inflammatory disease of the central nervous system.
It is characterized by the formation of focal perivascular lesions and demyelination of the
surrounding area, which appear concomitantly to a massive immune cell infiltration and
disruption of the blood brain barrier. Experimental autoimmune encephalomyelitis is the
animal model most extensively used for the study of multiple sclerosis. Unfortunately, this
model does not mimic many aspects of the human disease.

The goal of this project is to further the characterization of a new transgenic model of
spontaneous experimental autoimmune encephalomyelitis, the TCR1640 model, and to
validate it as a relevant tool for the study of multiple sclerosis physiopathology and treatment.
The TCR1640 mouse possesses a transgenic T cell receptor which recognizes a myelin peptide
and triggers an autoimmune response against endogenous myelin in the central nervous
system.

In situ and in vitro observations have led to the identification of early changes which
appear at the neurovascular unit in presymptomatic TCR1640 animals. This early disruption of
blood brain barrier homeostasis is linked to the establishment of a proinflammatory immune
profile in the periphery. Animals at the chronic stage show sustained inflammation of the
central nervous system parenchyma and massive leukocyte infiltration, compared to animals in
acute phase of disease.

An in vivo experiment has allowed modulating the disease by treatment with a multiple
sclerosis-approved therapy, in wild type mice which had received reactivated CD4+ T cells
from TCR1640 animals. Finally, the implication of new cell adhesion molecules in the
development and maintenance of spontaneous experimental autoimmune encephalomyelitis
has been suggested by in vitro study of melanoma cell adhesion molecule (CD146) and
activated leucocyte cell adhesion molecule (CD166).

The results obtained in this study suggest that the TCR1640 model is a valuable asset
in the study of neuroimmune diseases such as multiple sclerosis. It could also be used to
validate new therapeutic strategies for the treatment of this disease.

Keywords : Blood-brain barrier, central nervous system, neuroinflammation, neurovascular

unit, multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis, cell adhesion molecules.
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Introduction

Le traitement de I’information nerveuse s’est centralisé au cours de 1’évolution afin de
pouvoir traiter des taches motrices, sensorielles et cognitives de plus en plus complexes. Le
cerveau de ’homme, méme s’il ne représente que 2 % de sa masse corporelle totale, nécessite
15 % du débit cardiaque, 20 % de 1’apport en oxygene et plus du quart de ’apport systémique
en glucose. Cette demande métabolique énorme ne pourrait étre comblée sans la mise en place
d’un réseau vasculaire hautement développé, de facon a assurer la plus grande surface de
contact possible entre le réseau neuronal et les éléments sanguins. Cependant, le bon
fonctionnement de la transmission neuronale requiert des conditions environnementales
contrdlées et les capacités de régénération au sein du systeme nerveux central (SNC) sont
limitées; compte tenu du haut régime métabolique qui doit étre maintenu en permanence, des
fluctuations mineures dans les concentrations de nutriments, d’oxygéne ou de déchets
métaboliques peuvent avoir des répercussions graves. Une spécialisation de 1’endothélium
vasculaire cérébral permet a la fois une grande quantité d’échanges avec le compartiment

sanguin et une régulation trés sévere de ces derniers.

1. La barriere hémato-encéphalique et ses cellules endothéliales

Le systéme vasculaire cérébral se développe en trois phases: la vasculogenése,
I’angiogenese, puis la « barriére-genése », lors de laquelle les cellules endothéliales (CE)
cérébrales acquierent plusieurs propriétés spécifiques, et se transforment en CE de la barriere
hémato-encéphalique (CE-BHE). Les CE-BHE sont liées entre elles par des complexes de
jonction protéiques qui permettent un contrdle strict de la perméabilité paracellulaire, et qui
entrainent une augmentation de la résistance électrique trans-endothéliale’. Elles sont
¢galement dépourvues de fenestration, et présentent une activité réduite en pinocytose et en

endocytose par rapport aux CE d’autres organes.



Cette étanchéité paracellulaire de la BHE exige le déploiement d’une grande variété de
systémes de transport et de récepteurs spécifiques, afin de permettre un échange suffisant de
nutriments et de solutés pour satisfaire aux besoins énergétiques et métaboliques du SNC.
Parmi ces systémes, on compte notamment le transporteur de glucose Glut-1% et le récepteur
de la transferrine’, qui permettent le transport de nutriments, ainsi que des glycoprotéines P et
le transporteur de la famille ABC (ATP binding cassette) MRP-1 (Multidrug resistance
protein 1), qui facilitent la sécrétion dans le sang des métabolites toxiques et liposolubles®.

Les CE-BHE sont enrichies en mitochondries, et démontrent une activation augmentée
de plusieurs de leurs enzymes métaboliques, telles que la y-glutamyl transpeptidase, la
phosphatase alcaline et la glutathion S-transférase”.

Enfin, les CE-BHE sont recouvertes du c6té apical par une couche glycosylée chargée
négativement, formée par les résidus d’acide sialique provenant de certaines glycoprotéines
acides. Du coOté baso-latéral, la membrane basale riche en glycosaminoglycanes, en
glycoprotéines acides et en protéoglycanes renforce ’étanchéité de la BHE’.

L’ensemble de ces propriétés est a la base de la formation de la BHE, et est obtenu, maintenu
et modifié grace a I’interaction des CE-BHE avec différentes populations de cellules gliales

environnantes.

I1 est intéressant de noter qu’il existe une variabilité physiologique dans I’étanchéité de
la BHE, dans certaines régions du SNC. Par exemple, les organes circumventriculaires
(I’épiphyse, I’éminence médiane, la neurohypophyse, 1’area postrema, 1’organe vasculaire de
la lame terminale et 1’organe subfornical), présentent des capillaires fenestrés pour permettre
la régulation de I’homéostasie et la mise en circulation systémique de facteurs sécrétés par des
neurones spécialisés. Les plexus choroides, qui sont responsables de la sécrétion du liquide
céphalo-rachidien (LCR), ainsi que la rétine possedent également des propriétés barrieres

r S . 6
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1.1 Complexes protéiques de jonction

Deux types de complexes protéiques sont présents a la jonction entre les CE. Les
jonctions serrées (JS) sont situées au pole apical (ou luminal) de la section adjacente de deux
CE, tandis que les jonctions adherens (JA) sont situées dans la partie basolatérale de la
membrane plasmique’. En plus d’étre tenues en grande partie responsables du phénotype
imperméable de la BHE, les JS permettent également la ségrégation des lipides apicaux et
basolatéraux dans la portion extracellulaire (ou exocytoplasmique) de la membrane

 Les JS sont composées de deux catégories de protéines: des protéines

plasmique”
transmembranaires, qui agissent de fagon homo- ou hétérophilique avec les cellules
adjacentes, et des protéines intra-cytoplasmiques (ou protéines associées aux JS), qui ancrent
les protéines transmembranaires au cytosquelette d’actine, assurant ainsi la stabilité des

complexes de jonction.

Trois types de protéines transmembranaires forment la base des JS. La premiére a avoir
été identifiée est 1’occludine’. 11 s'agit d'une phosphoprotéine de 65 KDa possédant 4 domaines
transmembranaires'’, dont les extrémités C- et N-terminales sont intracytoplasmiques. Bien
que la souris déficiente en occludine présente quelques anomalies histologiques, 1’intégrité de
la BHE ne semble pas compromise dans ces animaux’. L’occludine est impliquée dans
I’organisation de la structure des JS'' et dans 1’extravasation des leucocytes'> .

Les claudines (Cl, grande famille de 24 protéines) ont une structure semblable a celle
de I’occludine. Plus particulierement, Cl-1, CI-3, CI-5 et Cl-12 sont exprimées dans le SNC™
151617 Ce sont des protéines de 22 KDa, qui possédent quatre domaines transmembranaires'®
19206t qui peuvent présenter des interactions homo- et hétérotypiques avec les protéines des
cellules adjacentes'® ?'. La présence de claudines est essentielle pour permettre la formation
des JS. CI-3 et CI-5 sont d’ailleurs exprimées exclusivement par les CE, et ne sont pas

1416 1 a souris déficiente en Cl-5 meurt quelques heures

présentes sur les cellules épithéliales
aprés la naissance, et sa BHE présente une augmentation de la perméabilité aux molécules de

petite taille. La présence de Cl-5 au sein de la JS aurait également un réle important dans le



contrdle du transport paracellulaire'®, ainsi qu’une fonction promotrice dans I’activation de la
métalloprotéase matricielle (MMP)-272.

Les protéines CTX (Cortical Thymocyte marker in Xenopus), plus particuliérement les
protéines JAM (Junctional Adhesion Molecule), représentent la derni¢re famille de protéines
des JS*. Ces protéines possédent deux domaines extracellulaires semblables aux
immunoglobulines (/g-/ike), un domaine transmembranaire et un domaine C-terminal
intracytoplasmique®. JAM-B, -C et -D sont exprimées exclusivement par les CE. JAM-A,
quant a elle, est exprimée par les CE et les cellules épithéliales. Via ses interactions

homophiliques, cette derniére joue un role précoce dans la formation des JS' **

, et pourrait
étre impliquée dans la polarisation cellulaire”. D’autres protéines CTX, comme ESAM
(Endothelial cell-Selective Adhesion Molecule) et CAR (Coxsackievirus and Adenovirus
Receptor), sont également exprimées par les CE-BHE. Leur role dans 1’é¢tanchéité de la BHE

\ L 26,27
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Toutes ces protéines transmembranaires interagissent, par le biais de leur domaine PDZ
(Postsynaptic density protein PSD95, Drosophila tumor suppressor dlg-A, ZO-1) C-terminal,
avec les protéines de la famille MAGUK (membrane associated guanylate kinases) telles que
les protéines ZO (Zonula Occludens) ZO-1, ZO-2 et ZO-3 2% 393132 T o5 protéines ZO sont
constituées de 3 domaines PDZ et d’un groupe SH3 (sulf-hydryl), ce qui permet I’ancrage au
cytosquelette d’actine ainsi que la formation de complexes hétérodimériques entre elles™. ZO-
1 est essentielle a la stabilité des complexes protéiques des JS, puisque la modification de son
expression entraine une augmentation de la perméabilit¢ de la BHE*. En plus de leur role
d’ancrage, les protéines ZO ont vraisemblablement un role dans la signalisation
intracellulaire® et semblent également impliquées dans la localisation de 1’occludine au pole

apical des cellules endothéliales™®.

Tout comme les JS, les JA sont constituées de protéines transmembranaires, liées au
squelette d’actine par des protéines intracytoplasmiques. Les JA sont constituées de deux
protéines transmembranaires principales : VE-cadhérine (Vascular endothelial cadherin) et
PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule, ou CD31). Bien que les souris

déficientes en PECAM-1 présentent une BHE normale dans des conditions physiologiques®’,



I’endothélium cérébral de ces animaux présente des propriétés altérées (augmentation de la
perméabilit¢ vasculaire associée a I’infiltration de monocytes) dans des conditions
neuroinflammatoires®®. Ces résultats suggérent que PECAM-1 promeut 1’étanchéité de la BHE
et nuit a la migration leucocytaire transendothéliale.

Les protéines transmembranaires des JA interagissent principalement avec les
protéines cytoplasmiques de la famille des caténines (en particulier a-, B-, y-caténines et
p120°*)** % Les caténines agissent aussi comme facteurs de transcription, puisqu’elles
peuvent migrer vers le noyau lors d’une modification de 1’expression des protéines des JA,
afin d’activer la transcription de certains génes*'. Lors de la « barriére-genése », les JA
apparaissent avant les JS, et pourraient avoir un rdéle dans la formation de ces derniéres. En
effet, I’apparition de VE-cadhérine entrainerait 1’augmentation de la transcription du gene

codant pour CI-5 dans les CE**.

Comme les complexes protéiques de jonction sont stabilisés grace a leur interaction
avec le cytosquelette d’actine, un cytosquelette anormal compromettra la formation et le
maintien de 1’intégrité de la BHE (comme c’est le cas par exemple chez la souris déficiente en
dystrophine)®”. De plus, la plupart des molécules impliquées dans les grandes voies de
signalisation  intracellulaire  (tyrosine  kinases, Ca2+/calmoduline, protéines G
hétérotrimériques, AMPc, phospholipase C, etc.) affectent également la perméabilité
paracellulaire, probablement via leur influence sur la réorganisation du cytosquelette
d’actine™*.

En bref, les protéines transmembranaires des JS (principalement, 1’occludine, CI-3, CI-
5 et JAM-A) et des JA (VE-cadhérine et PECAM-1) se lient au cytosquelette via des protéines
cytoplasmiques (respectivement, les ZO et les caténines) et forment des complexes protéiques
intercellulaires qui restreignent la circulation du compartiment sanguin vers le compartiment
du systéme nerveux central (voir schéma 1). Les voies de signalisation intracellulaire majeures

sont impliquées dans plusieurs fonctions des JS et des JA, notamment dans la régulation de

I’expression des molécules ainsi que dans la polarisation cellulaire.



1.2 La cellule endothéliale au cceur de I’unité neurovasculaire

Bien que les complexes protéiques de jonction formés par les JS et par les JA jouent un
role important dans la régulation de la perméabilit¢ endothéliale au sein du SNC, différentes
populations cellulaires et plusieurs autres complexes protéiques sont essentiels pour
I’apparition et le maintien des propriétés uniques de la BHE. L’unité de ce systéme est
possible grace aux contacts physiques entre les différents types cellulaires, ainsi qu’a la
sécrétion locale de substances solubles. Cette entité, que I’on appelle 1’unité neurovasculaire
(UNV), est hautement plastique, ce qui permet a la BHE de s’adapter afin de maintenir une
fonction optimale, autant dans des conditions physiologiques que pathologiques. En plus des
CE-BHE, 'UNV est constituée des astrocytes, de la microglie, des péricytes et de la
membrane basale (voir schéma 1). Elle recoit également des informations en provenance des
cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins ainsi que de différentes populations
neuronales. L’UNYV permet le contrdle de trois grandes fonctions associées a la BHE : le débit
sanguin cérébral, 1’étanchéit¢ de la BHE et D’interface neuroimmune qui permet

I’extravasation des leucocytes du sang vers le parenchyme cérébral.

A cause de la proximité physique des pieds astrocytaires avec les CE-BHE, le role des
astrocytes dans le développement, la différenciation et le maintien des propriétés de la BHE a
été étudié en détail*® *’. In vitro, 1a présence d’astrocytes ou de milieu de culture conditionné
par les astrocytes (ACM) entraine 1’expression de propriétés spécifiques de la BHE par des CE
(notamment, une augmentation de I’expression de I’occludine, de CI-5 et de ZO-1)* #3021,
Lors du développement, les astrocytes permettent de stopper 1’angiogenese et d’induire la
maturation des CE-BHE en diminuant 1’expression du VEGF (vascular endothelial growth
factor) et en augmentant ’expression de I’angiotensine I, respectivement™.

Les astrocytes sécrétent aussi le TGF-B (Transforming growth factor ), le BDNF
(brain-derived neurotrophic factor), le GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor)™ et
I’angiotensine II°°. Toutes ses substances sont impliquées dans une grande variété d’activités,

qui ont toutes des répercussions importantes sur la perméabilit¢ de la BHE. Notons entre

autres I’'impact sur la régulation de I’expression des protéines des JS et de différents



transporteurs spécifiques, la production de facteurs anticoagulants par les CE, ainsi que la

régulation de la réponse inflammatoire®® "%,

Les différents facteurs solubles sécrétés par les astrocytes atteignent les CE a travers la
membrane basale qui sépare les pieds astrocytaires de 1’endothélium vasculaire. La membrane
basale est formée de deux couches protéiques : une lame basale d'origine épithéliale et une
lame réticulaire d'origine conjonctive, entre lesquelles se trouve 1’espace périvasculaire. La
matrice extracellulaire qui compose la membrane basale intervient dans la régulation des CE,
notamment en concentrant les molécules solubles présentes dans I’espace périvasculaire et en
favorisant le contact de celles-ci avec la membrane des cellules endothéliales™.

La laminine, le collagéne IV, la fibrilline, la fibronectine ainsi que des
métalloprotéases matricielles (MMP) se retrouvent dans cette matrice protéique. Les MMP
permettent, dans des conditions physiologiques, le remodelage de la matrice extracellulaire et
la dégradation de certains éléments sanguins (limitant ainsi ’accés au parenchyme cérébral)®
1 Lors de processus inflammatoires, une surexpression de ces enzymes protéolytiques
(certains leucocytes activés pouvant également produire des MMP) peut compromettre, voire
détruire la matrice extracellulaire, ce qui facilite la transmigration leucocytaire et augmente la

perméabilité de la BHE ** .

Les péricytes projettent de longs prolongements cytoplasmiques a la surface des CE et
forment des jonctions avec celles-ci via des complexes protéiques tels que les JS*. Les
péricytes, via la sécrétion de facteurs de croissance, jouent un rdle précoce dans la maturation
et le maintien du systéme vasculaire (avant ’apparition des astrocytes) ® °. Ils peuvent
¢galement interagir directement avec la matrice extracellulaire. Enfin, les péricytes semblent

également intervenir dans la régulation du transport transendothélial®’.

L’input provenant de projections neuronales peut étre transformé au sein de ’'UNV en
réponse microvasculaire, de facon a permettre le controle local et précis du flot sanguin en
fonction de Iactivité métabolique®™ ®. Une population de neurones corticaux, dont 1’activité
est temporellement couplée a des changements dans la perfusion cérébrale a d’ailleurs été

70, 71

identifiée . Comme les neurones sont aussi en contact direct avec les astrocytes, il est



plausible que ces derniers jouent également un role dans la modulation locale de la
perméabilité des capillaires sanguins’” ">. Evidemment, d’autres phénoménes, comme la
sécrétion de substances vasoactives par différents types cellulaires ou les concentrations
environnantes en oxygene, en glucose et en ions, jouent également un role prédominant dans

la modulation spatio-temporelle du flot sanguin cérébral.

Pour résumer, les CE-BHE sont en contact avec trois environnements différents : le
sang, qui contient différents facteurs solubles et des leucocytes circulants, les CE adjacentes,
qui s’influencent mutuellement pour assurer une réponse locale homogene, et les autres
composantes de I’'UNV, dont les cellules gliales, les péricytes et les neurones. Toutes ces
composantes permettent un controle précis dans le temps et dans 1’espace des propriétés

uniques de la BHE.
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Schéma 1. La cellule endothéliale au coeur de I’unité neurovasculaire.

Les CE-BHE présentent une expression accrue de différents transporteurs (MRP-1, TR, Glut-
1) afin de combler aux besoins métaboliques spécifiques du SNC. Les complexes protéiques
des jonctions serrées (JS) (Claudines, occludine, JAM et protéines ZO) et des jonctions
adherens (JA) (PECAM-1, VE-cadhérine, caténines) interagissent avec le cytosquelette
d’actine et contribuent a I’étanchéité de la BHE. Les CE intéragissent avec les astrocytes et les
microglies via la membrane basale (MB), ainsi qu’avec les péricytes, pour former I’'UNV.
Adapté de A. Dodelet-Devillers (2008) et C. Larochelle (2013).



2. Processus neuroinflammatoires et sclérose en plaques

L’¢étanchéit¢ de la BHE confére au SNC un statut immunologique unique. Les
complexes protéiques de jonction des CE-BHE et les différentes structures de ’'UNV limitent
I’acces des leucocytes au parenchyme cérébral. De plus, le SNC présente d’autres
particularités par rapport a son systétme immunitaire : le cerveau est en effet dépourvu de
réseau de drainage lymphatique conventionnel, ainsi que de cellules présentatrices d’antigéne
(CPA) professionnelles. Bien que les microglies soient considérées comme les CPA résidentes
du SNC, ces cellules n’expriment pas de fagon constitutive le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II nécessaire a ’activation des cellules immunitaires
effectrices. L’expression du CMH de classe 11 peut néanmoins étre induite lors de 1’activation
des microglies”.

Bien que le SNC posséde un certain « privilége immunitaire »”*, les leucocytes du
systéme immunitaire périphérique doivent pouvoir y circuler afin d’assurer la protection des
cellules cérébrales en cas d’attaque infectieuse (si une particule virale réussit a traverser la
BHE, par exemple). On appelle ce phénoméne la surveillance immunitaire. Dans des
conditions inflammatoires, I’arrivée massive de leucocytes et la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires par ceux-ci ainsi que par les cellules gliales activées entrainent

malheureusement la perte de la régulation homéostatique de la BHE.

2.1 Reconnaissance antigénique et activation des lymphocytes

Les lymphocytes T sont au cceur du phénomeéne de reconnaissance antigénique qui
permet de mobiliser le systéme immunitaire adaptatif contre une attaque exogene, et
participent donc activement a la surveillance immunitaire. Les lymphocytes T possédent un
récepteur spécifique, appelé récepteur des cellules T, ou TCR. Le TCR est un complexe
polypeptidique qui permet la reconnaissance d’un antigeéne spécifique. Il est composé de deux
chaines variables et associ¢ au co-récepteur CD3 (cluster of differentiation 3). Dans des

conditions physiologiques, les lymphocytes T sont cependant inactifs; on parle alors de
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cellules naives. Pour devenir effectrices, les cellules T doivent rencontrer 1’antigéne qui est
spécifique a leur TCR, et qui leur sera présenté par une CPA via le CMH. Les cellules T CD4+
(ou lymphocytes T auxiliaires) sont activés via une interaction avec le CMH de classe 11, qui
est exprimé uniquement par les CPA professionnelles (macrophages, cellules dendritiques,
etc.). Les cellules CD8+ (ou lymphocytes T cytotoxiques, CTL), sont quant a elles activées via
une interaction avec le CMH de classe I, exprimé de fagcon quasi ubiquitaire dans 1’organisme.
Cependant, seul le CMH de classe I exprimé par les CPA permet 1’activation des lymphocytes
T CD8+".

Lors de I’activation initiale d’un lymphocyte, c¢’est donc la CPA qui entre d’abord en
contact avec ’antigéne. Apres phagocytose et internalisation, I’antigéne est apprété afin de se
loger dans la niche peptidique du CMH, pour finalement étre exprimé a la surface de la CPA.
Cette derniére migre vers les organes lymphoides secondaires, ou se retrouvent les
lymphocytes T naifs aprés avoir terminé leur maturation dans le thymus. L’activation
antigénique est initiée par I’interaction entre le peptide antigénique logé dans la niche
peptidique de la molécule du CMH sur la CPA, et le complexe TCR-CD3 du lymphocyte T.
Dans des conditions pathologiques, 1’expression de molécules de co-stimulation par la CPA
(CD80/CD86) et le lymphocyte T (CD28 et CD152), ainsi que les interactions spécifiques
TCR-CMH (entre CD4 et le CMH de classe II, ou entre CD8 et le CMH de classe I)
permettent ’activation du lymphocyte T, qui entame sa différenciation en cellule mémoire ou
effectrice. L’activation du lymphocyte T entraine une augmentation de la production de
cytokines ainsi que de I’expression de certains marqueurs de surface, comme CD25 ou le
récepteur de I’IL-2. La cellule T quitte les organes lymphoides secondaires et voyage dans

I’organisme 4 la recherche de son antigéne spécifique’”.

2.2 Migration transendothéliale des leucocytes

Afin d’atteindre le parenchyme cérébral, les leucocytes doivent quitter le compartiment
sanguin en franchissant les barriéres protéiques des JS et des JA présentes entre les CE-BHE.
L’adhésion leucocytaire aux CE déclenche une cascade de signalisation qui cause une

déstructuration des composantes des JS et des JA, ce qui entraine une augmentation de la
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perméabilité de la BHE'®. Ce phénoméne peut également étre influencé par I’augmentation de
la pinocytose des CE elles-mémes ainsi que par la formation de canaux transendothéliaux.
C’est cette derniere propriété qui explique que les leucocytes peuvent non seulement migrer a
la jonction entre deux CE (route paracellulaire), mais également a travers une CE (route
transcellulaire)’’. Ce processus, appelé migration transendothéliale, extravasation ou

. 4 1 r . r 8
diapédése, se déroule en plusieurs étapes’™.

Les leucocytes circulants doivent ralentir afin de pouvoir s’accrocher a la paroi
endothéliale. C’est la structure méme du réseau vasculaire, grace a ses capillaires de petite
taille, qui permet tout d’abord de ralentir les cellules immunitaires. Celles-ci se mettent ensuite
a rouler sur la paroi endothéliale luminale, grace a des interactions de faible affinité entre les
s¢lectines (P- et E-sélectines) et certaines molécules d’adhésion cellulaire (CAM) (GLYCAM-
1, Glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1) exprimées par les CE-BHE et leurs
ligands exprimés a la surface des leucocytes (respectivement, PSGL-1, ESL-1 et L-
sélectine)”” ¥ !, Ce processus a lieu en tout temps dans les capillaires sanguins, et permet aux
cellules immunitaires de sonder les CE en quéte de signes d’inflammation.

Dans des conditions inflammatoires, cette premiére interaction entre les CE et les
leucocytes favorise la production de chimiokines pro-inflammatoires, telles que MCP-1
(monocyte chemotactic protein-1, ou CCL2), RANTES (Regulated on activation, normal T
cell expressed and secreted, ou CCLS), MIP-1a (Macrophage inflammatory protein-1o. ou
CCL4) et IL-8 (interleukine-8, ou CXCL8)**®. Ces molécules agissent sur les leucocytes via
des récepteurs couplés aux protéines G, et induisent I’augmentation de I’avidité des intégrines
LFA-1 (leukocyte function associated-1, ou intégrine alLLB1) et VLA-4 (very late antigen-4, ou
intégrine a4p1) pour leurs ligands’. Les chimiokines agissent aussi directement sur les CE-
BHE et stimulent I’expression des ligands des intégrines, soit [CAM-1 (intercellular cell
adhesion molecule-1) et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1). En réponse a la
stimulation par les chimiokines proinflammatoires, I’augmentation des interactions entre les
CAM des CE-BHE et les intégrines leucocytaires entraine le ralentissement, puis I’arrét des
cellules immunitaires sur la paroi endothéliale®* .

Une fois le leucocyte arrété, des interactions complexes entre CAM, intégrines et

complexes protéiques de jonction permettent la migration de la cellule a travers la couche de
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CE-BHE. La cellule immunitaire doit également franchir la membrane basale et sa dense
matrice extracellulaire. La diminution de I’expression de la laminine et 1’augmentation de
Iactivité des MMP (principalement MMP-2 et MMP-9) contribuent a ce phénoméne’” .
Evidemment, ces événements sont en réalité beaucoup plus complexes, et nécessitent
un réseau d’interactions spatio-temporelles plus étendu que ce qui est décrit ici. Notamment,
certaines CAM et leurs ligands sont impliqués dans la transmigration de sous-populations
leucocytaires spécifiques. Il est également important de noter que la diapédése a un impact
notoire sur I’activation des cellules immunitaires. L’exemple le plus frappant de ce

phénomeéne se retrouve chez les monocytes, qui maturent en macrophages (un type de CPA

professionnelles) lors de la transmigration®’.

2.3 Impact structurel des facteurs proinflammatoires sur la barriére

hémato-encéphalique et I’unité neurovasculaire

L’augmentation de la perméabilité¢ de la BHE suite a la transmigration des leucocytes
est accompagnée par la perte du phénotype spécifique acquis par les CE-BHE au cours de leur
différenciation. En plus de la diminution de I’expression des molécules des JS et des JA' et de
I’augmentation de la pinocytose, on constate le retour de 1’expression de la molécule MECA-
32, présente dans les CE embryonnaires, mais qui cesse normalement d’étre exprimée par les
CE-BHE matures®.

L’accumulation de différents types de cellules infiltrantes (lymphocytes T,
lymphocytes B, macrophages) dans I’espace périvasculaire cérébral entraine une augmentation
importante dans la concentration locale de plusieurs facteurs proinflammatoires. Parmi ceux-
ci, soulignons le role de I'IFNy (interféron y), du TNFa (tumor necrosis factor-a), des

interleukines (IL) IL-23 et IL-17 ainsi que des espéces réactives de I’oxygéne (ROS)*"*’.

Les CE-BHE expriment les récepteurs spécifiques au TNFo et a PTIFNy”™ °% %2,
L’interaction de ces cytokines avec leurs ligands entraine 1’augmentation spécifique de
I’expression de MCP-1, IL-8, RANTES et IP-10 (interferon y-induced protein 10, ou
CXCL10) par les CE-BHE™. In vitro, la stimulation combinée avec le TNFa et I'IFNy cause
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notamment I’augmentation de 1’expression d’ICAM-1 et de VCAM-1 par les CE-BHE °"- %> %%
9

L’IL-23 est produite par les CPA de lignée myéloide (monocytes, macrophages,
cellules NK, neutrophiles, granulocytes et cellules dendritiques). Elle est impliquée dans
I’expansion et le maintien d’une sous-population de cellules T auxiliaires (CD4+)
proinflammatoires qui sécrétent I'IL-17 (cellules Tyl7)’> °» *®. L’IL-17 entraine
I’augmentation de I’expression de MCP-1 et de I’IL-8 par les CE-BHE via I’interaction avec
son récepteur (IL-17R). Elle a aussi une influence directe sur 1’augmentation de la

perméabilité de la BHE, puisqu’elle perturbe I’expression des molécules des JS occludine et

70-1 99, 100

L’expression de ces cytokines au sein du parenchyme cérébral entraine notamment une
activation des cellules gliales. Les microglies deviennent activées, expriment le CMH de
classe II et augment leur motilit¢ de fagcon a pouvoir servir de CPA pour les cellules
infiltrantes. On constate également un phénomeéne d’astrogliose, qui se caractérise par une
hypertrophie des pieds astrocytaires ainsi que par une augmentation de leur motilité. Les
astrocytes et les microglies peuvent a leur tour augmenter leur production d’IL-1, d’IL-6 et de
GM-CSF, contribuant ainsi au maintien d’un environnement proinflammatoire.

Dans un contexte neuroinflammatoire, des ROS sont notamment produites par la
microglie activée et les macrophages'®'. Elles influencent la perméabilité de la BHE via la
modification de I’expression ou de la phosphorylation de différentes protéines des JS
(claudine-5, occludine, ZO-1)'"* ' La présence accrue de ROS a également des
conséquences indirectes importantes sur la BHE, puisque les radicaux libres facilitent la
migration transendothéliale des leucocytes et promeuvent 1’expression du TNF-o et de
différentes CAM par ces derniers'® '®. L’IL-17 pourrait également induire I’expression de

ROS par les CE-BHE”.

Enfin, l'augmentation de la perméabilit¢ de la BHE permet 1’extravasation de
composants (protéines, anticorps, nutriments, hormones) du sang normalement séquestrés dans
les vaisseaux, et qui viennent se déposer dans le parenchyme cérébral. Toutes ces substances

influencent a leur tour les différentes composantes de 'UNV et les cellules infiltrantes, et
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peuvent créer une boucle de rétroaction positive favorisant le maintien d’un environnement
proinflammatoire propice a ’activation continue des leucocytes et a 1’établissement d’un
milieu inflammatoire chronique. Par exemple, la présence de fibrinogéne, une protéine
sanguine impliquée dans la coagulation, dans le parenchyme cérébral entraine 1’activation
microgliale'®.

L’infiltration immunitaire du SNC et [’augmentation concomitante de la perméabilité
de la BHE sont associées a bon nombre de pathologies cérébrales, comme la maladie
d’Alzheimerm, ’accident vasculaire cérébral'®

plaques (SEP).

et, plus particulicrement, la sclérose en

2.4 La sclérose en plaques

La SEP est une maladie neuroinflammatoire qui se caractérise par I’apparition de
plaques focales périvasculaires de démyélinisation au sein du SNC, accompagnées par
I’infiltration massive de leucocytes et la perte de I’étanchéité de la BHE.

L’¢tiologie de la maladie est encore méconnue, mais les recherches actuelles tendent a
démontrer que des facteurs hormonaux, environnementaux et génétiques sont intimement li€s

109

a son développement . L’influence hormonale est suggérée par le fait que la SEP affecte plus

fréquemment les femmes que les hommes. Sa prévalence est également plus élevée dans les

e . r 110, 111
pays situés loin de 1’équateur''®

. Des ¢études épidémiologiques tentent d’expliquer ce
phénomene par I’exposition des populations a différents facteurs environnementaux, comme
I’alimentation, I’exposition au soleil ou a certains virus (notamment, le virus Epstein-Barr, ou
EBV)!'% 3 4 Deg ¢tudes génomiques de grande envergure (genome-wide association
studies, ou GWAS) ont quant a elles identifi¢ des associations significatives entre le
polymorphisme de certains génes associés au systeme immunitaire et le développement de la
SEP, comme le gene du CMH HLA-DRB1 s, Enfin, I’étude de I’incidence de la maladie chez
les jumeaux identiques a montré qu’il y a une chance sur quatre qu’un jumeau développe la

maladie quand I’autre en est atteint' .
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Les symptomes de la SEP sont causés par la disparition partielle ou totale de la gaine
de my¢line de certains axones, suite a la dégénérescence des oligodendrocytes. Ce phénomene
compromet la transmission normale rapide (saltatoire) de I’influx nerveux dans le SNC et peut
causer des symptomes neurologiques graves. Ce sont les cellules immunitaires, plus
particulierement les lymphocytes T et B, ainsi que les macrophages, qui attaquent la myéline
des oligodendrocytes, et causent la dégénérescence de ces derniers. L’infiltration leucocytaire
massive entraine également 1’augmentation locale de facteurs pro-inflammatoires (cytokines,
chimiokines, MMP, etc.), ce qui contribue au maintien d’un environnement proinflammatoire
et aux dommages cellulaires et tissulaires irréparables qui surviennent au sein du foyer
périvasculaire de démyélinisation.

Les événements exogeénes ou endogénes qui entralnent [’activation du systéme
immunitaire sont pour ’instant nébuleux. L’ordre dans lequel se produisent les événements
qui causent la démyé¢linisation reste encore a ¢lucider, et permettra sans doute de clarifier, du
moins en partie, 1’étiologie de la SEP. Cependant, il est clair que la modification de la
perméabilit¢ de la BHE survient trés tot dans la formation des 1ésions. D’un point de vue
immunitaire, I’attaque inflammatoire semble cibler des €pitopes des protéines spécifiques de la
my¢line, tels que MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein), PLP (proteolipid protein),
MBP (myelin basic protein) ou MAG (myelin associated glycoprotein)''®, ce qui convainc
plusieurs du caractére auto-immun de cette maladie.

La SEP a une présentation cliniquement hautement hétérogeéne, ce qui la rend difficile
a diagnostiquer. La variabilité¢ des symptomes dépend en effet de la localisation des foyers de
démyélinisation, qui peuvent étre disséminés dans différentes régions cérébrales''’. La
maladie se présente également sous différentes formes. La forme la plus courante (plus de
80 % des cas) comporte des épisodes pendant lesquels le patient éprouve des symptomes
neurologiques, généralement une perte de sensibilité dans les membres, de motricité ou de
vision, qui sont suivis de périodes de rémission laissant peu ou pas de séquelles. C’est ce
qu’on appelle la forme, cyclique ou de poussées-rémissions (relapsing remitting)''®. Une
bonne proportion des cas se présentant d’abord sous cette forme cyclique évolue apres
quelques épisodes vers une forme secondaire progressive, ol on constate une progression
insidieuse constante des déficits neurologiques. Il est important de noter qu'une composante

neurodégénérative progressive subclinique est probablement présente chez une majorité de
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patients des le début de la maladie, bien que celle-ci ne cause pas toujours des symptomes
francs. Environ 15 % des cas de SEP montrent d’emblée une aggravation continue des

A , e . . . .11
symptomes sans poussée ni rémission; on parle alors de SEP primaire progressive''”.

2.5Traitement de la sclérose en plaques

Il n’existe a ce jour aucun traitement curatif pour la SEP. La thérapie offerte aux
patients atteints de SEP est basée sur 1’utilisation d’agents immuno-modulateurs, comme c’est
le cas pour la majorité des maladies auto-immunes. L’administration de glucocorticoides vise
a diminuer la sévérité des poussées, tandis que des traitements plus spécifiques et de plus
longue haleine tentent de freiner les poussées et éventuellement la progression globale de la
maladie'?’.

Les premiers traitements immuno-modulateurs a avoir été développés pour la SEP sont
encore trés utilisés aujourd’hui. 11 s’agit de I’'ITFN-B et de 1'acétate de glatiramer (GA). Bien
que les mécanismes d’action de ces molécules ne soient pas parfaitement élucidés, I'IFN-f et
le GA ont un impact significatif sur I’apparition de nouvelles l1ésions dans le SNC ainsi que sur
la fréquence et la sévérité des poussées dans la forme cyclique de la maladie. L’IFN-B semble
méme avoir une influence directe sur la stabilité de la BHE''.

La recherche en SEP a ciblé récemment les CAM pour le développement de nouvelles
thérapies, dans le but de réduire la migration transendothéliale des leucocytes a travers la BHE
afin de limiter la formation de 1ésions démyélinisantes. Un anticorps bloquant spécifiquement
I’intégrine VLA-4, le Natalizumab ou Tysabri©, a ét¢ commercialisé. Les études cliniques ont
montré que le Natalizumab permettait une diminution marquée de la fréquence des poussées et
de la gravité des symptdmes qui accompagnaient ces derniéres dans les cas de SEP cyclique'**
123 Cependant, certains patients ont développé une leucoencéphalopathie multifocale
progressive (LEMP) suite a la réactivation du virus John Cunnigham (JC) dans le SNC. Ce
virus, présent de fagon asymptomatique dans une grande proportion de la population, est
habituellement controlé par la surveillance immunitaire, et ne pose probléme que chez les
patients immuno-supprimés. L’attaque du virus JC pouvant étre mortelle, le traitement au
Natalizumab est arrété chez les patients diagnostiqués avec une LEMP, afin de permettre au

systéme immunitaire de combattre 1’infection. Il peut alors survenir une aggravation des

17



symptomes neurologiques, causée par 1’entrée massive de leucocytes dans le SNC, qu'on
désigne sous le nom de syndrome inflammatoire de reconstitution immunitaire'**,

Le Natalizumab est toujours utilisé dans le traitement de la SEP. Cependant, compte
tenu de ses répercussions sur la surveillance immunitaire, il n’est généralement administré que
dans des cas graves de SEP cyclique, ou les traitements de premiere ligne (IFN- et GA) sont
inefficaces'®. D’autres thérapies visant a altérer les capacités transmigratoires des leucocytes,
ont récemment ¢été¢ approuvées, telles que le Fingolimod (FTY720 ou Gilenya©). Ce
médicament cible les récepteurs de la sphingosine-1-phosphate afin de séquestrer les

126 , o
. Une autre molécule, le Rituximab

leucocytes dans les organes lymphoides secondaires
(Rituxan© ou MabThera©), est un anticorps monoclonal dirigé contre le CD20 qui permet de
réduire la population de lymphocytes B'*" '*®, Bien que ces nouvelles thérapies montrent des
résultats prometteurs, de nouvelles molécules sont sans cesse ciblées pour le développement

d’une plus grande variété de traitements pour la SEP.

Le probléme du Natalizumab repose dans I’ubiquité de sa cible, I’intégrine VLA-4, qui
est impliquée dans la migration transendothéliale de la majorité des les leucocytes. Cependant,
plusieurs molécules impliquées dans ’extravasation de populations leucocytaires spécifiques
ont été caractérisées dans les derni¢res années. De nouvelles CAM récemment caractérisées
interviennent dans la migration transendothéliale de différentes familles de leucocytes.
Attardons-nous un instant sur deux d’entre elles : MCAM (melanoma cell adhesion molecule,
ou CDI146) et ALCAM (activated leukocyte cell adhesion molecule ou CD166), deux
molécules d’adhésion de la superfamille des immunoglobulines.

MCAM est exprimée par les CE, ainsi que par une sous-population de lymphocytes T
CD4+'%% 1 Identifiée tout d’abord dans certains processus néoplasiques (croissance

BL132 son réle spécifique dans la migration

tumorale, métastases, activité de certaines MMP)
transendothéliale des cellules T CD4+ proinflammatoires (cellules Ty17, produisant de I’IL-
17, de 'IFNg et du GM-CSF) a été identifié récemment'*,

ALCAM quant a elle a tout d’abord été identifiée pour son role dans I’activation
leucocytaire a la synapse immunitaire, via 1’interaction avec CD6'*. Cette molécule est

¢galement impliquée dans certains processus de migration cellulaire, notamment lors du

développement du SNC'*>. ALCAM est exprimée par les CE-BHE, et peut former des liaisons
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homo- ou hétérotypiques avec certaines populations de leucocytes (lymphocytes T CD4+ et
monocytes). L’utilisation d’un anticorps bloquant dirigé contre ALCAM permet de diminuer
la migration transendothéliale de ces cellules immunitaires, et semble efficace dans des

modeéles in vivo et in vitro de SEP'.

Ces deux molécules présentent un potentiel thérapeutique intéressant pour le traitement
de la SEP, puisqu’elles sont impliquées dans le recrutement de populations leucocytaires
spécifiques directement liées a la physiopathologie de la maladie. Comme MCAM et ALCAM
n’interagissent pas avec tous les leucocytes, bloquer leur action ne devrait pas interrompre la

surveillance immunitaire au sein du SNC.
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3. La sclérose en plaques et son modéle expérimental,

I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale

Le développement de médicaments comme le Natalizumab, et 1’é¢tude de MCAM,
d’ALCAM et de plusieurs autres molécules liées a la SEP ne pourrait étre possible sans un
éventail de modeles expérimentaux. Certains modeles in vitro permettent de reproduire des
caractéristiques cible de la BHE. Il est en effet possible de faire pousser les CE-BHE en une
monocouche cellulaire. Ces cellules peuvent ensuite étre utilisées pour différentes expériences,
comme la mesure de la résistance électrique transendothéliale, ou méme I’extravasation
leucocytaire, grice au modéle des chambres Boyden®. Cependant, une grande partic des
données obtenues expérimentalement sur la transmigration leucocytaire vers le SNC, sur la
formation de lésions neuroinflammatoires, ainsi que sur I’efficacité de différents traitements,
provient du mode¢le in vivo animal de la SEP, I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale,

ou EAE.

3.1 Encéphalomyélite auto-immune expérimentale

L’EAE est un modele basé sur la stimulation du systéme immunitaire périphérique
avec des protéines exogeénes du SNC. Dans les faits, les animaux utilisés (généralement, la
souris ou le rat), sont injectés en périphérie avec un peptide de la myéline en présence
d’adjuvant, afin de stimuler la réaction inflammatoire et I’activation du systéme immunitaire.
Le peptide exogéne est reconnu et internalisé par les CPA professionnelles résidentes au site
d’injection. Ces derniéres migrent vers les ganglions lymphatiques drainant le site d’injection
(en général, les ganglions lymphatiques inguinaux) afin d’activer les lymphocytes T
auxiliaires (Ty) naifs via le CMH de classe II'*". Les lymphocytes T autoréactifs activés par le
peptide exogene sont par la suite en mesure de gagner le SNC et de reconnaitre les molécules
homologues présentes de facon endogene au sein du SNC de I’animal. IIs sont alors réactivés

par les CPA non-professionnelles présentes dans le SNC (par exemple, les microglies),
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subissent une expansion clonale et participent au recrutement et a 1’activation de différents
types de cellules immunitaires (cellules T effectrices, cellules B, macrophages, etc.)"*®. Ceci
déclenche I’attaque qui meéne a la perturbation de ’'UNV, a I’inflammation du parenchyme
cérébral, a la destruction de la gaine de my¢éline des axones et a la dégénérescence cellulaire
des neurones, des oligodendrocytes et des cellules gliales. Tout comme dans la SEP, les
animaux atteints d’EAE présentent une distribution spatio-temporelle hétérogeéne de 1ésions
périvasculaires au sein du SNC, ainsi qu’une quantit¢ importante d’anticorps dans le

139

parenchyme cérébral et le liquide céphalorachidien ””. Ces phénomeénes biologiques se

traduisent au niveau clinique par une paralysie progressive, généralement ascendante (depuis
la queue, jusqu’aux membres antérieurs)'*" .

L’EAE est largement utilisée dans la recherche sur la SEP, et a permis le
développement de trois des principaux traitements actuels de la SEP; le GA, le mitoxantrone

. 141, 142, 143
et le Natalizumab ™ ’ .

Cependant, plusieurs thérapies montrant une efficacité
prometteuse en EAE ont présenté des complications inattendues lors du traitement de patients
atteints de SEP. Outre le développement de LEMP chez les patients traités au Natalizumab'?*,
notons 1’échec retentissant du traitement avec le ligand peptidique altéré NBI-5788'*, ainsi

qu’avec Ianti-TNFa'*

, qui ont tous les deux causé une exacerbation des symptomes de SEP
chez les patients traités. Ces résultats suggerent d’appliquer avec prudence les thérapies

potentielles identifiées en EAE au traitement de la SEP.

Bien que ’EAE ne soit pas une maladie naturelle, elle a en fait été créée chez
I’homme : & la fin du 19°, Louis Pasteur mit au point un vaccin contre la rage a partir
d’homogénats de moelle épinic¢re provenant de lapins infectés. Certains patients développérent
une paralysie sans lien apparent avec la rage, qui affectait d’abord les membres inférieurs, puis
pouvait progresser vers les membres supérieurs' **. Cette anecdote historique met en lumiére la
plus grande faiblesse de I’EAE, a savoir que cette maladie, bien que similaire a la SEP sur

plusieurs points, n’en est pas la réplique exacte.
L’EAE est un mod¢le hautement variable. La forme de présentation de la maladie, sa

sévérité et les phénomeénes immunologiques qui y sont associés peuvent étre influencés par

I’espece choisie ainsi que par le protocole d’induction. Les rongeurs (rats et souris) sont les

21



animaux utilisés le plus couramment dans les études d’EAE, bien que ce modele existe dans
plusieurs autres espéces (le lapin, le mouton, le chien et plusieurs especes de singes). Les
¢tudes complétées chez les primates, bien que moins fréquentes, sont particuliérement
intéressantes, puisque le SNC des singes est trés proche de celui de I’homme.

Chez les rongeurs, la grande diversit¢ de souches commerciales influence de fagon
importante le développement de I’EAE, et ajoute a la complexité de l’interprétation des
résultats obtenus. En effet, 1’utilisation de populations murines génétiquement homogenes
permet d’obtenir des résultats hautement reproductibles. Malheureusement, la diversité
génétique de la population a également une influence notoire sur le développement de
maladies auto-immunes telles que la SEP. Il est également important de noter que certaines
souches murines sont particuliérement sensibles au développement de I’EAE, alors que
d’autres y sont résistantes.

L’incidence de ’EAE dans ces différentes souches est ¢galement influencée par le
peptide utilisé pour I'immunisation. Par exemple, les souris de souche C57Bl/6 répondent
spécifiquement a I’immunisation avec le peptide MOG, tandis que les souris de souche B10
sont sensibles a I’immunisation avec les peptides MOG et MBP. Ces deux types de souris
développent une maladie monophasique ou chronique, et sont habituellement utilisées pour
des études thérapeutiques ainsi que pour la caractérisation de la contribution de différentes
populations de lymphocytes T (cellules T auxiliaires Tyl et Tyl7, cellules T cytotoxiques et
cellules T régulatrices) aux phénoménes pathologiques de 'EAE'® " ¥ 1 eg souris de
souche SJL, quant a elles, répondent mieux a I’immunisation avec le peptide PLP, et
présentent une forme d’EAE semblable a la SEP cyclique. Elles sont particuliérement utiles
pour I’étude des mécanismes qui sous-tendent 1’apparition de rémissions et de rechutes dans
I’EAE, pour la caractérisation du phénomene d’essaimage antigénique ainsi que pour 1’étude
de la contribution des anticorps et des lymphocytes B dans la physiopathologie de 'EAE'*"
150,151

I1 est enfin important de souligner que les males sont beaucoup moins fréquemment
utilisés que les femelles dans les expériences d’EAE. La grande variabilit¢é dans le
développement de I’EAE en fonction de I’espéce et du protocole d’immunisation utilisé
contribue a la difficult¢ d’application des résultats en SEP, puisque tous ces modeles

présentent différents aspects de la maladie humaine, sans arriver a les réunir en entier' *.
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Au niveau pathologique, la majorit¢ de [I’infiltration leucocytaire se retrouve
généralement dans la moelle épiniére, ce qui explique la paralysie ascendante développée par
la plupart des animaux atteints d’EAE. Ceci constitue une différence majeure avec la SEP, lors
de laquelle la mati¢re blanche cérébrale, et dans une moindre mesure, le cortex et le tronc

cérébral, sont habituellement principalement touchés par les 1ésions.

La différence la plus importante entre la SEP et I’EAE réside probablement dans le fait
que cette derniére n’est pas une maladie spontanée. Le systéme immunitaire subit une
activation artificielle, par 1’injection concomitante de peptides de la myéline et de substances
hautement inflammatoires (traditionnellement, 1’adjuvant complet de Freund, constitué d’une
émulsion d’huile minérale et de Mycobacterium tuberculosis inactivé, parfois accompagné de
toxine pertussique). C’est ce qu’on appelle 'immunisation active. Ce modéle de base est
principalement utilis¢ pour des études thérapeutiques ainsi que pour évaluer I’influence de
genes spécifiques (en utilisant des animaux transgéniques ou déplétés pour une molécule en
particulier)'*%.

Afin de réduire I’influence de ces substances exogénes sur le développement de la
maladie et sur les phénoménes neuro-immunitaires observés, il existe également une forme
dite passive d’immunisation pour induire ’EAE. Dans ce modele, 'EAE est induite
activement dans un groupe d’animaux. Avant ’apparition des symptdmes, les animaux sont
sacrifiés, et les organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques inguinaux et rate)
sont récoltés, afin d’en extraire les leucocytes. Ces cellules sont ensuite réactivées in vitro en
présence du peptide immunogene utilisé et de cytokines proinflammatoires (généralement, IL-
12, IL-23, TGF-B, IL-6), ce qui permet de favoriser I’interaction entre les lymphocytes T et
les CPA et qui entraine I’expansion clonale des cellules auxiliaires'™. Ces cellules sont
purifiées aprés réactivation afin d’isoler la population de lymphocytes T CD4+. Ce sont ces
derniers qui seront injectés a des animaux naifs (non immunisés). C’est alors le potentiel
autoréactif seul des cellules transférées qui est responsable du développement des symptomes
d’EAE'. 11 est important de noter qu’il existe également des modéles d’induction passive de
I’EAE utilisant d’autres populations cellulaires, telles que les lymphocytes T CD8+"*.

L’utilisation de lignées cellulaires transgéniques exprimant une protéine fluorescente en
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conjonction avec ce modele d’EAE permet d’obtenir des informations en temps réel sur la
migration des cellules immunitaires vers le SNC lors de processus neuroinflammatoires.
Cependant, la réactivation forcée des cellules immunitaires in vitro et le transfert d’un nombre
important de cellules effectrices peuvent causer des artéfacts lors de I’interprétation des

, , . . , . . . 152
résultats en altérant artificiellement la réaction inflammatoire " :

I’importance d’une
population spécifique dans le développement de I’EAE peut étre exagérée, ou sous-estimée,
par la réactivation massive et spécifique d’un seul type cellulaire (lymphocytes T CD4 ou

CD8).

Les modeles d’EAE les plus récemment développés tentent de pallier aux faiblesses de
I’immunisation forcée (autant active que passive). En effet, la manipulation génétique a permis
au cours des derniéres années de générer des lignées d’animaux transgéniques développant
I’EAE de facon spontanée. Plus particuli¢rement, 1’expression par des souris transgéniques de
récepteurs des cellules T (TCR) isolés de clones CD4+ provenant d’animaux immunisés
activement permet d’étudier I’influence des interactions spécifiques épitope-TCR dans le
développement de la maladie, apportant de nouvelles informations sur la réactivité du systeme
immunitaire dans les maladies neuroimmunes'. Il est intéressant de noter que certaines
souches transgéniques exprimant un TCR spécifique pour un peptide de la myéline ne
développent pas I'EAE"> '*°. Dans d’autres modéles, I’incidence de I’EAE est faible, et les
manifestations cliniques s’apparentent a d’autres pathologies neuroimmunes. C’est le cas de la
souris 2D2, qui présente un TCR spécifique pour le peptide MOGss.ss, et chez laquelle on
retrouve seulement 4% de prévalence d’EAE, contre 30% de prévalence de névrite optique’’.
Cette variabilité dans I’incidence de la maladie, malgré la présence de cellules spécifiques
autoréactives, rappelle que les mécanismes qui sous-tendent le développement de I’EAE
spontanée sont encore nébuleux. Ce phénomene est cependant peu surprenant, puisque des
¢tudes effectuées chez ’humain montrent la présence de clones autoréactifs a la myéline chez
tous les sujets examinés, bien que la plupart d’entre eux ne souffrent pas de maladie auto-
immune"* ', Le degré d’activation de ces cellules autoréactives, couplé a la disponibilité du
peptide-cible, a cependant un impact significatif sur le déclenchement ou non d’une réaction

auto-immune' .
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Des modeles transgéniques présentant un TCR autoréactif dans la population de
cellules T cytotoxiques (CD8+) ont également permis de confirmer le potentiel pathogéne de

ce sous-type cellulaire pour initier des symptémes d’EAE"*

. Enfin, des souris exprimant un
TCR isol¢ a partir de cellules CD4+ provenant de patients atteints de SEP (ou TCR humanis¢)
sont également capables de développer I’EAE spontanée, bien que ces modeles présentent
généralement une incidence faible de la maladie'®® '®'. Ces différents modéles d’EAE
spontanée permettent de contourner partiellement 1’activation aberrante que 1’on retrouve lors
de I’immunisation active ou passive, et présentent une réponse immunitaire principalement
médiée par les lymphocytes T. Cependant, la participation active des lymphocytes B dans le
développement de la SEP est un domaine d’étude qui suscite de plus en plus d’intérét'®> ',
De nouveaux modéles transgéniques d’EAE tentent aujourd’hui d’incorporer la contribution
des cellules B dans la physiopathologie de I’EAE spontanée. C’est le cas de la souris OSE, qui
présente a la fois un TCR et un anticorps monoclonal spécifiques pour le peptide MOG'®,

Récemment, le groupe du Dr H. Wekerle (Allemagne) a également décrit un modele d’EAE

spontanée impliquant les cellules T et B, chez la souris TCR1640.

3.2 Le modele TCR1640

La souris TCR1640 posséde un TCR (récepteur des cellules T) spécifique pour le
peptide de la myéline MOGo;.106. Ce TCR a été identifié en isolant une cellule CD4+ Tyl
encéphalitogeéne aprés immunisation d’une souris SJL saine avec du MOG recombinant de rat.
Il est constitué des chaines variables Va8.3 et V4. Dans le thymus, 99,3% des lymphocytes T
CD4+ et 97% des lymphocytes T CD8+ expriment ce TCR'®. Le modéle TCR1640 présente
plusieurs avantages par rapport a ’EAE induite et entraine une maladie cliniquement et
épidémiologiquement beaucoup plus proche de la SEP, par rapport a d’autres modeles
transgéniques d’EAE.

Tout d’abord, la maladie est spontanée chez ces souris, et n’a donc pas besoin d’étre
provoquée. De plus, les proportions de males et de femelles qui développent I’EAE, ainsi que
la forme de la maladie qui se développe en fonction du sexe, rappellent les données
épidémiologiques recueillies dans des cohortes de patients atteints de SEP. Par exemple, la

forme poussée-rémission est plus fréquente chez les femelles, alors que les males, bien que
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malades en moins grand nombre, sont plus souvent atteints d’une forme primaire progressive
ou chronique. Les souris ne présentent pas seulement des épisodes de paralysie, mais aussi
d’ataxie. La nature des symptomes est directement liée a la localisation des infiltrats
leucocytaires (moelle épiniere, tronc cérébral et nerf optique pour les souris souffrant de

paralysie; cervelet et tronc cérébral pour les souris ataxiques).

L’analyse par cytométrie de flux a permis de montrer que les infiltrats présents au sein
du SNC étaient majoritairement composés de lymphocytes T CD4+ et de cellules B, et dans
une plus faible proportion de cellules T CD8+. Les cellules T transgéniques des souris
TCR1640 semblent permettre la prolifération de cellules B reconnaissant le peptide MOG. 11
est intéressant de noter que le peptide reconnu par ces cellules B est différent du peptide cible
du TCR transgénique. Le transfert adoptif de cellules B provenant d’animaux TCR permet le
développement de la maladie par des souris SJL sauvages (WT)'.

La caractérisation officielle du modéle TCR1640 est pour I’instant sommaire, et

présente peu de données par rapport aux phénomeénes qui surviennent a I’'UNV, et de fagon

plus générale dans le systéme immunitaire.
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Hypothése et objectifs

Hypothése :

L’hypothése de ce projet de recherche est que le modéle d’EAE spontanée TCR1640
est un outil de premier choix pour 1’étude des phénomenes pathologiques liés a la SEP. Ce
modele, permettant I’apparition de I’EAE sans manipulations expérimentales, permet de
caractériser différents aspects des processus neuro-immuns, que ce soit les changements qui
surviennent a la BHE, I’activation immunitaire périphérique et cérébrale ou I’é¢tude des CAM.

Afin de valider cette hypothése, les objectifs suivants ont été fixés :

1) Caractérisation in situ de la BHE et du parenchyme cérébral des souris TCR1640

L’expression de molécules caractéristiques de la BHE (protéines des JS, CAM), de
composantes de I’'UNV (astrocytes, microglie) et de cellules immunitaires (lymphocytes T
CD4+, macrophages) sera étudiée in situ par immunohistofluorescence sur des échantillons du
SNC. Ces expériences me permettront d’évaluer le degré de dysfonction de la BHE et la
réponse immunitaire qui y est associée dans le modele d’EAE spontanée.
2) Caractérisation du profil immunitaire des souris TCR1640

Les populations leucocytaires peuplant le SNC et les organes lymphoides secondaires
seront étudiées par cytométrie de flux. Leur niveau d’expression de certaines CAM (VLA-4,
MCAM, ALCAM), ainsi que leur production de cytokines proinflammatoires (IFNy, IL-17)
seront également analysés, en considérant le score clinique, le sexe et le stade de la maladie.
Ces expériences me permettront de corréler la dysfonction de la BHE a D’infiltration des
leucocytes au cours de I’EAE spontanée.
3) Modulation in vivo de ’EAE spontanée développée par les souris TCR1640

Le modéle TCR1640 sera utilisé pour évaluer la capacité d’un traitement approuveé
pour la SEP a moduler la sévérité clinique et I’évolution de la maladie chez les souris
TCR1640 in vivo. Ces expériences me permettront de confirmer que I’EAE développée par les

souris TCR1640 peut étre modulée de fagon similaire a la SEP humaine.
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Matériel et méthodes

1. Génotypage des animaux

Le modele d’EAE caractérisé ici est un modele transgénique hétérozygote. Ces souris
ont été obtenues grace a la collaboration du laboratoire du Dr Hartmut Wekerle (Allemagne).
Les animaux sont produits en mettant en couple un male TCR1640 hétérozygote et deux
femelles SJL (Charles River). Les portées de souriceaux sont donc formées d’animaux WT et
transgéniques hétérozygotes. Le génotypage est effectué par PCR (polymerase chain reaction)
sur de I’ADN provenant d’une biopsie de queue ou d’oreille que 1’on récolte lors du sevrage
des animaux, a I’age de quatre semaines.

Le tissu est dénaturé par incubation pendant une nuit (O/N, overnight) a 55 °C en
présence de protéinase K (Roche #03 115 828 001, 10 puL) dans une solution tampon (10mM
Tris-HCI pH = 8.0, 2 nM EDTA, 300 nM NaCl, 0.5% SDS; 500 uL). L’ADN est extrait en
ajoutant 500 pL de phénol:chloroforme:alcool isoamyle (25:24:1 v/v, Invitrogen #15593-049),
puis en centrifugeant 10 min a 2700 rpm. On ajoute ensuite 500 uL. de chloroforme :alcool
isoamyle (24 :1 v/v, Fluka #25666), avant de faire une deuxieéme centrifugation de 10 min a
2700 rpm. L’ajout d’une solution d’acétate de sodium (50 pL de NaOAc pH = 5.2 dans 1 mL
d’EtOH pur) permet la précipitation de I’ADN. Aprés précipitation O/N a -20 °C, le culot
d’ADN est récupéré par centrifugation (15 min a 13500 rpm), puis séché a température
ambiante (TA) pour quelques heures avant d’étre réhydraté dans une solution de Tris-EDTA
1X (trishydroxyméthylaminométhane-acide éthyléne diamine tétra-acétique). L’ADN obtenu
est ensuite dilué (concentration maximale de 250 ng/mL). L’échantillon est préparer pour le
PCR selon la recette suivante :

- 12.5 uL GoTaq© Green Master Mix 2X (Promega);

- 1uM de chacune des amorces suivantes'® : pour la chaine a, amorce sens = mTCR-Va8.3-
CDR3, 5’-CTCCATAAGAGCAGCAGCTCC-3’, amorce anti-sens = -globine humaine, 5’-
CGTCTGTTTCCCATTCTAAACTGTACC-3’; pour la chaine 3, amorce sens = PH-2Kb, 5°-
CTGGATATAAAGTCCACGCAGCC-3’, amorce anti-sens= TCRVB4-CDR3, 5’-
CAATCTCTGCTTTTGATGGCTCAAAC-3’;
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- 1 pL de la dilution d’ADN obtenue (maximum 250 ng);

- Eau exempte de nucléases pour compléter le volume a 25 pulL

Le PCR est effectué¢ avec un thermocycleur, en faisant une premiére incubation de 5 min a
94°C, puis 34 fois le cycle suivant: 45 sec a 94°C; 45 sec a 58°C; 1 min a 72°C. Les
échantillons sont ensuite chargés sur un gel d’agarose (1,2 %) dans du tampon Tris-Acétate-
EDTA (TAE) 1X contenant du bromure d’éthidium (5 pL/100 mL de tampon), et migrent pour
1 h a 82 V avant d’étre analysés sous lampe UV (voir figure S1 en annexe pour exemple de

résultat).

2. Observations cliniques

Afin d’effectuer la caractérisation de ce nouveau modeéle, les souris sont observées
deux fois par semaine a partir de 1’dge de 35 jours. Lors de I’apparition des premiers
symptomes, les animaux sont observés cing fois par semaine afin d’assurer la précision dans le
classement des scores cliniques. L’échelle de score clinique (paralysie) classique d’EAE a été

adaptée pour le modele TCR1640 (voir tableau 1).

Tableau 1 : Echelle de score clinique (paralysie)

Score clinique Symptdmes

0 en santé

0.5 2 queue flaccide (faible)
1 queue flaccide

1.5 queue flaccide + démarche altérée (plus lente)
5 faiblesse 1égére des MP (diminution de I’amplitude du mouvement,

affaissement des hanches)

2.5 faiblesse 1égere des MP + altération du réflexe de redressement (RR)
3 faiblesse prononcée d’au moins 1 MP, boiterie

3.5 faiblesse prononcée des 2 MP ou paralysie d’1 MP
4 paralysie des 2 MP

4.5 paralysie des 2 MP + faiblesse des MA
5 ¢tat moribond

Légende : MP = membres postérieurs; MA = membres antérieurs.
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Dans les expériences présentées ici, les souris TCR1640 ont été classées en trois
groupes expérimentaux selon leur stade de maladie : animaux présymptomatiques, animaux en
phase aigué et animaux en phase chronique d’EAE spontanée. Les animaux
présymptomatiques sont agés de 35 jours. Les animaux en phase aigué sont agés de 60 a 90
jours, et ont atteint pour la premiére fois un score clinique de 3.5 ou plus dans les quatre jours
précédant le sacrifice. Les animaux en phase chronique sont 4gés de plus de 80 jours, sont
malades depuis plus de trois semaines et ont un score clinique stable depuis plus de 10 jours.
Les animaux contrdles (WT) utilisés sont issus de la méme portée que les souris TCR, et ont
donc toujours le méme age que ces dernieres. Lors de la sélection des animaux malades en
phase aigu€¢ d’EAE, il est impossible de garantir la forme de la maladie que 1’animal
développera (cyclique ou progressive). Cependant, il est important de rappeler que la majorité
des femelles TCR développeront une forme cyclique d’EAE. Néanmoins, 1’objectif de cette
¢tude n’est pas de comparer la physiopathologie de ’EAE cyclique a celle de I’EAE
progressive, mais bien de tenter de mettre en lumicre des caractéristiques différentes présentes

chez des animaux malades depuis peu par rapport a des animaux en phase chronique d’EAE.

3. Prélevement d’organes et conservation

Pour prélever les tissus nécessaires aux différentes expériences, les souris sont
anesthésiées avec une dose létale de pentobarbital (Euthanyl™) et perfusées de fagon
intracardiaque avec 25 mL de tampon PBS (phosphate buffered saline) 1X froid afin de
nettoyer les organes du sang qu’ils contiennent.

Les organes destinés a I’imagerie (cerveau, moelle épini¢re) sont recueillis dans un
moule contenant de 1I’O.C.T.™ (Optimal Cutting Temperature, TissueTek) et congelés a
-80 °C pour utilisation ultérieure (voir section 4).

Les organes destinés a I’isolation de leucocytes (ganglions lymphatiques inguinaux,
rate, cerveau et moelle épiniere) sont recueillis dans des tubes contenant le milieu de culture

RPMI 1640 (Wisent) et utilisés immédiatement (voir section 7).
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4. Préparation du tissu murin et des lames

Les sections de tissu utilisées pour 'immunohistofluorescence et la coloration de la
myéline sont préparées a ’aide d’un cryostat Leica CM3050S (Leica Microsystems). Des
sections de 7um sont coupées a -23 °C et récoltées sur des lames de verre (Surgipath Micro
slides Snowcoat X-tra™, Leica Biosystems). Les lames sont séchées a 1’air ambiant pour au
moins cing heures, puis le tissu est fixé par immersion dans 1’acétone pur pendant 20 sec. Les

lames sont conservées a -80 °C pour utilisation ultérieure (voir sections 5 et 6).

S. Coloration de 1a myéline

La coloration au Luxol Fast Blue, a I’hématoxyline et a 1’éosine (LFB/H&E) est
utilisée afin d’évaluer la démy¢élinisation au sein des lésions du SNC. Les sections décongelées
sont d’abord fixées dans une solution de formaldéhyde 10 % pendant 45 min a TA. Aprés un
lavage de 3 min au PBS 1X, les sections sont incubées O/N a 60 °C dans une solution de
Luxol Fast Blue(5 g de Solvan Blue 38 — Sigma #S3382, 500 mL d’EtOH 95%, 0,25 mL
d’acide acétique glacial). La coloration est ensuite différenciée en trempant brieévement les
sections dans une solution réductrice (1 g hydroquinone, 5 g sulfite de sodium, 100 mL d’eau
distillée), puis en effectuant des lavages sous 1’eau courante. La coloration nucléaire est
obtenue en incubant les sections en présence d’hématoxyline (Harris Hematoxylin Solution,
Sigma # HHS16) a TA pendant 10 min, puis différenciée en trempant les sections dans une
solution d’alcool acide (1% d’acide acétique dans ’EtOH 70%). Les sections sont exposées a
une solution basique (NaOH 0,05 % dans I’eau), puis déshydratées par incubation dans une
solution d’alcool (EtOH 95 %), avant d’étre exposées a I’¢osine Y (100 mL €osine Y — Sigma
#230251, 50 mL acide acétique glacial, 450 mL EtOH 80%) pendant 90 sec afin d’obtenir la
coloration rosée des corps cellulaires. Apres un lavage de 3 min dans ’EtOH 95%, les sections
sont déshydratées pour 4 min dans I’EtOH 100%, puis plongées dans du toluéne 100%, afin
d’assurer la déshydratation compléte des sections. Les lames sont ensuite montées avec le
milieu Entellan (Merck), puis séchées. L’acquisition d’images a été effectuée avec un

microscope Leica BM6000 (Leica), en utilisant le logiciel OpenLab 4.0.4 (PerkinElmer).
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6. Immunohistofluorescence et microscopie confocale

Les sections de tissu décongelées sont fixées a I’acétone pur (-20 °C) pendant 10 min,
puis incubées dans 1’éthanol 70 %(-20 °C) pendant 5 min.

Les sections sont isolées les unes des autres (Dako PEN, Dako), puis recouvertes de
sérum d’ane 10 % pendant 30 min, afin de bloquer les sites de liaison non spécifiques des
anticorps utilisés. Apres cette incubation, les sections sont exposées O/N (4 °C) a I’anticorps
dirigé contre la molécule d’intérét (voir Tableau S1 en annexe), dilué dans du sérum d’ane
3 %. Pour les anticorps étant déja couplés a un fluorochrome, toutes les incubations ainsi que
les lavages sont faits a 1’abri de la lumiére, afin de préserver 1’excitabilité du fluorochrome.

Sept lavages de 3 min au PBS Tween20 0,05 % (Sigma #P1379) sont effectués, avant
d’incuber les sections a température ambiante pendant 45 min en présence de 1’anticorps
secondaire couplé a un fluorochrome (voir Tableau S1 en annexe). Aprés une nouvelle série
de lavages au PBS Tween20, la perméabilité des noyaux est augmentée grace a une incubation
de 10 min en présence du détergent Triton X-100 1 % (Sigma #T9284). Les lames sont ensuite
montées avec un milieu (Mowiol, CalBiochem) contenant le colorant nucléaire Topro3 (1:300,
Life Technologies). Elles sont conservées pour analyse a 4 °C a I’abri de la lumiére afin de
préserver la réactivité des fluorochromes.

L’acquisition des images a été effectuée avec un microscope confocal (LEICA SPS,

Leica), en utilisant le logiciel LAS AF (Leica).

7. Isolation de leucocytes

L’isolation des leucocytes doit étre effectuée sur des échantillons frais. Les organes
sont récoltés dans du RPMI, puis écrasés a 1’aide d’un piston de seringue a travers un filtre
(pores de 70 um, BD Biosciences) afin de libérer les cellules immunitaires des éléments
fibreux du parenchyme. Selon I’organe utilisé, I’obtention des cellules immunitaires se fait en

différentes étapes :
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Ganglions lymphatiques inguinaux :

Aprés lavage du filtre et centrifugation (10 min a 1200 rpm), les cellules sont
resuspendues dans du RPMI complet (RPMI1640™ contenant 10 % FBS — Fetal Bovine
Serum). L’échantillon est prét pour décompte cellulaire.

Rate :

Aprées lavage du filtre et centrifugation (10 min a 1200 rpm), le culot de cellules est
incubé dans une solution de chlorure d’ammonium (NH4CI) 0,83 % (3 min a TA) afin de
permettre la lyse des globules rouges. La réaction est stoppée en ajoutant du RPMI™ puis en
centrifugeant (10 min a 1200 rpm). L’échantillon est ensuite filtré pour se débarrasser du tissu
conjonctif présent dans la rate. Aprés une nouvelle centrifugation (10 min a 1200 rpm), les
cellules sont resuspendues dans du RPMI complet et prétes pour décompte cellulaire.

Systéme nerveux central :

Apres lavage du filtre et centrifugation (10 min a 1500 rpm), le culot de cellules est
soumis a un gradient de Percoll™ (0-40-60-90 %) (GE Amersham) afin de séparer myéline,
cellules immunitaires et globules rouges. Apres centrifugation (10 min a 1500 rpm, en
assurant une accélération et un freinage lents), les leucocytes sont récoltés a 1’interface 40 %-
60 % a I’aide d’une pipette en plastique, transférés dans un nouveau tube, lavés avec du HBSS
1X (Wisent), puis centrifugés (10 min a 1500 rpm). Aprés un lavage subséquent dans du
RPMI complet (puis centrifugation 10 min a 1500 rpm), le culot de cellules est resuspendu

dans du RPMI complet et prét pour décompte cellulaire.

8. Immunomarquage des leucocytes et cytométrie de flux

Suite au décompte cellulaire (effectué a 1’aide d’un hémacytométre et une coloration au
bleu de Trypan d’une partie des cellules récoltées), les cellules en provenance des différents
organes sont transférées dans une plaque de 96 puits. On récolte 100 000 cellules par
¢chantillon pour un marquage uniquement extracellulaire (qui sera effectu¢ immeédiatement),
tandis qu’on récolte 200 000-1 000 000 cellules pour un marquage intracellulaire. Dans ce
dernier cas, les cellules seront stimulées O/N (pendant la nuit, overnight) en présence de PMA

(phorbol 12-myristate 13-acetate) (20 ng/mL), d’ionomycine (1 pg/mL) et de brefeldine A (2
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ng/mL). Bien qu’une stimulation plus courte soit généralement utilisée dans la littérature (4-
6h)'%, la stimulation O/N a été choisie pour cette étude car elle facilite les manipulations
expérimentales. Bien qu’un temps de stimulation plus long puisse engendrer des différences
au niveau de I’activation des cellules (données non présentées), tous les échantillons utilisés
ici ont été traités selon le méme protocole expérimental, et présentent donc des résultats
homogénes.

Apres stimulation O/N, les cellules sont transférées dans une plaque de 96 puits «V-
bottomy, puis centrifugées (7 min a 1600 rpm) pour arréter la réaction. Elles sont ensuites
resuspendues dans une solution tampon pour la cytométrie (PBS 1X contenant 1 % de FBS et
0,1 % d’azide de sodium). Aprés 10 min d’incubation a 4 °C avec ’anticorps bloquant anti-
CD16-CD32 (1:50, BD Pharmingen #553142) afin de minimiser les interactions non
spécifiques des anticorps, les cellules sont incubées 30 min a 4 °C avec un cocktail d’anticorps
pour marquage extracellulaire (voir Tableau S2 en annexe), puis centrifugées 7 min a 1600
rpm. Deux lavages au tampon de cytométrie sont effectués, suivis de centrifugations. Les
¢chantillons destinés a un marquage intracellulaire sont ensuite perméabilisés avec une
solution de paraformaldéhyde (PFA) et de saponine (58 mL HBSS 1X, 40 mL PFA 10%, 1
mL HEPES 1M, 1 mL saponine 10%). Aprés centrifugation et lavage avec une solution
tampon contenant de la saponine (0.1 % saponine dans la solution tampon pour la cytométrie),
les cellules sont incubées pour 30 min a 4 °C avec le cocktail d’anticorps pour le marquage
intracellulaire (voir Tableau S2 en annexe). Apres deux lavages subséquents dans le tampon
saponine, les échantillons marqués pour le facteur de transcription FoxP3 sont ensuite traités
pour une perméabilisitaion nucléaire avec des solutions commerciales et selon le protocole
fourni (PE anti-human FoxP3 staining set, eBioscience #72-5774-40). Les cellules seront
cependant marquées avec 1’anticorps anti-FoxP3 murin (eBioscience #12-5773). Apres lavage,
les cellules seront resuspendues dans le tampon pour la cytométrie, puis transtérées dans des
tubes de cytometre.

L’acquisition des données a été faite par cytométrie de flux sur un cytometre BD LSR 11, a

I’aide du logiciel BD FACSDiva (BD Biosciences).
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0. Transfert adoptif de lymphocytes CD4+ et traitement avec
P’anticorps bloquant anti VLA-4 :

Des splénocytes en provenance de souris TCR1640 présymptomatiques agées de 38 a
42 jours sont récoltés, purifiés (voir section 7) et mis en culture (concentration de 5X10°
cellules/mL) pour quatre jours avec 1 pg/mL d’anticorps anti-CD3 murin et le cocktail de
cytokines recombinantes suivant : IL-12 murin (3 ng/mL), IL-23 murin (20 ng/mL), TGFf
humain (4 ng/mL), IL-6 murin (20 ng/mL). Les lymphocytes T CD4 + sont ensuite purifiés
par sélection négative en incubant les cellules avec un cocktail d’anticorps couplé a des billes
magnétiques (kit I d’isolation de cellules T CD4+, Miltenyi Biotec), puis en les faisant
traverser une colonne aimantée (colonne MACS, Miltenyi Biotec).

Une portion de ces cellules est réservée pour immunomarquage extra- et intracellulaire
(voir section 8). Les cellules restantes sont injectées par voie i.p. dans des souris receveuses
WT agées de 40 a 70 jours (8.0X10° cellules/souris). Les souris sont ensuite traitées tous les
deux jours (a partir du jour 2 post-immunisation) avec une injection i.p. de 75 ug d’anticorps
bloquant anti-VLA-4 (BD Biosciences) ou de 200 uL de PBS, et observées de fagon

quotidienne pour I’attribution du score clinique et la pesée.

10. Analyse et tests statistiques

GraphPad Prism 4® a été utilisé pour compiler les données et effectuer les analyses
statistiques, qui incluent des analyses de variance par ANOVA (figures 7 a 14) ou des tests de
Student non appariés pour comparer deux groupes expérimentaux (figure 17). Les valeurs sont

significatives pour p < 0.05.
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Résultats

1. Caractérisation clinique

Avant d’entreprendre I’étude de molécules spécifiques, les souris de la colonie
TCR1640 ont été observées de fagon quotidienne pendant plusieurs mois (jusqu’a 1’age
d’environ 160 j), afin que notre équipe de recherche puisse se familiariser avec ce modele,
dont la caractérisation clinique differe un peu de ’EAE classique. C’est également lors de
cette période que les tissus qui ont servi aux expériences d’IHF ont été récoltés. Des données
épidémiologiques ont été recueillies, afin de comparer les résultats obtenus dans notre colonie
avec les informations publiées a propos du modéle TCR1640'®. Dans notre colonie TCR1640,
la prévalence de la maladie a 160 j, c’est-a-dire le pourcentage de souris ayant développé des
symptomes d’EAE, est de 81 % chez les femelles, et de 47 % chez les males (figure 1A).
L’incidence de la maladie, c’est-a-dire le pourcentage de nouveaux cas dans la population
totale pour une période donnée, atteint son maximum a 1’age d’environ 60 j chez les femelles.
Chez les males, I’incidence maximale de I’EAE se situe plutot vers 1’age de 75 j (figure 1B).
Les premiers symptomes cliniques peuvent apparaitre, chez les males comme chez les

femelles, vers I’age de 45 jours (figure 1 B).

Ces observations ont également mené a I’identification de deux formes principales
d’EAE, la forme cyclique et la forme progressive. La forme cyclique est la plus courante, et se
caractérise par différents ¢épisodes de paralysie ou d’ataxie, entrecoupés de périodes
significatives de rémission clinique (figure 1C). La forme progressive, quant a elle, peut
présenter quelques fluctuations dans 1’évolution des symptomes, mais est dépourvue de phases
claires de rémission (figure 1D). Les souris peuvent également présenter des symptomes
stables (sans aggravation apparente) pour une période de temps pouvant s’étendre sur
plusieurs semaines. Généralement, les souris présentent d’abord deux ou trois épisodes
entrecoupés de rémissions, puis montrent une stabilisation de leurs symptdmes ou une
progression continue. Chez les males, la présentation initiale de la maladie sous forme

progressive est la plus fréquente (données non présentées).
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Ce sont ces observations qui ont permis d’identifier les différents stades cliniques
¢tudiés ci-apres : les souris sont considérées présymptomatiques jusqu’a 1’age de 45 jours,
puisqu’on n’observe pas de cas d’EAE avant cet 4ge. Cependant, I’apparition de symptomes
supposant une mise en place préalable de phénomenes pathologiques subcliniques, les souris
présymptomatiques utilisées pour cette étude sont dgées de 35j. Les souris catégorisées en
phase aigué doivent présenter un score clinique séveére (supérieur a 3.5, c’est-a-dire une
paralysie compléte des membres postérieurs), mais n’étre atteintes que depuis une courte
période (moins d’une semaine). Enfin, les souris en phase chronique peuvent avoir présenté ou
non des épisodes cycliques d’EAE, mais doivent avoir un score clinique sévere (supérieur a

3.0, c’est-a-dire une parésie des membres postérieurs) depuis plus de trois semaines.

2. Inflammation au sein de PUNV

Toutes les images présentées ici ont été prises dans la matiere blanche du cervelet.
Cependant, la moelle épinicre est la région la plus gravement atteinte lors de I’EAE spontanée.
L’étendue des phénomeénes pathologiques qu’on y retrouve est telle qu’il est difficile
d’associer des phénomeénes particuliers au stade de la maladie observé (données non
présentées). Le cervelet, dans lequel ’infiltration est plus modeste, présente des modifications
plus subtiles dans les différentes phases de la maladie observée chez les animaux TCR1640.
Cette région a donc été choisie pour ’analyse in situ. D’autres régions du parenchyme
cérébral, ainsi que les méninges, ont également ét¢ observées afin d’assurer que les résultats

présentés ici soient représentatifs de I’état général du SNC.

Apres avoir déterminé les différents stades a étudier, la coloration de la myéline par
LFB/H&E'®® nous a permis d’effectuer la premiére observation in situ (figure 2). A premiére
vue, il ne semble pas y avoir de différence dans le parenchyme cérébelleux entre les animaux
WT (figure 2A) et les animaux TCR1640 durant la période présymptomatique (figure 2B).
On remarque cependant 1’apparition de plaques de démyélinisation périvasculaires focales
dans la phase active de L’EAE spontanée (figure 2C). Ce phénomeéne semble s’aggraver lors
de la phase chronique (figure 2D), ou I’on note une plus grande étendue de la démy¢linisation

périvasculaire.
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Figure 1. Caractérisation clinique de I’EAE spontanée dans la colonie TCR1640.
L’observation des animaux TCR1640 a permis de recueillir des données épidémiologiques afin de comparer la
prévalence (A) et I’incidence (B) de ’EAE spontanée chez les méles (en rouge, n = 90 souris) et les femelles (en
bleu, n = 145 souris) dans cette colonie. Un exemple de la forme cyclique de ’EAE spontanée est présenté en
(C), et un exemple de la forme progressive est présenté en (D).
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Présymptomatique (35 j)

Phase aigué
Phase chronique

Figure 2. Coloration au LFB/H&E a différents stades d’EAE spontanée. La coloration au
Luxol Fast Blue, a I’hématoxyline et a 1’éosine (LFB/H&E) permet de mettre en évidence la démyélinisation
focale périvasculaire qui apparait dans la matiére blanche du cervelet aux stades aigu (C) et chronique (D) de
I’EAE spontanée. La ligne pointillée délimite les vaisseaux sanguins non altérés chez les animaux WT (A) ou
TCR1640 au stade présymptomatique (B), ou la région périvasculaire démyélinisée (qui perd sa coloration
bleutée) aux stades aigu (C) et chronique (D). Légende : * = coloration au Luxol Fast Blue; ** = perte de la
coloration au Luxol Fast Blue. n = 3 animaux par groupe; échelle = 20 um.
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Apres avoir constaté la présence de plaques focales de démyélinisation a différents
stades de la maladie chez les animaux TCR1640, I’analyse par IHF nous a permis de mieux
caractériser 1’intégrité de la BHE et les phénoménes immunitaires qui y sont associés dans ce

modele d’EAE spontanée.

La molécule F4/80, analogue murin de la protéine humaine EMR1 (EGF-like module-
containing mucin-like hormone receptor-like 1), est exprimée par les macrophages et la
microglie activés'®’. L’immunomarquage de F4/80 révéle la présence accrue de macrophages
périvasculaires dans les souris TCR1640 par rapport aux animaux WT, et ce méme chez les
animaux présymptomatiques (figure 3). Cependant, les souris présymptomatiques ne
présentent pas d’activation microgliale importante. Ce phénoméne semble survenir plus tard
dans le développement de ’EAE spontanée, puisqu’on constate une augmentation marquée de
I’expression de F4/80 par les cellules microgliales dans les phases aigué et chronique de la
maladie (figure 3). C’est également lors de ces phases que survient 1’apparition de

lymphocytes T auxiliaires (CD4+) a proximité des vaisseaux sanguins (figure 4).

On constate également la présence d’une grande quantité de cellules a proximité des
vaisseaux chez les souris en phase chronique. Ces infiltrats sont entre autres constitués de
macrophages et de lymphocytes T CD4+ (figures 3 et 4). La présence de cette grande quantité
de cellules semble également avoir un impact sur I’intégrité de la membrane basale, telle
qu’illustrée par la fragmentation de I’expression de la laminine, une protéine importante de la
lame basale périvasculaire (figure 3). On remarque aussi la diminution de 1’expression de la
protéine des JS ZO-1 a proximité des lymphocytes T (figure 4). L’intensité de base (en
absence d’infiltration leucocytaire) du marquage pour ces molécules ne semble néanmoins pas
étre modulée dans les différents stades de la maladie par rapport aux souris WT. La présence
de lymphocytes T CD4+ en périphérie des vaisseaux chez les animaux en phase aigué¢ d’EAE

spontanée ne semble pas non plus avoir d’effet sur I’expression de ZO-1 (figure 4).
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Figure 3. Activation microgliale et infiltration périvasculaire de macrophages lors de

’EAE spontanée. Les macrophages (F4/80, en vert) se retrouvent a proximité de vaisseaux sanguins
(identifiés par la protéine de la membrane basale laminine, en rouge), tandis que les microglies, également
identifiées par le marquage du F4/80, sont répandues dans le parenchyme cérébral. L’infiltration de cellules
immunitaires dans la phase chronique de I’EAE spontanée cause une déstructuration de 1’expression de la
laminine (fléches). Les noyaux sont marqués en bleu. n = 3 animaux par groupe; échelle =20 um.
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Figure 4. Infiltration lymphocytaire et altération de I’expression de ZO-1 lors des phases

aigué et chronique de ’EAE spontanée. La présence de lymphocytes T CD4+ (en vert) a proximité des
vaisseaux sanguins et dans le parenchyme cérébral (fléches) dans les animaux TCR1640 malades est associée a la
diminution de I’expression (fleéches) de la protéine intracytoplasmique des JS ZO-1 (en rouge) lors de la phase
chronique de ’EAE spontanée. Les noyaux sont marqués en bleu. n = 3 animaux par groupe; échelle =20 pm.
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Outre les variations modérées dans 1’expression et la localisation de la laminine et de
Z0-1, il survient, lors de [Dinfiltration, une déstructuration massive des protéines
transmembranaires des JS, tel qu’illustré par I’immunomarquage pour la protéine JAM-A chez
les souris en phase aigué ou chronique (figure 5). Il est important de noter que JAM-A est
¢galement exprimée par les cellules immunitaires infiltrantes, ce qui explique le marquage
étendu pour JAM-A dans tout I’infiltrat périvasculaire. Dans les phases actives de la maladie,
le parenchyme cérébral subit une activation inflammatoire importante. Notons 1’augmentation
de Dl’astrogliose, qui se traduit ici par I’augmentation de I’expression de la protéine GFAP.
Cette protéine est associée au cytosquelette d’actine des astrocytes'®®. Chez les souris WT, elle
est exprimée par les pieds astrocytaires qui recouvrent les CE-BHE, et plus faiblement dans le
parenchyme cérébral. L’expression de GFAP augmente légérement dans les animaux
présymptomatiques, et de fagon beaucoup plus marquée lors de 1’apparition des symptomes

cliniques. Elle atteint son paroxysme chez les animaux chroniques (figure 5).

L’impact des modulations rapportées ci-haut sur I’intégrité de la BHE a été évalué par
I’immunomarquage du fibrinogeéne (figure 6), un composé du sang impliqué dans la
coagulation, et qui ne se retrouve normalement pas dans le parenchyme cérébral. Dans les
animaux WT, le fibrinogene est détecté a I’intérieur des vaisseaux sanguins. Dans les animaux
présymptomatiques, on peut constater 1I’apparition de petits dépots de fibrinogeéne a I’extérieur
des vaisseaux. Ce phénomeéne s’accroit lors de la phase aigué, pour atteindre son maximum en
phase chronique (figure 6). Il est également intéressant de constater que la présence
(physiologique) de fibrinogeéne a I’intérieur des vaisseaux sanguins est grandement diminuée

chez les animaux chroniques.

Enfin, I’expression de la molécule VCAM-1, impliquée dans I’extravasation des
leucocytes, a également été évaluée (figure 6). L expression de VCAM-1 est modérée chez les
animaux présymptomatiques, bien que déja plus élevée que chez les animaux WT.

L’expression de cette molécule s’accroit lors des phases actives de la maladie.
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Figure 5. Déstructuration de ’expression de 1a molécule JAM-A, associée au phénomene

inflammatoire d’astrogliose, lors de ’EAE spontanée. L’expression de la molécule JAM-A (en
vert) devient diffuse lors des phases actives de la maladie chez les souris atteintes d’EAE spontanée. Ce
phénomene est associé a une augmentation de 1’astrogliose, illustrée par 1’augmentation de I’expression de la
protéine GFAP (en rouge). Les noyaux sont marqués en bleu. n = 3 animaux par groupe; échelle =20 pm.
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Figure 6. Perte de I’étanchéité de la BHE associée a I’augmentation de la molécule

VCAM-1 lors de PEAE spontanée. La présence de dépdts (fleches) de fibrinogéne (en rouge) dans le
parenchyme cérébral, est associée & une augmentation de I’expression de VCAM-1 (en vert). Le contour des
vaisseaux est délimité¢ par une ligne pointillée. Les noyaux sont marqués en bleu. n = 3 animaux par groupe;
échelle =20 pm.
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3. Profil immunitaire des souris TCR1640

L’observation sommaire des populations leucocytaires (macrophages et lymphocytes T)
entamée par IHF a ét¢ complétée par cytométrie de flux, afin de pouvoir comparer le profil
immunitaire du SNC a celui des organes lymphoides secondaires (rate et ganglions
lymphatiques inguinaux) a différents stades de la maladie (voir figure S2 en annexe pour la
stratégie d’isolation des populations leucocytaires et figure S3 pour les quadrants identifiant
I’expression des différentes molécules étudiés). Un groupe controle (sceurs WT des animaux
malades, ayant donc le méme age) a été utilis¢é pour chaque stade de la maladie. Les
lymphocytes B ayant été étudiés en détail par le groupe du Dr Wekerle, nous avons omis cette

population de notre analyse'®.

Tout d’abord, le pourcentage de leucocytes périphériques a été évalué par marquage
pour CD45. Les cellules exprimant fortement CD45 (CD45hi) représentent les leucocytes
différenciés de la lignée hématopoiétique (figure 7A). On remarque un pourcentage beaucoup
plus ¢levé de leucocytes dans le SNC des animaux en phase aigué¢ ou chronique d’EAE
spontanée. Ces cellules correspondent vraisemblablement aux infiltrats identifiés par
microscopie confocale (figures 3 a 6). Il semble également y avoir une grande variabilité dans
le pourcentage de cellules CD45hi peuplant la rate entre les différents groupes expérimentaux.
Ce résultat peut étre influencé par la présence de beaucoup de débris dans les échantillons de
splénocytes. En effet, le tissu conjonctif présent dans la rate est difficile a éliminer lors de
I’isolation des leucocytes.

Dans les organes lymphoides secondaires des animaux TCR1640, on constate de plus
faibles pourcentages de lymphocytes T (CD3+) a tous les stades de la maladie par rapport aux
souris WT (figure 7C). En moyenne, on retrouve entre 85 et 92 % de cellules CD3+ dans les
ganglions lymphatiques inguinaux des souris WT. Cette population semble particulierement
¢levée chez les jeunes souris SJL (moyenne de 92,4% de cellules CD3+ dans le groupe
controle du stade présymptomatique). Cependant, les souris SJIL semblent avoir de plus faibles
populations de cellules B par rapport a d’autres souches de souris commerciales, ce qui peut
expliquer cet enrichissement apparent en lymphocytes T'®’. Les souris TCR1640, quant a

elles, ont en moyenne 69 a 73 % de cellules exprimant CD3+ dans leurs ganglions
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lymphatiques. Dans la rate, la diminution du pourcentage de cellules CD3+ est
particulicrement frappante chez les animaux présymptomatiques. Une reconstitution partielle
de cette population semble néanmoins survenir dans les stades actifs de la maladie. Cette
différence est en fait causée par la diminution hautement significative dans le pourcentage de
lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) dans tous les organes étudiés et a tous les stades de la
maladie (figure 7E). Dans le SNC, le pourcentage de lymphocytes T est beaucoup plus élevé
au stade chronique par rapport aux autres stades de la maladie (figure 7C). Le pourcentage de
lymphocytes T auxiliaires (CD4+) est quant a lui plus élevé chez les animaux en phase aigué
ou chronique par rapport aux animaux présymptomatiques, dans le SNC comme en périphérie
(figure 7D).

Les populations de CPA d’origine myéloide (cellules CD11b") ont également été
observées (figure 7B). Lors des phases actives de ’EAE spontanée, on remarque une
diminution du pourcentage de cellules CD11b+ présentes dans le SNC par rapport aux
populations retrouvées chez les animaux WT. De plus, les animaux présymptomatiques ont un
pourcentage plus élevé de CPA CDI11b+ dans la rate et le SNC par rapport aux animaux en
phase chronique (figure 7B). Il est important de noter que la microglie du SNC exprime elle
aussi CD11b. C’est I’expression diminuée de CD45 par la microglie (CD45™CD11b") qui
permet de différencier ces cellules de la population de cellules CD11b" qui provient de la
périphérie et qui exprime fortement CD45 (monocytes, macrophages, granulocytes, cellules

NK et cellules dendritiques, CD45"CD11b").

La différence la plus marquante entre les souris TCR1640 et les animaux WT réside
dans le nombre total de cellules qui peuplent les organes lymphoides secondaires (figure 8A et
B). En effet, le nombre total de leucocytes dans les ganglions lymphatiques inguinaux (figure
8A) et dans la rate (figure 8B) est nettement inférieur chez les animaux TCR1640 par rapport
a leurs consceurs WT. Ceci semble causé par une diminution marquée du nombre de
leucocytes, tandis que les populations de cellules CD11b+ ne présentent pas de différence
significative.

Il est également intéressant de constater que les animaux en phase aigué de la maladie
n’ont pas un nombre total de cellules immunitaires significativement plus élevé dans le SNC

par rapport aux animaux WT. Les différences importantes (bien que non significatives) entre
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les populations de leucocytes obtenues dans le SNC pour différents groupes d’animaux WT
s’expliquent par le nombre de cellules hautement variable recueilli lors de ’extraction des
leucocytes du tissu cérébral. Les seuls animaux qui présentent une infiltration leucocytaire
massive et significative sont les souris en phase chronique (figure 8C). Ceci refléte les
observations faites par microscopie confocale.

Etant donné les grandes différences en nombre absolu de leucocytes entre les
souris WT et les souris TCR1640, toute la caractérisation subséquente du profil immunitaire
en périphérie a été réalisée uniquement en pourcentages. Ceci permet de témoigner de fagon
précise de I’enrichissement dans I’expression de différentes molécules dans différentes
populations leucocytaires de souris TCR1640, méme si le nombre absolu de cellules reste

inférieur a celui retrouvé chez les souris WT.
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Figure 7. Variation dans les populations relatives de lymphocytes T chez les animaux

TCR1640. Le pourcentage relatif de leucocytes totaux (CD45hi) (A), de CPA CD11b+ (B), de lymphocytes T
(CD3+) (C), de lymphocytes T auxiliaires (CD3+CD4+) (D) et de lymphocytes T cytotoxiques (CD3+CD8+) (E)
a été étudié dans les organes lymphoides secondaires (rate et ganglions lymphatiques inguinaux) et dans le
systéme nerveux central (SNC) chez les animaux TCR1640. Le pourcentage relatif de lymphocytes T CD3+ au
sein de la population de leucocytes CD45hi est plus bas chez tous les animaux TCR1640 par rapport aux animaux
WT (C). Le pourcentage relatif de lymphocyte T cytotoxiques (CD3+CD8+) est également diminué dans tous les
animaux TCR1640 par rapport a la population totale de lymphocytes T (E). Moyenne + écart-type. Légende : WT
(présymptomatique 35 j) n = 6; Présymptomatique 35 j n = 6; WT (Phase aigu€) n = 6, représentatif de 8 souris;
Phase aigué n = 6; WT (Phase chronique) n = 7, représentatif de 16 souris; Phase chronique n = 7, représentatif
de 12 souris; * =p <0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001.
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Figure 8. Variation dans le nombre absolu de leucocytes présents dans différents organes

chez les animaux TCR1640. Le nombre absolu (par organe) de leucocytes totaux (CD45hi) (A), de CPA
CD11b+ (B), de lymphocytes T (CD3+) (C), de lymphocytes T auxiliaires (CD3+CD4+) (D) et de lymphocytes
T cytotoxiques (CD3+CD8+) (E) a été étudié chez les animaux TCR1640. Dans les ganglions lymphatiques
inguinaux (GL) (A) et la rate (B), le nombre absolu de leucocytes est diminué chez les souris TCR1640 par
rapport aux animaux WT. Le nombre absolu de leucocytes présents dans le SNC des animaux TCR1640 en phase
chronique est significativement plus élevé par rapport aux autres stades de la maladie (C). Moyenne =+ écart-type.
Légende : WT (présymptomatique 35 j) n = 6; Présymptomatique 35 j n = 6; WT (Phase aigu€¢) n = 6,
représentatif de 8 souris; Phase aigué n = 6; WT (Phase chronique) n = 7, représentatif de 16 souris; Phase
chronique n = 7, représentatif de 12 souris; * = p < 0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001.
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L’activation leucocytaire a été évaluée par I’étude de la production de deux cytokines
proinflammatoires associées aux phénomeénes pathologiques de la SEP et de I’EAE, I'IFNy et
I’'IL-17. Ces cytokines n’étant pas exprimées par les CPA, nous avons restreint notre analyse
aux lymphocytes.

De facon générale, ’ensemble des lymphocytes T (cellules CD3+) semble produire
plus d’IFNy en périphérie chez les animaux TCR1640 par rapport aux souris WT (figure 9A).
Dans le SNC, I’expression relative de I'IFNy dans les lymphocytes T n’est pas plus élevée par
rapport aux animaux controle. En nombre absolu, on voit néanmoins que plus de lymphocytes
T semblent produire de I'IFNy dans les stades actifs de ’EAE spontanée, bien que la
différence ne soit significative qu’au stade chronique de la maladie (figure 9A). Il semble y
avoir un pourcentage ¢levé de cellules produisant de I’'I[FNy chez les animaux WT. Par
exemple, environ 20 % de la population de lymphocytes T CD8+ dans le SNC des souris WT
(groupes controles pour les stades aigu et chronique de la maladie) produit de I'ITFNy (figure
9C, panneau de gauche). Ce phénomeéne s’explique par le trés faible nombre de cellules
immunitaires qu’on retrouve au sein du SNC; les cellules immunitaires présentes dans le
cerveau d’un animal sain exercent peut-étre de la surveillance immunitaire, ou ont été
recrutées au SNC a la suite d’un événement inflammatoire local. Il est donc attendu que ces
cellules soient activées, et qu’elles puissent sécréter des cytokines proinflammatoires telles
que I'IFNy afin de promouvoir localement la réponse immunitaire. En nombre absolu (figure
9C, panneau de droite), cet enrichissement dans la proportion de leucocytes produisant de
I’IFNy chez les souris WT disparait. La tendance observée pour les lymphocytes T totaux se
maintient dans la sous-population de lymphocytes T CD4+, bien que les résultats ne soient pas
significatifs (figure 9B). Dans la sous-population de lymphocytes T CD8+, on remarque une
augmentation massive de I’expression de I'IFNy en périphérie chez tous les animaux
TCR1640. Les différences ne sont encore une fois pas significatives dans le SNC, sauf en
nombre absolu chez les souris en phase chronique (figure 9C). Le fait que ce résultat soit
significatif pour les souris en phase chronique d’EAE spontanée peut sembler surprenant, étant
donné I’absence de différences significatives en phase chronique (par rapport aux souris WT)
en ce qui concerne le nombre absolu de cellules T CD8+ (figure 8C) ainsi que le pourcentage
de cellules T CD8+ produisant ’'IFNy (figure 9C, panneau de gauche). Cependant, il est facile

de constater qu’il semble y avoir une plus grande population de cellules T CD8+ chez les
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animaux TCR1640 en phase chronique dans ces deux cas, bien que les différences ne soient
pas significatives. Comme le nombre absolu de cellules T CD8+ produisant de I'IFNy est
calculé en multipliant les valeurs obtenues pour chaque souris (nombre de cellules T CD8+
multiplié par le pourcentage de CD8+ produisant de I’'IFNy), il est possible que le résultat
calculé pour la population finale soit significatif, bien que les deux autres populations ne
soient pas significativement différentes. Cependant, augmenter le nombre d’animaux par

groupe permettrait peut-&tre de mettre a jour des différences statistiques significatives.

On ne constate pas non plus de différences significatives dans I’expression de 1I’IL-17
en périphérie entre les animaux WT et les souris TCR1640, peu importe le stade de la maladie.
Cependant, il semblerait y avoir une tendance a ce que les souris TCR aient un pourcentage
d’expression de I’'[L-17 légerement plus élevé que leurs consceurs WT, autant en périphérie
que dans le SNC (figure 10A & C). Les seules différences significatives observées sont une
augmentation en pourcentage de la proportion de lymphocytes T auxiliaires exprimant 1I’IL-17
en phase chronique (figure 10B), une augmentation du pourcentage de lymphocytes T
cytotoxiques exprimant I’IL-17 dans les animaux présymptomatiques, et une augmentation du
nombre absolu de lymphocytes T cytotoxiques produisant I’IL-17, toutes trois dans le SNC
(figure 10C).
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Figure 9. Augmentation de la production d’IFNy par les lymphocytes T cytotoxiques
dans le modéle TCR1640. La production d’IFNy a été étudiée par marquage intracellulaire dans les

lymphocytes T (CD3+) (A), dans les lymphocytes T auxiliaires (CD3+CD4+)

(B) et dans les lymphocytes T

cytotoxiques (CD3+CD8+) (C). En périphérie, la production relative d’IFNy est augmentée dans la population de
lymphocytes T CD8+ en phase présymptomatique et en phase aigué d’EAE spontanée (C). Dans le SNC, la
production relative d’IFNy n’est pas significativement différente entre les animaux TCR1640 et les animaux WT.

En nombre absolu, un plus grand nombre de lymphocytes T CD8+ produisent I’

en phase chronique d’EAE spontanée (C). Moyenne + écart-type. Légende : WT
Présymptomatique 35 j n = 4; WT (Phase aigu€) n = 2, représentatif de 4 souris

IFNy dans le SNC des animaux
(présymptomatique 35 j) n = 5;

; Phase aigué n = 3; WT (Phase

chronique) n = 5, représentatif de 14 souris; Phase chronique n = 4, représentatif de 8 souris; nombre absolu =
nombre absolu moyen par cerveau; ns = non significatif; * = p <0.05; ** =p <0.01.
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Figure 10. Augmentation de la production d’IL-17 par les lymphocytes T. La production
d’IL-17 a été étudiée par marquage intracellulaire dans les lymphocytes T (CD3+) (A), dans les lymphocytes T
auxiliaires (CD3+CD4+) (B) et dans les lymphocytes T cytotoxiques (CD3+CD8+) (C). En périphérie, la
production relative d’IL-17 n’est pas significativement différente entre les animaux TCR1640 et les animaux
WT. Dans le SNC, la production d’IL-17 (relative et absolue) semble étre augmentée a tous les stades de ’EAE
spontanée. Cette augmentation est peu significative. Moyenne =+ écart-type. Légende : WT (présymptomatique 35
j) n=15; Présymptomatique 35 j n = 4; WT (Phase aigu€) n = 2, représentatif de 4 souris; Phase aigu¢ n = 3; WT
(Phase chronique) n = 5, représentatif de 14 souris; Phase chronique n = 4, représentatif de 8 souris; nombre
absolu = nombre absolu moyen par cerveau; ns = non significatif; * =p < 0.05; ** =p <0.01.
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Enfin, nous avons évalué la présence de lymphocytes T régulateurs (Treg), une sous-
population de lymphocytes T CD4+ caractérisée par la coexpression de CD25 (chaine a du
récepteur de la cytokine IL-2, associée au controle de la réponse immunitaire pro-
inflammatoire) et du facteur de transcription FoxP3 (forkhead box P3), qui se lie a la zone
promotrice de plusieurs génes associés a 1’activité des lymphocytes T'"’. Le pourcentage de
Treg présents dans la rate étant trés faible, cet organe a été omis pour 1’analyse. Bien qu’il n’y
ait pas de différence dans les proportions de Treg dans les ganglions lymphatiques inguinaux,
la population de ce sous-type augmente de facon marquée dans le SNC lors des phases actives
de la maladie (particuliérement chez les souris en phase chronique). Les souris en phase
présymptomatique ne présentent pas d’augmentation significative de cette population par

rapport aux animaux WT (figure 11).

55



CJWT (Présympt. 35 ]) n=2

] Présymptomatique 35 | n=3
CWT (Phass algu#) n=3
=] Phasa algué n=3
EWT (Phass chronlque) n=3
Bl Phass chronique n=3

l}-) ' oot .

% 18- wnw

9 16-

E;ﬂ ga'z. oo

L0 T

— U Qe T

$ =

=& g

% 3a &

E, P r-1llj-'l -

Ganglions SNC
lymphatiques

Figure 11. Augmentation du pourcentage de cellules T régulatrices au sein du SNC dans

les phases actives de ’EAE spontanée. Augmentation du pourcentage de cellules T régulatrices
CD3+CD4+CD25+FoxP3+ par rapport a la population globale de lymphocytes T (CD3+) dans le SNC
d’animaux TCR1640 en phases aigu€ et chronique d’EAE spontanée par rapport au stade présymptomatique et
aux groupes WT. Moyenne + écart-type. Légende : WT (présymptomatique 35 j) n = 2, représentatif de 5 souris;
Présymptomatique 35 j n = 3, représentatif de 6 souris; WT (Phase aigu€) n = 3, représentatif de 5 souris; Phase
aigu€ n = 3, représentatif de 6 souris; WT (Phase chronique n = 3, représentatif de 5 souris; Phase chronique n =
3, représentatif de 5 souris; ns = non significatif; *** = p <0.001.
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Pour compléter cette caractérisation immunitaire, 1’expression de différentes molécules
impliquées dans la transmigration des leucocytes a été évaluée.

En premier lieu, I’expression de I’intégrine VLA-4, impliquée dans la migration
transendothéliale de la majorité des cellules immunitaires, a ét¢ étudiée. Il est intéressant de
noter que 1’expression globale de VLA-4 est plus ¢élevée en périphérie chez les animaux
présymptomatiques (rate et ganglions lymphatiques inguinaux), par rapport aux souris en stade
actif de la maladie (figure 12A). Dans le SNC, il y a une augmentation relative du niveau
d’expression global de VLA-4 en phase aigué. Ce résultat n’est pas significatif en nombre
absolu, tandis qu’on voit une population significativement plus importante de leucocytes

exprimant VLA-4 dans le CNS en phase chronique.

Chez les CPA CD11b+, on constate une augmentation significative du pourcentage de
cellules qui expriment VLA-4 dans le SNC lors de la phase aigué. Cette différence n’est
cependant pas significative en nombre absolu (figure 12B). Pour ce qui est des lymphocytes T
(CD3+), on note une augmentation relative de 1’expression de VLA-4 dans la rate chez les
souris présymptomatiques (figure 12C). En nombre absolu, il y a un enrichissement notoire de

la population de lymphocytes T CD3+ exprimant VLA-4.

Chez les souris présymptomatiques, les lymphocytes T CD4+ montrent une
augmentation significative de 1’expression relative de VLA-4 en périphérie (dans la rate) et
dans le SNC (figure 12D). Il y a également une augmentation de I’expression de VLA-4 dans
le SNC en phase chronique, autant en pourcentage qu’en nombre absolu. Enfin, on constate un
enrichissement significatif en VLA-4 dans les populations de lymphocytes T CD8+ présentes
dans le SNC lors des phases actives de I’EAE spontanée (phases aigué et chronique) (figure

12E).
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Figure 12. Augmentation de ’expression de VLA-4 dans le modéle TCR1640. L’expression
de VLA-4 a été étudiée dans la population de leucocytes totaux (CD45hi) (A), dans les CPA CD11b+ (B), dans
les lymphocytes T (CD3+) (C), dans les lymphocytes T auxiliaires (CD3+CD4+) (D) et dans les lymphocytes T
cytotoxiques (CD3+CD8+) (E). En périphérie, 1’expression relative de VLA-4 est augmentée dans la population
de lymphocytes T CD4+ en phase présymptomatique d’EAE spontanée (D). Dans le SNC, 1’expression relative
de VLA-4 est augmentée dans les lymphocytes T CD4+ en phase présymptomatique ainsi qu’en phase chronique
(D). L’expression de VLA-4 est également augmentée dans les lymphocytes T CD8+ en phase active d’EAE
spontanée (E). On constate une augmentation dans le SNC du nombre absolu de cellules qui expriment VLA-4
chez tous les lymphocytes T (C, D, E, panneau de droite) en EAE chronique. Moyenne + écart-type. Légende :
WT (présymptomatique 35 j) n = 2, représentatif de 5 souris; Présymptomatique 35 j n = 3, représentatif de 6
souris; WT (Phase aigu€) n = 5, représentatif de 6 souris; Phase aigué n = 4; WT (Phase chronique) n = 7,
représentatif de 16 souris; Phase chronique n = 7, représentatif de 12 souris; nombre absolu = nombre absolu
moyen par cerveau; ns = non significatif; * = p <0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001.
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Les différences dans I’enrichissement en VLA-4 chez les lymphocytes T et les CPA
CDI11b+ ne sont pas particulicrement frappantes dans le modele TCR1640. Nous avons
¢galement étudi¢ 1’expression de deux autres CAM qui ont un rdle dans la migration de
leucocytes proinflammatoires impliqués dans la physiopathologie de la SEP et de ’EAE,
MCAM et ALCAM (figures 13 et 14).

De fagon générale, MCAM est plus fortement exprimée par les leucocytes
périphériques (dans les ganglions lymphatiques inguinaux) chez les souris TCR1640 par
rapport a leurs sceurs WT (figure 13A). Dans le SNC, MCAM est par contre plus faiblement
exprimée chez les souris TCR1640 (figure 13A). Ceci s’explique cependant par le trés faible
taux d’expression de MCAM sur les CPA CD11b+ des souris TCR1640 (figure 13B). Dans la
population globale de lymphocytes T, MCAM est beaucoup plus fortement exprimée chez les
souris TCR1640, dans tous les organes et a tous les stades de la maladie (figure 13C). En
séparant les lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques, on remarque une augmentation
hautement significative de I’expression de MCAM dans les lymphocytes T CD4+ qui peuplent
le SNC (figure 13D), et dans les lymphocytes T CD8+ en périphérie (figure 13E). Cette

expression est maintenue dans tous les stades de la maladie.

En ce qui concerne 1’expression d’ALCAM, on constate globalement une plus grande
présence de cette molécule dans les phases actives de I’EAE spontanée (significative dans la
rate et le SNC) (figure 14A). Il n’y a pas de différence notoire dans I’expression d’ALCAM
chez les CPA CDI11b+ (figure 14B). Cependant, les lymphocytes T expriment fortement
ALCAM dans le SNC lors des phases actives de la maladie par rapport aux animaux
présymptomatiques (figure 14C). On constate ce changement autant dans les populations de
lymphocytes T auxiliaires (figure 14D) que cytotoxiques (figure 14E), bien que

I’augmentation soit plus marquée chez ces premiers.
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Figure 13. Augmentation de ’expression de MCAM dans le modéle TCR1640. L expression
de MCAM a été étudiée dans la population de leucocytes totaux (CD45hi) (A), dans les CPA CD11b+ (B), dans
les lymphocytes T (CD3+) (C), dans les lymphocytes T auxiliaires (CD3+CD4+) (D) et dans les lymphocytes T
cytotoxiques (CD3+CD8+) (E). Dans le SNC, I’expression relative de MCAM est augmentée dans les
lymphocytes T CD4+ pour tous les stades d’EAE spontanée (D). En nombre absolu, cette différence reste
significative en phase aigué et chronique (D, panneau de droite). En périphérie, I’expression relative de MCAM
est augmentée dans les lymphocytes T CD8+ pour tous les stades d’EAE spontanée (E). Moyenne + écart-type.
Légende : WT (présymptomatique 35 j) n = 6; Présymptomatique 35 j n = 6; WT (Phase aigu€) n = 6,
représentatif de 8 souris; Phase aigué n = 6; WT (Phase chronique) n = 7, représentatif de 16 souris; Phase
chronique n = 7, représentatif de 12 souris; nombre absolu = nombre absolu moyen par cerveau; ns = non
significatif; * = p <0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001.
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Figure 14. Augmentation de I’expression d’ALCAM dans le modéle TCR1640. L’expression
d’ALCAM a été étudiée dans la population de leucocytes totaux (CD45hi) (A), dans les CPA CD11b+ (B), dans
les lymphocytes T (CD3+) (C), dans les lymphocytes T auxiliaires (CD3+CD4+) (D) et dans les lymphocytes T
cytotoxiques (CD3+CD8+) (E). Dans le SNC, I’expression relative d’ALCAM est augmentée dans tous les
lymphocytes T en stade actif d’EAE spontanée (C, D, E). En nombre absolu, cette différence reste significative
en phase chronique seulement (C, D, E, panneau de droite). Moyenne =+ écart-type. Légende: WT
(présymptomatique 35 j) n = 2, représentatif de 5 souris; Présymptomatique 35 j n = 3, représentatif de 6 souris;
WT (Phase aigu€) n = 5, représentatif de 6 souris; Phase aigué n = 4; WT (Phase chronique) n = 7, représentatif
de 16 souris; Phase chronique n = 7, représentatif de 12 souris; nombre absolu = nombre absolu moyen par
cerveau; ns = non significatif; * =p <0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001.
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4. Modulation de ’EAE dans le modéle TCR1640

La derniére partie de ce projet visait a évaluer notre capacité a moduler la maladie
développée par les animaux TCR1640. Pour ce faire, nous avons choisi de traiter les souris
avec un anticorps bloquant anti-VLA-4, analogue du Natalizumab utilis¢ dans le traitement de
la SEP. Cette thérapie permet une diminution variable des symptomes dans I’EAE classique' >
143,171

L’utilisation du modele TCR1640 pour des expériences in vivo pose cependant certains
inconvénients. En effet, la grande variabilité dans le délai d’apparition des symptomes rend
difficile la comparaison des résultats entre deux groupes expérimentaux. Plus concrétement, le
traitement avec des doses bihebdomadaires d’anticorps anti-VLA-4 dans des souris TCR1640
présymptomatiques n’a pas permis d’obtenir une modulation significative de la maladie par

rapport au groupe contrdle recevant du PBS (données non présentées).

Nous nous sommes donc tournés vers un modele de transfert adoptif de cellules T
CD4+, adapté aux souris TCR1640. Des splénocytes ont été isolés de souris TCR1640
présymptomatiques et réactivés in vitro. Les lymphocytes T CD4+ ont ensuite été isolés et
injectés a des souris SJL. WT. L’état d’activation des cellules a été évalué par cytométrie de
flux avant stimulation in vitro et apres purification (figure 15). Les lymphocytes T (CD3+)
fraichement isolés (ex vivo) sont constitués de 67,9 % de lymphocytes T auxiliaires (CD4+) et
de 21,5% de lymphocytes T cytotoxiques (CD8+). Ex vivo, les lymphocytes T CD4+
expriment faiblement les cytokines proinflammatoires IL-17 et IFNy (1,6 % et 4,6 %
d’expression, respectivement) (figure 15A). Aprés re-stimulation in vitro et purification par
sélection négative, les lymphocytes T CD4+ constituent 95,4 % de la population de
lymphocytes totaux. Leur expression d’IL-17 et d’IFNy est également grandement augmentée
(15,6 % et 14,8 %, respectivement) (figure 15B). On note également que 16,7 % des cellules
T CD4+ purifiées expriment a la fois I’[L-17 et ’IFNy. Ce profil d’expression est absent des
cellules ex vivo.

L’expression des trois CAM ¢étudiées dans ce projet de recherche a également été
comparée avant et apres activation (figure 15). Les cellules réactivées et purifiées présentent

une augmentation de 9,2 % de I’expression de VLA-4 et une augmentation de 50,1 % de
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I’expression d’ALCAM. Il n’y a pas de changement notoire dans I’expression de

MCAM (3,7 % avant réactivation, et 4,8 % apres purification) (figure 15).

La maladie développée par les souris WT ayant regu les cellules T CD4+ réactivées
présente deux épisodes distincts de paralysie suivis d’une phase de stabilisation des
symptomes, qui rappellent la forme cyclique de ’EAE dans les souris TCR1640 (figure 16A).
Le premier épisode, plus sévere, est accompagné d’une perte de poids importante (figure
16B).

Les souris WT ayant regu des cellules T CD4+ activées ont été traitées avec 1’anticorps
anti-VLA-4 ou du PBS pour le groupe contrdle (figure 17). L’observation quotidienne des
souris a permis de constater que les souris traitées avec 1’anticorps anti-VLA-4 présentaient un
retard dans le développement des symptomes d’EAE par rapport aux souris contrdle. Il est
important de noter que cette expérience est différente de I’expérience présentée a la figure 16
(deux groupes d’animaux différents soumis au méme protocole d’immunisation), ce qui
explique la variabilité dans le délai d’apparition des symptomes (pour le groupe PBS) entre
ces deux courbes. L’analyse statistique permet d’obtenir des différences significatives dans la
sévérité de la maladie aux jours 11 et 12 post-transfert (figure 17A). La moyenne pour le délai
d’apparition des symptomes aprés transfert est également significativement plus élevée chez
les souris traitées avec I’anti-VLA-4 par rapport au groupe controle (délai moyen de 12 jours
versus 8 jours) (figure 17B).

Afin de pouvoir mieux visualiser les différences éventuelles dans la gravité des
épisodes d’EAE ou dans la forme de maladie entre les deux groupes expérimentaux, le délai
d’apparition des symptomes a €té¢ normalisé pour chaque souris a la valeur moyenne obtenue
pour son groupe expérimental (figure 17C). Par exemple, pour les souris du groupe PBS, le
premier score clinique supérieur a zéro a €té ajusté a 8 jours. Ceci permet d’homogénéiser les
courbes qui décrivent le score clinique dans chacun des groupes. Les données présentées ainsi
permettent de montrer que le premier épisode d’EAE est similaire en gravité et en durée entre
les deux groupes. Ceci est confirmé par 1’analyse des moyennes obtenues pour le score
maximal dans chacun des groupes, qui ne présente pas de différence significative (figure

17D). La présentation normalisée permet également de mettre a jour la présence d’un
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deuxiéme épisode d’EAE, qui est d’une sévérité moindre et qui survient dans des délais
9
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similaires dans les deux groupes expérimentaux.

Figure 15. Profil d’activation des lymphocytes T CD4+ en vue d’un transfert adoptif de

dans le modele TCR1640. Le profil d’activation de la population de lymphocytes T auxiliaires (CD4+)
isolés a partir de splénocytes d’animaux TCR1640 présymptomatiques est comparé ex vivo (A) et apres
réactivation in vitro (quatre jours en présence de CPA, d’anti-CD3, d’IL-12, d’IL-23, d’IL-6 et de TGF-P) et
purification par sélection négative pour enrichir la population de lymphocytes T CD4+ (B). Ex vivo, les
lymphocytes T CD4+ forment 67,9 % de la population de cellules T CD3+ (A). Aprés purification, les
lymphocytes T CD4+ composent 95,4 % de la population de cellules T CD3+ (B). Leur expression des cytokines
proinflammatoires IL-17 et IFNy, ainsi que de VLA-4 et d’ALCAM, est nettement plus élevée que dans les
cellules ex vivo (B). Cytométrie de flux effectuée sur les splénocytes provenant de n = 11 souris.
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Figure 16. Développement d’une forme cyclique d’EAE lors du transfert adoptif dans

des animaux WT de lymphocytes T CD4+ réactivés en provenance de souris TCR1640.
Les souris WT recoivent par voie intra-péritonéale 8 millions de lymphocytes T CD4+ réactivés en provenance
de souris TCR1640. Les premiers signes d’EAE apparaissent au jour 7 post transfert, et la maladie est composée
de deux épisodes distincts qui sont suivis d’une stabilisation des symptomes (A). Le premier épisode est le plus
sévere, et il est accompagné d’une perte de poids importante (B). Représentatif de n = 10 animaux, moyenne de
deux expériences différentes. Moyenne + écart-type.
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Figure 17. Le traitement avec ’anticorps anti-VLLA-4 retarde I’apparition de symptomes

d’EAE dans le modéle de transfert adoptif chez les souris TCR1640. La courbe de paralysie
moyenne pour les groupes PBS (en vert, n = 6) et a-VLA-4 (en rouge, n = 6) permet de constater un retard dans
le développement de I’EAE dans le groupe a-VLA-4 (A). Le délai d’apparition des symptomes est
significativement plus élevé dans le groupe a-VLA-4 (B). La majoration de 1’apparition des symptomes au délai
moyen de chaque groupe ne met a jour aucune autre différence entre les deux groupes (C). Le score clinique
maximal n’est pas significativement différent entre le groupe PBS et le groupe a-VLA-4 (D). La méme
expérience est représentée en (A) et (C). Cependant, la courbe clinique de chaque souris a ét¢ modifiée en (C), en
déplacant le premier jour de maladie pour chaque souris au jour moyen obtenu pour chaque groupe en (B) (jour 8
pour le groupe PBS; jour 12 pour le groupe a-VLA-4). Une souris du groupe a-VLA-4 a été omise pour 1’analyse
en (B) puisqu’elle n’a jamais développé de symptdmes. Moyenne + écart-type. Légende : ns = non significatif; *
=p <0.05; ¥* =p <0.01; *** = p <0.001; la fleche en (A) représente la premicre injection d’0-VLA-4 ou de
PBS.
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Discussion

L’étude des souris TCR1640 atteintes d’EAE spontanée réalisée ici visait a approfondir
la caractérisation de ce nouveau modele expérimental de la SEP. Bien que cette étude ne soit
pas assez poussée pour nous permettre de faire directement des comparaisons entre le modeéle
d’EAE classique, le modéle TCR1640 et les phénoménes neuro-immunitaires de la SEP, les
observations effectuées dans le cadre de ce projet de recherche ouvrent la voie a des études
subséquentes, en augmentant la quantit¢ de données disponibles pour ceux qui désireraient

¢lucider les phénomeénes abordés ici.

Les données épidémiologiques obtenues en étudiant les animaux TCR1640 soulignent
la grande disparité qui existe entre les males et les femelles atteints d’EAE spontanée. Comme
ce phénomene refléte en partie la réalité des patients atteints de SEP, ce mod¢éle pourrait étre
utilisé comme outil afin d’évaluer I’impact de facteurs associés au sexe dans le développement
de maladies telles que la SEP ou I’EAE. Des études sur ’influence de différentes hormones
dans un contexte neuro-inflammatoire pourraient par exemple bénéficier d’'un modele comme
la souris TCR1640. Les modulations de maladies auto-immunes comme la SEP lors de la
grossesse pourraient également étre étudiées avec ce modele.

Les événements qui déclenchent ou qui modulent les poussées et les rémissions en SEP
de forme cyclique restent a ce jour mal compris. Les raisons pour lesquelles les souris de
souche SJL développent de fagon préférentielle une forme cyclique d’EAE, tandis que
d’autres souches murines développent une maladie progressive, restent é¢galement nébuleuses.
Une étude cinétique approfondie des phénoménes moléculaires et systémiques survenant a
différents stades de la maladie chez les animaux atteints d’EAE spontanée pourrait apporter
des informations sur ce sujet. En catégorisant minutieusement les symptomes des animaux,
une étude similaire a celle effectuée ici, mais de plus grande envergure, pourrait comparer des
souris en début de poussée, au point culminant d’un épisode, en rémission, lors d’un second
épisode, etc. Cette plus grande précision dans la sélection des groupes expérimentaux pourrait

mettre a jour des phénomenes subtils qui passent inapercus dans notre analyse.
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Les observations effectuées in situ chez les animaux présymptomatiques sont
particulierement intéressantes, puisque les événements pathologiques qui précedent
I’apparition des symptomes prennent place sur une période de temps beaucoup plus longue
que dans un modele d’EAE actif, ou la paralysie apparait quelques jours apres I’immunisation
active ou passive des animaux' .

Certaines différences ont été observées ici entre les animaux présymptomatiques agés
de 35 jours et les animaux WT; notons la présence d’une plus grande quantité de macrophages
périvasculaires, ainsi qu’une augmentation de I’astrogliose et de 1’expression de la molécule
VCAM-1. Néanmoins, 1’activation microgliale a 35 jours n’est pas différente chez les souris
TCR1640 et les animaux WT. La quantit¢ de fibrinogéne présente dans le parenchyme
cérébral est également minime. Ces animaux ne présentent pas non plus d’infiltration de
lymphocytes T CD4 +. On peut supposer que 1’arrivée de ces cellules auxiliaires correspond a
I’obtention d’un milieu suffisamment inflammatoire pour causer I’apparition de symptomes
cliniques. La capacité du fibrinogéne a déclencher I’activation microgliale au sein du SNC a
récemment ¢été identifiée'®. Ceci peut expliquer I’activation tardive de la microglie, qui
survient lorsque la perméabilit¢ de la BHE augmente de fagon marquée et permet
I’extravasation de quantités importantes de fibrinogene. L activation microgliale est également
influencée par la présence de leucocytes dans le parenchyme cérébral. Cependant, les animaux
présymptomatiques présentent un accroissement du nombre de cellules immunitaires
uniquement dans 1’espace périvasculaire. Ces cellules sont alors toujours contenues a
I’intérieur de la membrane basale, et ne peuvent donc pas activer la microglie par contact
direct.

Ces observations sont pour I’instant trés sommaires, puisqu’elles ont été effectuées sur
un trés petit nombre d’animaux (n = 3 animaux par groupe) et ne sont pour I’instant que
qualitatives. La variation de I’expression des différents marqueurs étudiés ici in situ devra étre
vérifiée et quantifiée (par PCR quantitatif ou par immunobuvardage, par exemple). Ces
résultats ouvrent la voie a une étude de la cinétique des changements qui surviennent a la BHE
dans ce modele d’EAE spontanée. Une étude plus approfondie de la progression de
I’inflammation au sein du SNC chez les animaux TCR1640 présymptomatiques a d’ailleurs
¢été réalisée, en utilisant des animaux agés de 35 a 50 jours (données non présentées). Il

vaudrait la peine de poursuivre des études chez des animaux plus jeunes encore, afin de
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s’attarder sur la cause des changements observés au sein du parenchyme cérébral : les
modifications précoces de ’'UNV dans ce modéle d’EAE spontanée sont-elles liées a 1’arrivée
de quelques leucocytes dans I’espace périvasculaire, ou, au contraire, précedent-elles
I’infiltration immunitaire ? Si ce deuxiéme scénario est vrai, quelle est alors la cause initiale de
ces changements ? Les animaux TCR1640 ne présentant aucune autre mutation que
I’expression de leur TCR transgénique, les propriétés de base de la BHE et de 'UNV ne
devraient pas étre altérées. Rappelons ici que les résultats obtenus par cytométrie de flux pour
I’expression des cytokines IFNy et IL-17 montrent une augmentation du pourcentage de
cellules qui expriment ces cytokines proinflammatoires dans les organes lymphoides
secondaires des animaux TCR1640 présymptomatiques. L’activation précoce de ces cellules
est-elle constitutive, ou survient-elle a la suite d’un évenement précis, qui prend place en
périphérie ou dans le SNC ? L’étude approfondie du systéme immunitaire chez les animaux
plus jeunes permettra peut-&tre de répondre a ces questions.

Les observations faites chez les animaux présymptomatiques suggérent que des
phénomeénes pathologiques prennent place trés tot chez ces animaux, bien avant 1’apparition
de symptomes cliniques. Ces manifestations pathologiques présymptomatiques sont trés
diversifiées : dans le SNC, on constate une augmentation de la population de macrophages
périvasculaires, une augmentation de I’astrogliose et une augmentation de 1’expression de la
molécule d’adhésion VCAM-1, tandis qu’une augmentation dans le pourcentage de cellules
produisant les cytokines pro-inflammatoires IFNy et IL-17 survient en périphérie. De plus, ces
phénomeénes ont été observés dans toutes les souris étudiées (n = 3 animaux pour la
caractérisation in situ; n = 4 animaux pour la cytométrie), bien que I’incidence de I’EAE chez
les femelles TCR1640 de notre colonie ne soit que de 81 %. Ces résultats soulévent des
questions qui sont directement liées a 1’étiologie de la SEP : dans une population en apparence
homogene et exposée a un environnement commun, quels sont les facteurs qui enclenchent
chez certains 1’apparition de la maladie, et, réciproquement, quels sont les facteurs qui

protegent les individus sains?
Les phénomeénes pathologiques identifiés lors de 1’observation in situ de ’'UNV chez

les animaux TCR1640 ont déja été caractérisés de fagcon extensive par I’étude de tissus

provenant de patients atteints de SEP ou d’animaux souffrant d’EAE. L’intérét de ces résultats
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n’est donc pas de savoir, par exemple, que D'infiltration périvasculaire survient de facon
concomitante a I’augmentation de I’expression de molécules d’adhésion telles que VCAM-1,
ou a la déstructuration des JS, telle qu’illustrée par le marquage pour JAM-A. Ces
observations nous confirment cependant que I’infiltration des cellules immunitaires dans le
modele TCR1640 est accompagnée des phénomenes inflammatoires attendus. Il est toutefois
intéressant de comparer 1’étendue des dommages causés a I’'UNV aux différents stades actifs
de la maladie.

Deux observations particulierement intéressantes distinguent la phase aigué et la phase
chronique dans notre étude. Tout d’abord, la quantité de cellules immunitaires présentes dans
le parenchyme cérébral est beaucoup plus importante chez les animaux en phase chronique.
Cette observation, faite d’abord in situ, a également été validée par I’analyse en cytométrie de
flux. C’est peut-€tre ce phénomene qui explique le maintien d’un environnement hautement
inflammatoire a ce stade de la maladie. Notons I’activation microgliale et astrocytaire
extensive, qui est beaucoup plus importante que dans la phase aigué¢ de ’EAE spontanée. Ces
résultats viennent un peu a I’encontre de I'idée largement répandue que les processus
inflammatoires s’épuisent graduellement, et sont remplacés par des phénomenes de

Sy . - . 173, 174
neurodégénérescence dans la phase chronique de maladies neuro-immunes ™

. Bien qu’une
certaine régulation leucocytaire soit sans aucun doute en place (comme le suggere
I’enrichissement en cellules T régulatrices chez les animaux chroniques), les lymphocytes T
présents dans le tissu ont encore un phénotype proinflammatoire, comme le démontre le
maintien de I’expression de I’I[FNy et de I’IL-17 dans le SNC de ces animaux. La présence de
quantités importantes de ces cytokines explique en partie I’activation des cellules gliales au
sein du parenchyme cérébral des animaux chroniques, puisque 1’IL-17 et I'I[FNy peuvent agir
directement sur les astrocytes et les microglies' . Elles stimulent notamment la production de
MMP (MMP-2 et MMP-9), et contribuent au maintien de la réponse inflammatoire. Ceci
suggere un échec des lymphocytes T régulateurs présents a contrdler efficacement 1’activation
des cellules immunitaires effectrices. L’étude de 1’expression de cytokines associées au profil
humoral et immunomodulateur Ty2, telles que 1’IL-4 et I’'IL-10, permettrait d’avoir une vue
d’ensemble sur 1’orientation préférentielle de la réponse des cellules T auxiliaires a différents

stades de la maladie.
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Le deuxieme phénomene qui différencie les animaux en phases aigué et chronique
réside dans la présence intravasculaire de fibrinogéne. En effet, la présence accrue de
fibrinogeéne dans le parenchyme cérébral des animaux chroniques est peu surprenante, compte
tenu de 1’état hautement inflammatoire de ’'UNV chez ces animaux. Cependant, le marquage
trés présent du fibrinogéne a I’intérieur des vaisseaux sanguins dans les animaux
présymptomatiques et en phase aigué est diminué lors de la phase chronique. Ce phénomene
refléte peut-étre une diminution de I’efficacité de la perfusion cérébrale locale, associée a la
neurodégénérescence causée par le maintien prolongé d’un environnement hautement
inflammatoire dans le SNC. Comme présent¢ précédemment, I'UNV est un
microenvironnement délicat, qui permet, entre autres, la régulation fine de la perfusion
cérébrale, via les informations transmises par les astrocytes et les neurones du parenchyme
avoisinant. La présence prolongée de cellules infiltrantes a 1’intérieur de cet environnement et
les phénomeénes pathologiques qui y sont associés (notamment, I’astrogliose et la perturbation
de la transmission neuronale suite a la perte de la gaine de my¢éline des axones) causent une
perturbation dans 1’apport sanguin adéquat au parenchyme cérébral. Notamment, I’expression
de ROS par les cellules infiltrantes contribue a la diminution de la perfusion cérébrale'’°. Cette
hypoperfusion, combinée a la désorganisation des échanges contrdlés par la BHE, contribue
vraisemblablement a la neurodégénérescence qui survient dans les stades tardifs de maladies

telles que ’EAE ou la SEP.

I1 est également intéressant de souligner que le nombre absolu de leucocytes dans le
SNC n’est pas significativement plus élevé chez les animaux en phase aigué d’EAE spontanée,
par rapport aux animaux présymptomatiques. Cependant, les lymphocytes T des animaux en
phase aigué semblent plus activés par rapport a ceux des animaux présymptomatiques dans le
SNC, comme le démontre le nombre absolu de cellules T qui expriment ’IFNy et I’IL-17.
Ceci suggere que ce n’est pas I’infiltration massive de cellules immunitaires qui déclenche la
maladie, mais peut-étre uniquement une activation plus importante des leucocytes infiltrants.
Les différences en ce qui concernent 1’activation périphérique des lymphocytes T entre le
stade présymptomatique et le stade aigu ne sont cependant pas significatives. Ces observations

nous ramenent aux questions abordées plus haut : quel est le seuil d’activation immunitaire
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cérébrale qui correspond au déclenchement clinique de I’EAE spontanée, et a quels

phénoménes immunitaires ou neurologiques 1’atteinte de ce seuil est-elle liée ?

Une ¢étude approfondie, utilisant des animaux a une plus grande variété de stades
pathologiques (particulicrement chez les animaux en rémission), permettra un plus grand
¢ventail d’observations. Notons que nous nous sommes limités ici a la caractérisation in situ
des événements pathologiques qui surviennent dans le cerveau, et que nous avons mis de coté
la présentation des données dans la moelle épini¢re. Il est important de souligner que les
animaux TCR1640 malades présentent une inflammation massive de la moelle épinicre
(données non présentées). Il faut également rappeler que I’EAE et la SEP étant caractérisées
par I’apparition d’un grand nombre de Iésions inflammatoires démyélinisantes au sein du
SNC, il peut étre difficile de témoigner par des observations in situ de phénomeénes qui
reflétent le stade clinique de la maladie. En effet, I’apparition d’une lésion n’entraine pas
nécessairement de symptomes, et des attaques inflammatoires peuvent survenir méme lors

d’une phase clinique de rémission ou de stabilisation des symptomes'”’.

L’établissement du profil immunitaire des animaux TCR1640 par cytométrie de flux a
permis de mettre en lumiére certaines particularités de ce modele. La différence la plus
frappante entre les souris transgéniques et leurs consceurs WT réside dans la diminution,
autant en pourcentage qu’en nombre absolu, de la population de lymphocytes T en périphérie.
Rappelons cependant que 99 % des cellules T des animaux TCR1640 portent un TCR
autoréactif, reconnaissant un peptide endogéne du SNC'®. 11 est donc possible que certaines
de ces cellules soient éliminées dans le thymus lors de leur développement, si elles
interagissent trop fortement avec les cellules dendritiques et les épithéliales thymiques
permettant la sélection négative d’un répertoire de lymphocytes T adéquat. Cette hypothése est
supportée par 1’observation, chez plusieurs souris TCR1640 adultes, d’un thymus hypertrophié
(données non présentées).

Cependant, ceci n’explique pas la diminution plus marquée dans la population de
lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) par rapport aux lymphocytes T auxiliaires (CD4+), et ce,
méme dans le SNC d’animaux malades (par rapport a leurs consceurs WT). Rappelons ici que

la différence majeure dans I’activation des lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques réside
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dans D’interaction entre le TCR du lymphocyte et le CMH de la CPA. En effet, les
lymphocytes T cytotoxiques nécessitent une interaction avec le CMH de classe I, tandis que
les lymphocytes T auxiliaires interagissent avec le CMH de classe II pour étre activés. Comme
le TCR transgénique exprimé par les souris TCR1640 a été isolé¢ a partir d’une cellule T
auxiliaire, les cellules T ont probablement une affinité accrue pour le CMH de classe II, par
rapport au CMH de classe I, dans ce modele. Les cellules T arrivant néanmoins a se
différencier en lymphocytes T cytotoxiques présentent probablement une affinité accrue pour
le peptide de la my¢line présenté par le CMH de classe I, ce qui explique leur profil hautement

inflammatoire.

L’analyse de I’expression des cytokines proinflammatoires IL-17 et IFNy apporte
quelques précisions quant a la caractérisation des sous-populations lymphocytaires dans le
modele TCR1640. 11 est important de souligner 1’absence d’une population clairement définie
de cellules exprimant a la fois I’'TFNy et I’IL-17 (données non présentées), puisque ces cellules
ont été identifiées comme hautement pathogénes dans la SEP et différents modéles d’EAE'”®.
On remarque un enrichissement dans I’expression de I’IL-17 par les lymphocytes auxiliaires
(CD4+) du SNC en phase chronique, tandis que I’'IFNy semble majoritairement produit par les
lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) en périphérie dans les stades présymptomatique et aigu
de la maladie. L’expression €levée des cytokines proinflammatoires dans le SNC des animaux
WT s’explique aisément. En effet, méme si ces animaux ne sont pas malades, les leucocytes

qui sont présents dans le tissu cérébral sont activés suite a leur interaction avec la BHE afin

d’assurer la surveillance immunitaire.

En raison du profil d’expression de ces cytokines proinflammatoires, on peut suggérer
I’hypothése suivante : les lymphocytes T cytotoxiques jouent un role en périphérie dans le
déclenchement de I’EAE spontanée via la production de I’'IFNy, tandis que les lymphocytes T
auxiliaires participent au maintien de la réponse inflammatoire apres le déclenchement de la
maladie en sécrétant de I’'IL-17 au sein du parenchyme cérébral. Ces deux populations
pourraient donc intervenir dans la régulation de phénomenes précis dans le développement ou

le maintien de I’EAE spontanée. Evidemment, les résultats présentés ici ne permettent pas de
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valider cette hypotheése. Cependant, une caractérisation plus poussée de ces sous-types de

lymphocytes pourrait préciser le role de ceux-ci dans I’EAE spontanée.

Enfin, I’¢tude de différentes CAM a également permis de souligner quelques
particularités du systéme immunitaire du modele TCR1640. Tout d’abord, I’étude de VLA-4 a
démontré que I’augmentation de I’expression de cette molécule n’était pas fortement associée
au profil des souris TCR1640. VLA-4 est plus fortement exprimée par les lymphocytes T, en
périphérie chez les souris présymptomatiques et dans le SNC des animaux en phase active
d’EAE spontanée (plus fortement en phase chronique). Cependant, ces différences ne sont pas
significatives pour tous les groupes expérimentaux (par exemple, il n’y a pas de différence
dans le pourcentage de lymphocytes T auxiliaires qui expriment VLA-4 dans le SNC de souris
en phase aigué€ par rapport aux souris WT).

Ces résultats peuvent en partie expliquer 1’efficacité modérée du traitement avec
I’anticorps anti-VLA-4 dans ce modele. En effet, bien que le traitement bloquant VLA-4 ait
permis de retarder de fagon significative ’apparition des symptomes d’EAE dans notre
modele de transfert adoptif de lymphocytes T CD4+, les souris traitées ont tout de méme
développé une maladie aussi sévere et de forme similaire a celle des animaux qui recevaient
du PBS. Il est cependant possible que les souris développent une réponse immunitaire
neutralisante contre le VLA-4, puisque ce phénoméne a été caractérisé chez 5 a 15 % des
patients traités au Natalizumab'”. Il faut néanmoins souligner que cette expérience n’a été
réalisée qu’une fois, sur un petit nombre d’animaux (6 souris par groupe). Répéter cette
expérience permettrait peut-étre de noter une diminution significative dans la sévérité clinique
de la maladie lors du traitement avec 1’anticorps anti-VLA-4. Enfin, des études utilisant
d’autres modeles d’EAE ont également montré une efficacité modérée du traitement bloquant

VLA-4.

Ces résultats rappellent que le modele d’EAE spontanée obtenu dans la colonie
TCR1640, bien qu’épidémiologiquement et cliniquement plus proche de la SEP que de ’'EAE
classique, ne reste qu'un modele de la maladie, et présente certaines différences avec cette

derniere. Cependant, cette premicre tentative d’application thérapeutique au modele TCR1640
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reste encourageante, puisqu’elle suggére que la maladie développée par ces animaux peut étre

modulée cliniquement.

La caractérisation de I’expression de MCAM et ALCAM apporte quant a elle des
résultats enthousiasmants.

On remarque tout d’abord un enrichissement dans 1’expression de MCAM chez les
lymphocytes T auxiliaires du SNC. La différence la plus frappante se retrouve néanmoins dans
I’augmentation de I’expression de MCAM de pres de 20 % par les lymphocytes T
cytotoxiques en périphérie. L’enrichissement en MCAM est maintenu dans ces deux
populations, peu importe le stade de la maladie. Etant donné I’expression de différentes
cytokines proinflammatoires par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ identifiée plus haut, il sera
intéressant de faire le profil de sécrétion de différentes cytokines dans ces populations
enrichies en MCAM. L’expression de MCAM dans les lymphocytes T auxiliaires a été jusqu’a

133
. 1l sera

présent associée a un profil Ty17, via ’expression d’IL-17, d’IFNy et de GM-CSF
intéressant de voir si ce profil d’expression est le méme dans le modele TCR1640, puisque la
production d’IL-17 est augmentée dans le SNC d’animaux malades atteints d’EAE spontanée.
Il est également intéressant de voir MCAM enrichie sur une population de cellules T
cytotoxiques, puisque le role de cette CAM a été jusqu’a maintenant plutét associé aux
lymphocytes T auxiliaires.

L’enrichissement en ALCAM est, quant a lui, presque exclusivement associé aux
cellules présentes dans le SNC des animaux TCR1640. En effet, les différences les plus
marquantes dans 1’expression de cette molécule se retrouvent au sein des populations de
lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans le SNC des animaux en phase aigué¢ ou chronique d’EAE
spontanée. ALCAM n’étant pas trés fortement exprimée dans les animaux présymptomatiques,
ces résultats suggerent une implication des lymphocytes auxiliaires et effecteurs exprimant
ALCAM dans les processus inflammatoires pathologiques qui surviennent de fagon aigué et
chronique dans le parenchyme cérébral des animaux TCR1640. Ici aussi, une caractérisation
plus compléte de ces cellules exprimant ALCAM permettra d’obtenir plus d’informations sur

I’implication réelle de celles-ci dans la physiopathologie de ’EAE spontanée.
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En comparant les résultats obtenus par rapport au profil d’expression de VLA-4,
MCAM et ALCAM, il est intéressant de constater que I’enrichissement pour ces deux
derni¢res molécules est beaucoup plus net que pour I’intégrine prototypique VLA-4 dans ce
modele d’EAE spontanée. Ces molécules semblent donc impliquées dans le recrutement
spécifique de cellules encéphalitogénes chez les souris TCR1640. Ces résultats sont
encourageants, puisque MCAM et ALCAM sont actuellement considérées comme cibles
thérapeutiques potentielles dans le traitement de I’EAE et de la SEP par notre équipe de
recherche. La souris TCR1640 semble étre un modele de choix pour poursuivre la

caractérisation descriptive et fonctionnelle de ces deux molécules in situ, in vitro et in vivo.
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Conclusion

En conclusion, ce projet visait a approfondir la caractérisation d’un nouveau modele
d’EAE spontanée, le modele TCR1640. Un projet de caractérisation comme celui-ci permet
d’obtenir beaucoup de résultats, mais souléve également beaucoup de questions, qui sont
encore sans réponse. Le modele TCR1640 est un modele d’EAE spontanée qui peut sembler
difficile a utiliser, a cause de la grande variabilité qui existe entre les animaux en ce qui
concerne 1’age d’apparition des symptomes ainsi que 1’évolution clinique de la maladie.
Paradoxalement, c’est également ce qui fait la force de ce modele, puisque ce sont ces
caractéristiques qui I’apparentent cliniquement beaucoup plus a la SEP que les autres modeles

de cette maladie.

L’ensemble des résultats présentés ici a permis d’approfondir notre compréhension du
modele TCR1640, et de valider celui-ci en tant qu’outil expérimental précieux pour 1’é¢tude de
phénomenes associés a la SEP. Ce modele présente tout d’abord un avantage important pour
I’étude des phénoménes précoces qui surviennent avant ’apparition de symptdmes cliniques
dans ’EAE spontanée. Ensuite, ’expression des molécules MCAM et ALCAM, étudiées
activement dans notre laboratoire, est fortement modifiée dans les animaux TCR1640 par
rapport aux souris contréle. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet de recherche
lancent donc une nouvelle étape dans la caractérisation du rdle de ces deux molécules dans
I’EAE et la SEP. Enfin, une classification plus fine des différents stades de la maladie
permettra d’effectuer des études de cinétique €légantes sur la modulation au cours de ’EAE
spontanée d’un grand éventail de molécules associées a la physiopathologie de la SEP, dont

une petite partie seulement a été étudiée ici.
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Annexe — Figures et tableaux supplémentaires

TCR1640 H20

Figure S1. Génotypage des animaux TCR1640. Exemple de résultat obtenu par PCR pour le
génotypage de deux animaux de la colonie TCR1640. Les échantillons sont analysés suite a la migration sur un
gel d’agarose 1,6 %. Les bandes de chaque c6té représentent 1’échelle de poids moléculaire utilisée pour vérifier
la taille de la séquence génique amplifiée. Une souris WT ne présente aucune bande (puits de gauche). Une souris
TCR1640 présente deux séquences géniques amplifiées (puits du centre); la plus haute correspond a la chaine o
du TCR transgénique (650 paires de bases) et la plus basse a la chaine § (500 paires de bases). Les puits de droite
contiennent le contrdle négatif, dans lequel I’échantillon d’ADN est remplacé par de ’eau.
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Figure S2. Stratégie d’analyse pour [identification des populations leucocytaires
étudiées. Lors de ’analyse par cytométrie de flux, la stratégie d’analyse présentée en (A) a permis de
distinguer les populations leucocytaires suivantes : leucocytes totaux (Leuco.) CD45hi, lymphocytes T (Lymph.
T) CD3+CDI11b-, cellules présentatrices d’antigénes (CPA) CD11b+CD3-, lymphocytes T (L.T.) auxiliaires
CD4+CDS- et L.T. cytotoxiques CD8+CD4-. Cette stratégie d’analyse a été utilisée pour 1’étude de I’expression
de toutes les molécules étudiées (IFNy, IL-17, VLA-4, MCAM, ALCAM), sauf pour les populations de cellules T

régulatrices. Le marquage de cette population de lymphocytes nécessitant un plus grand nombre d’anticorps, une
méthode d’analyse plus simple a été utilisée (B). Légende : FSC = Forward SCatter; SSC = Side SCatter.
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Figure S3. Stratégie d’analyse par quadrant pour la quantification de I’expression des

molécules a I’étude. Voici un exemple de I’analyse par quadrant utilisée pour la quantification de
I’expression de chacune des molécules analysées lors de cette étude. L’exemple a été appliqué sur une population
de lymphocytes T (CD3+). La colonne de gauche représente le ou les isotype(s) approprié(s) pour chacun des
anticorps utilisés. La colonne du centre et la colonne de droite représentent un exemple de marquage spécifique et
le quadrant qui lui a été appliqué pour une souris WT et une souris TCR1640 malade (phase aigu¢ ou chronique).
(A) co-marquage pour IFNy et IL-17; (B) marquage pour VLA-4; (C) marquage pour MCAM; (D) marquage
pour ALCAM; (E) co-marquage pour CD25 et FoxP3.
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Tableau S1 : Anticorps utilisés pour ’immunohistofluorescence

Anticorps primaire (copmpagnie, # cat.),

concentration utilisée

Anticorps secondaire-fluorochrome (compagnie, #

cat.), concentration utilisée

Laminine (Dako, Z 0097), 1/1500

Fibrinogene (Innovative Research,
IASMFBGN), 1/1500
Z0-1 (Invitrogen, 61-7300), 1/100

Ane anti-lapin-RRX (Jackson ImmunoResearch, 711-

295-152), 1/500

CD4 (BD Pharmingen, 558107), 1/70
VCAM-1 (eBioscience, 14-1061-82), 1/100
F4/80 (Biolegend, 123124), 1/100

JAM-A (SantaCruz, SC-59845), 1/50

Ane anti-rat-A488 (Invitrogen, A21208) 1/400

GFAP-Cy3 (Sigma, C9205), 1/1500

- (pas d’anticorps secondaire)

Tableau S2 : Anticorps utilisés pour la cytométrie en flux

Anticorps marquant les populations
cellulaires-fluorochrome (compagnie, # cat.),

concentration utilisée*

Anticorps marquant les molécules quantifiées-
fluorochrome (compagnie, # cat.), concentration

utilisée*

CDA45-PerCP-Cy5.5 (BD Pharmingen, 550994), 1
ns

MCAM-PE (BioLegend, 134704), 2 uL

CD3-FITC (BD Pharmingen, 553062), 2 uL

ALCAM-PE (R&D Systems, FAB1172P), 5 uL

CD3-APC (BD Pharmingen, 553066), 2 uL.

VLA-4 (CD49d)-FITC (eBioscience, 11-0492-82),
2 ulL

CD4-Pe-Cy7 (BD Pharmingen, 552775), 0,5 uL.

IL-17-PE (BD Pharmingen, 559502), 2 uL.

CD8-PB (BD Pharmingen, 558106), 4 uL

IFNy-APC (BD Pharmingen, 554413), 2 uLL

CD11b-A700 (BD Pharmingen, 557960), 2 pL

CD25-PerCP-Cy5.5 (BD Pharmingen, 551071), 1 pL

CD11c-APC (BD Pharmingen, 550261), 2 uL.

FoxP3-PE (eBioscience, 12-5773-82), 2 uLL

* nombre de pL utilisés lors de I'incubation dans un volume de 50 pl. de tampon de

cytométrie.
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