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Résumé

Une petite population de lymphocytes T exprimant les deux corécepteurs CD4 et CDS8
et appelée double positive (DP), a été détectée dans le sang périphérique de donneurs sains et
de patients atteints de diverses pathologies dont la sclérose en plaques (SEP). Nous avons émis
I’hypothése qu’il s’agissait de lymphocytes T hautement activés pouvant contribuer a
I’inflammation chronique présente dans la SEP. Nous avons comparé les cellules T DP
obtenues du sang de donneurs sains et de patients atteints de la SEP et non traités. La
fréquence des cellules DP était similaire chez les patients et les donneurs sains. La proportion
de lymphocytes T DP qui exprimaient les chaines du récepteur de I’interleukine-15 (IL-15)
¢tait plus élevée que pour les autres populations lymphocytaires. Des mesures d’induction de
la phosphorylation du STATS (signal transducer and activator of transcription) ont démontré
que les cellules DP ont répondu a des doses plus faibles et pour de plus longues périodes a
I’IL-15 comparativement aux autres lymphocytes T. Le pourcentage de lymphocytes T DP
ayant la capacité de produire I’interféron-gamma et des enzymes lytiques était ¢levé chez les
témoins sains mais ces niveaux étaient significativement réduits chez les patients atteints de la
SEP. La caractérisation phénotypique de cellules DP a suggéré que ces cellules ont des
propriétés similaires aux lymphocytes T activés. Bien qu’il ne s’agisse que d’une
caractérisation partielle, il semble que les lymphocytes T DP perdent une partie de leurs

propriétés chez les patients atteints de la SEP.

Mots clés : Sclérose en plaques, Lymphocytes T DP (CD4'CDS8"), IL-15, STAT,
Th1/Th2/Th17



Abstract

A small population of T lymphocytes expressing both CD4 and CDS8 called double
positive (DP) T lymphocytes has been detected in the peripheral blood of healthy donors and
patients affected by different pathologies such as multiple sclerosis (MS). We hypothesize that
these cells represent a highly activated T lymphocyte subset that could contribute to the
characteristic inflammation found in MS. Thus, we compared DP T cells from healthy donors
to those from untreated MS patients. We found similar frequencies of DP T lymphocytes
between both groups. A higher percentage of DP T lymphocytes expressed the IL-15R
(interleukin 15 receptor) than other T cell populations. Moreover, IL-15 triggered the
phosphorylation of STATS in a greater proportion of CD4 CD8" T lymphocytes compared to
other T cells. A greater percentage of CD4'CD8" T lymphocytes can produce interferon
gamma and lytic enzymes compared with other T cell subsets. However, those levels were
drastically lower in MS patients. The phenotypic characterization of the DP cells suggests they
have similar properties as activated T cells. Even though the characterization process is still in

its infancy, it appears that the DP T cells may lose some of their properties in MS patients.

Keywords : Multiple sclerosis, DP T lymphocytes (CD4'CD8"), IL-15, STAT, Th1/Th2/Th17
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Introduction



1.0 Le systéme immunitaire

L’évolution et la complexification des systemes biologiques ont créé de nouveaux défis
en ce qui a trait a la protection et a I’intégrité de ceux-ci. Que les éléments potentiellement
pathogenes soient internes ou externes, un systeme de défense immunitaire complexe et
efficace dans le but de se protéger de ces éléments a été développé au cours de I’évolution. Le
systtme immunitaire peut étre divisé en deux volets: 'immunité innée et I’immunité
adaptative. Malgré cette division, une importante coopération entre les deux est nécessaire
pour une protection optimale. L’ immunité innée constitue la premicre ligne de défense; elle
inclut des barrieres physiques telles que la peau et les muqueuses qui limitent I’entrée d’agents
externes ainsi que de nombreuses cellules et molécules. Plusieurs cellules expriment des
récepteurs appelés PRRs (Pattern Recognition Receptors) qui leur permettent de reconnaitre
des motifs moléculaires conservés des micro-organismes nommés PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns) revue par (Janeway and Medzhitov 2002). La reconnaissance
de PAMPs par des PRRs enclenche une cascade complexe de signalisation intracellulaire qui
contribue a ’activation des réponses immunitaires. Les cellules présentatrices d’antigénes
professionnelles (CPA) qui incluent entre autres les macrophages et les cellules dendritiques
sont particulierement susceptibles a une telle activation suite a la reconnaissance d’un PAMP.
Ces cellules ont une capacité phagocytaire ainsi que la machinerie intracellulaire requise pour
la transformation et la présentation des antigénes ingérés via des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) dans le but de stimuler une réponse du systéme

immunitaire adaptatif.

Les lymphocytes T et B constituent les cellules majeures du systeme immunitaire
adaptatif. Treés brievement, les lymphocytes B, suite a la reconnaissance d’un antigéne via leur
récepteur de cellule B (BCR), deviennent activés et peuvent produire de nombreuses cytokines
en plus de se différencier en cellules productrices d’anticorps. Les lymphocytes T via leur
récepteur T (TCR) reconnaissent un épitope lié¢ a une molécule du CMH présent a la surface
d’une CPA. L’interaction efficace avec une CPA et le complexe épitope-CMH et d’autres
molécules d’activation permet 1’activation du lymphocyte T; le lymphocyte T activé acquiert

plusieurs nouvelles fonctions dont la production de cytokines. Le systéme immunitaire est



finement régulé afin de permettre une réponse puissante et efficace contre les pathogenes. Par
contre, une simple modification de la régulation de celui-ci peut entrainer des conséquences
majeures qui peuvent permettre 1’apparition de cancers ou de maladies auto-immunes telles

que la sclérose en plaques (SEP).

2.0 Les lymphocytes T

2.1 Structure du récepteur du lymphocyte T

Le TCR est un récepteur exprimé a la surface des lymphocytes T composé de deux
glycoprotéines formant un hétérodimere aff ou yo stabilisé par la présence d’un pont disulfure.
11 s’agit d’un récepteur clé dans la reconnaissance des antigénes et donc dans ’activation du
systtme immunitaire adaptatif. 11 doit donc pouvoir interagir avec une grande variété
d’antigenes. La capacité du TCR a reconnaitre différents antigénes provient du réarrangement
possible des sections de son ADN (acide désoxyribonucléique) qui sont responsables de
certaines régions spécifiques de ses chaines o et f. Ce sont les régions multi géniques V, J, C,
et D. De celles-ci, seulement la région D est absente des chaines a et y. Le TCRaf est présent
sur 95% des lymphocytes T et module leur I’activation par sa capacité a reconnaitre des
peptides présentés par les CMH de classe I ou II (Castro et al. 2014). Les autres lymphocytes
T restant qui expriment le TCRyd ne semblent pas reconnaitre le complexe peptide-CMH,
mais plutdt une série de ligands. Les courtes régions intracellulaires des TCRaf et des TCRyd
ne sont pas suffisantes pour induire une signalisation intracellulaire. Pour ce faire, ils ont
besoin de former un complexe TCR-CD3 revue par (Kuhns and Badgandi 2012). Le CD3 est
formé d’un complexe moléculaire regroupé par les dimeres: CD3ye, CD38e et CD3&E tous
regroupés autour du TCR. Ceux-ci ont sur leur portion cytoplasmique dix motifs ITAM
(Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) qui contribuent a la signalisation
intracellulaire par les tyrosines kinases. Les tyrosines kinases sont des enzymes spécialisées
dans le transfert d’un groupe phosphate d’un ATP (adénosine-5’-triphosphate) a une protéine.
En effet, 'ITAM sert de substrat pour une phosphorylation par les kinases Scr (Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase Src) et/ou Fyn (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn)

et devient, par la suite, un ligand pour le domaine SH2 (Scr homology 2) de la famille des



kinases Syk (Spleen tyrosine kinase) (ZAP-70) (Zeta-chain-associated protein kinase 70) qui
sont ensuite recrutées dans la voie de signalisation. Le domaine SH2 est une région
fonctionnelle conservée formant une structure tridimensionnelle permettant la jonction entre
deux protéines par un résidu de tyrosine phosphorylé. Le ZAP-70, a I’aide de son domaine
catalytique, active les protéines LAT (Linker for the activation of T cells) et SLP-76 (Src
homology 2 (SH2)-domain-containing-leukocytes-phosphoprotein) qui  supportent le
recrutement de plusieurs autres molécules de signalisation intracellulaire et participent donc a
I’activation, la prolifération et la différenciation des lymphocytes T. Le fait d’avoir dix motifs
ITAMs dans le complexe de signalisation permettrait une gradation de la signalisation ainsi
que de la réponse obtenue (Wang et al. 2010) et revue par (Guy and Vignali 2009, Kuhns and
Badgandi 2012).

Bien que D’activation des lymphocytes T doive s’accomplir par un signal venant du
complexe CD3-TCR, celui-ci peut étre supporté par plusieurs corécepteurs. Parmi ces
corécepteurs, notons les CD4 et CD8 dont le role principal est le recrutement de la tyrosine
kinase Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) au complexe TCR-pCMH par leur
queue cytoplasmique qui favorise la phosphorylation des motifs ITAMs situés sur les sous-

unités du CD3 (g, v, o et &) (Artyomov et al. 2010, Rangarajan and Mariuzza 2014).

Le CD4 est une glycoprotéine monomérique composée de quatre domaines
extracellulaires de type immunoglobuline et connectée par un domaine transmembranaire a
une courte queue cytoplasmique pouvant s’attacher a la kinase: lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase (Lck) qui est cruciale pour la signalisation des lymphocytes T. Au niveau
structurel, le CD4 lie par son domaine D2 le CMH de classe II aux domaines 02 et 2. Quant
au CD8, il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire dimérique retrouvée en conformation
aa ou af}. La présence d’un CD8Bp a aussi €té rapportée, mais son role reste inconnu (Devine
et al. 2000). L’expression de CD8aa est majoritairement observée sur les lymphocytes T v,
les cellules T intra-épithéliale-intestinales (IELI) et les cellules naturelles tueuses (NK) alors
que I’expression de CDS8af est plutdt observée sur les thymocytes et les lymphocytes T
cytotoxiques (Tc). La signalisation du TCR passe par le recrutement des Lck par la chaine

CD8a présente dans le CD8afy et CD8aa. Le CMH de classe I, ligand des CDS est retrouvé



sur la majorité des cellules nucléées (Artyomov et al. 2010, Li et al. 2013, Rangarajan and

Mariuzza 2014).

Ils existent de nombreuses molécules en plus des glycoprotéines CD4 et CD8 qui
viennent stabiliser/moduler la transduction du signal et peuvent donc, modifier 1’activation et
la réponse finale des lymphocytes T. Classifiés par leur structures, ceux-ci peuvent étre divisés
en quatre groupes: (1) les membres de la superfamille des immunoglobulines (Ig) (e.g.
CD28); (2) les membres de la famille du récepteur du facteur de la nécrose tumorale (TNFR)
(e.g. CD40); (3) les molécules d’adhérence cellulaires ou intégrines (e.g. LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen 1); (4) les membres de la famille des TIM (T cell immunoglobulin

and mucin domain) revue par (Kinnear et al. 2013).

2.2 La sélection thymique

Le thymus, situ¢ dans la cage thoracique au-dessus du cceur, se développe jusqu’a
I’adolescence et par la suite, subit une dévolution progressive. Histologiquement, le thymus
peut étre divisé en deux sous-compartiments : le cortex et la médulla revue par (Gordon and
Manley 2011, Koch and Radtke 2011). Cet organe spécialisé fournit le microenvironnement
essentiel au développement des lymphocytes T a partir des cellules progénitrices lymphoides,
qui proviennent de la moelle osseuse. Anatomiquement, on dénombre quatre régions associées
a une étape précise du processus de maturation thymique: la zone sous capsulaire, le cortex, la

médulla et la jonction cortico-médullaire revue par (Singer et al. 2008).

Au début de leur maturation thymique, les cellules précurseurs aux lymphocytes sont
regroupées sous l’appellation de doubles négatives (DN) et sont sous-divisées en quatre
groupes de DN1 a DN4. Ces cellules sont identifiées par I’absence d’expression du CD4 et du
CDS8, mais par I’expression différentielle du CD25, du CD44 et du CDI117 au cours des
différents stades de DN. Les cellules DN1 (CD44'CD25CD117") sont situées a la jonction
cortico-médullaire avant de migrer vers la zone sous capsulaire pour recevoir des signaux de
différenciation vers le stade DN2 (CD44 CD25'CD117"). La réorganisation génétique des
chaines v, & et f du TCR débute au stade DN2, mais est complétée ultérieurement au stade
DN3 (CD44CD25") (Livak et al. 1999). La sélection d’expression du TCRof ou du TCRyd

s’effectue aussi dans 1’étape transitoire de DN2 a DN3, mais le réarrangement génétique des



chaines dans le but de créer un TCR fonctionnel se poursuit jusqu’au stade DN4 (Burtrum et
al. 1996). Les cellules au stade DN4 acquicrent les corécepteurs CD4 et CDS8 suivant un signal
pré-TCR et deviennent doubles positives (DP, CD4 'CD8"). Le réarrangement de la chaine o
du TCR s’effectue aussi lors du passage de DN a DP revue par (Yates 2014). Les cellules DN
TCRof positives subissent ensuite la sélection positive au sein du cortex thymique afin de
valider leur capacité a reconnaitre des peptides présentés par des molécules du CMH
autologues qui sont exprimées par des cellules épithéliales lors d’interactions entre celles-ci
durant leurs migrations. Les thymocytes ayant été sélectionnés a ce stade se dirigent ensuite
vers la médulla afin de subir la sélection négative ou les cellules €pithéliales médullaires et les
cellules dendritiques leur présentent & nouveau des peptides du soi. Seulement les thymocytes
qui reconnaissent les peptides du soi présentés par des molécules du CMH de type I ou II avec
une réactivité suffisamment faible se développent ensuite en une cellule simple positive (SP)
qui exprime le CD4 ou le CD8, les autres sont éliminées. Ces cellules peuvent ensuite quitter
le thymus et atteindre la circulation périphérique comme lymphocytes T naifs. Il a été estimé
qu’environ 5% des thymocytes DP atteignent ce stade de maturation revue par (Egerton et al.
1990, Singer et al. 2008, Yates 2014). En effet, la majeure partie de ceux-ci sont éliminés lors
des différentes étapes de maturations. La mort de la cellule peut étre le résultat d’un signal de
survie trop faible causant la mort de celle-ci par négligence. Ce phénomene est accentué par
une résistance accrue des thymocytes DP lors de la sélection thymique aux signaux classiques
de survie lymphocytaire tels que 1’IL-7 et d’une plus grande expression de SOCS1 (suppressor
of cytokine signaling 1), un puissant inhibiteur intracellulaire de la transduction des signaux

des cytokines revue par (Singer et al. 2008).

Les mécanismes par lesquels le TCR dicte la sélection d’expression du CD4 ou du
CDS8 ne sont pas encore complétement élucidés. Méme si plusieurs modeles ont été proposés
au cours des dernicres décennies, le modele de signalisation cinétique semble le mieux
expliquer le choix de I’expression du CD4 ou CDS8. Ce modele propose que la détermination
de I’expression du CD4 ou du CDS est dépendante de la durée du signal engagé par le TCR et
que des cytokines de la famille des récepteur gamma c, telle que I’interleukine-7 (IL-7),
servent de senseurs qui détectent cette durée du signal du TCR (Brugnera et al. 2000, Singer

2002, Singer and Bosselut 2004). Plusieurs observations in vivo et in vitro indiquent que le



signal du TCR arréte la transcription du CDS8, mais pas du CD4 durant la sélection positive.
Ceci a lieu en dépit de la restriction du complexe TCR/CMH. Dans ce modéle, les
conséquences de I’arrét de la transcription du CD8 sont évaluées sur la signalisation du TCR
de la cellule. Si la signalisation du TCR persiste en 1’absence du CDS8 la cellule se
différenciera en CD4 SP, mais si la signalisation cesse, la cellule deviendra un CD8 SP. Ce
modele met en évidence que la sélection positive des lymphocytes T et le choix final
d’expression du CD4 ou du CDS est basé autour d’événements séquentiels. Le signal de la
sélection positive du TCR induit un arrét de la transcription du CD8 qui mene les lymphocytes
DP & une étape intermédiaire de CD4'CD8". A ce stade, les cellules ne sont pas encore
engagées dans un phénotype définitif (CD4 vs. CDS). Le point central du modéle est que la
transcription des corécepteurs CD4 et CD8 est réversible et dépend des cytokines de la famille
du récepteur commun yc tel que I’'IL-7 qui ont comme réle d’évaluer le signal du TCR. Les
cytokines telles que I’TL-7 sont importantes pour la survie des cellules CD4'CD§’, car la
réversibilité de la transcription des corécepteurs se produit seulement lorsqu’il n’y a plus de
signal du TCR, une étape ou les cellules devraient mourir, mais ou I’IL-7 maintient la cellule
en vie. L’IL-7 module aussi cette réversibilité par sa capacité a promouvoir la ré-initiation de
la transcription de CDS et I’arrét de la transcription du CD4 (Brugnera et al. 2000, Yu et al.
2003).
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Figure 1: Le mode¢le de signalisation cinétique: un modele non-classique du choix du sous-

type cellulaire CD4/CDS8.

A) Suivant I’expression simultanée des corécepteurs CD4 et CD8 durant la sélection
thymique, les cellules diminuent leur transcription du corécepteur CDS8. B) Si le signal du
TCR persiste, la cellule deviendra une cellule CD4 simple positive. C) Au contraire, si le
signal du TCR diminue, la cellule survivra grace au signal provenant de I’IL-7 et inversera
alors 1’expression de CD4 et CD8 pour devenir une cellule CD8 simple positive. Adapté de la
revue de (Singer et al. 2008).

2.3 Les lymphocytes T CD4" et CDS"

Les lymphocytes T sont généralement divis€s par leur expression du corécepteur CD4
ou CD8 associ¢ a leur TCR. Ceci est reflété au niveau de leur appellation, c’est-a-dire
lymphocytes T CD4" auxiliaires (Th) et lymphocytes T CDS8' cytotoxiques (Tc). Les
lymphocytes Th sont des composants critiques du systeme immunitaire adaptatif et possedent
un role d’assistance et de support dans I’activation et la direction de nombreuses réponses

immunitaires. Brievement, les lymphocytes Th débutent leur activation lorsqu’ils



reconnaissent avec une affinité¢ suffisante de leur TCR un peptide présenté par une molécule
du CMH de classe II (signal 1) a la surface d’'une CPA. Un deuxiéme signal est requis pour
I’activation de ces cellules immunes et provient des molécules de co-stimulation (CD80 ou
CD86) exprimées par le CPA qui sont reconnues par le récepteur CD28 a la surface des
lymphocytes T (signal 2). Ce second signal est critique pour la génération de lymphocytes T
effecteurs spécifiques a un antigéne et a la génération de lymphocytes mémoires. Le troisieme
signal d’activation peut étre considéré comme 1’ensemble des signaux recus par le lymphocyte
T lui dictant sa différenciation finale (Th1/Th2/Th17), résultat dicté par les cytokines et les
facteurs de croissance auxquels il est exposé revue par (Kolls 2013). La majorité des
lymphocytes Th n’ont pas de capacité cytotoxique et phagocytaire directes; ils ne peuvent pas
¢liminer directement les pathogeénes. Via leur interaction avec d’autres cellules du systéme
immunitaire, ils peuvent par contre déclencher des cascades cellulaires menant a la

neutralisation des agents infectieux.

Les lymphocytes Tc suivent un modele d’activation similaire au Th a I’exception
qu’ils réagissent a la présentation d’un peptide présenté par une molécule du CMH de classe 1,
donc le plus souvent, de nature endogéne ou dans le contexte de présentation croisée. Une
autre différence importante est leur capacité a détruire les cellules du soi exposant 1’antigéne
cible. Ces lymphocytes expriment entre autres des ligands de Fas (fragment inducteur
d’apoptose) (FasL) qui, lorsque liés au récepteur Fas sur les cellules cibles, induisent la voie
de caspase et une mort apoptotique de ces cellules cibles. Ils peuvent aussi procéder par
dégranulation permettant au complexe perforine/granzyme d’étre relaché et de détruire les

cellules infectées (Ou-Yang et al. 2012).

Selon le microenvironnement dans lequel évoluent les lymphocytes T naifs lors de leur
activation, ils peuvent se différencier en plusieurs sous-types cellulaires. L’exposition a des
cytokines données et ultimement 1’expression de facteurs de transcription cellulaire ainsi que
leur propre production de cytokines en réponse au milieu engendrent différentes voies de
développement menant a plusieurs sous-populations. Les cytokines sont des petites molécules
produites pour la signalisation intercellulaire ayant de multiples fonctions. En examinant le
profil d’expression de cytokines et les facteurs de transcription qui sont induits lors de

I’activation, il est possible de séparer les lymphocytes T en plusieurs sous-populations telles



que les Th1/Tcl, Th2/Tc2 et Th17/Tcl7. Un bref survol de ces sous-populations sera effectué

dans une prochaine section.

2.4 Caractéristiques des lymphocytes T naifs et mémoires

Caractéristique centrale de I’immunité adaptative, la mémoire immune permet, entre
autres, de générer plus rapidement une réponse immunitaire lors d’une seconde exposition au
méme antigéne (Amsen et al. 2013). Le tout débute lors de la réponse immunitaire primaire,
lorsqu’un lymphocyte T naif reconnait son antigéne. Cette reconnaissance résulte en
I’activation de celui-ci ainsi qu’a un processus d’expansion clonale et au développement de
fonctions effectrices appropriées face a I’antigéne en question. L’élimination et la diminution
progressive de 1’antigéne seront suivies par une réduction de la population cellulaire effectrice
par divers processus apoptotiques. Seulement un nombre réduit de cellules, en collaboration
avec des signaux immunitaires spécifiques, survivront et deviendront la base de la mémoire
immunologique. Il est important de noter qu’a travers ces ¢veénements, un équilibre
homéostatique est maintenu d’autant plus qu’il s’agit de processus indépendants entre les
cellules naives et les cellules mémoires (Tanchot and Rocha 1998). De facon simpliste, les
lymphocytes T naifs sont renouvelés par des cellules fraichement émigrées du thymus alors
que le renouvellement des lymphocytes T mémoires dépend de 1’activation de lymphocytes T
naifs et de leur maturation vers un phénotype mémoire, de leur maintien et de leurs
réactivations lors d’une seconde exposition a un antigéne donné. L’apport continuel de
lymphocytes naifs du thymus ne doit pas entraver le développement et le maintien des cellules
mémoires. De plus, I’expansion clonale massive résultant de I’activation des lymphocytes T
naifs ou de la réactivation des lymphocytes T effecteurs mémoires ne doivent pas nuire a

I’arrivée de nouveaux lymphocytes naifs (Bevan and Goldrath 2000).

La différenciation des lymphocytes naifs et mémoires ainsi que notre capacité a
identifier a quelles catégories les cellules étudiées appartiennent font toujours 1’objet d’études
importantes. Or, chez I’€tre humain, I’une des premicres différences phénotypiques utilisées
pour permettre la différenciation entre ces deux populations fut ’utilisation des isoformes de
la protéine de surface CD45, une phosphatase incluse dans la signalisation cellulaire. Celle-ci

est exprimée sous la forme CD45RA par les lymphocyte naifs et sous la forme CD45RO sur
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les lymphocytes mémoires (Mackay 1993). L’une des différences entre CD45RA et CD45RO
réside dans la longueur de la protéine; 1I’isoforme CD45RO est le plus court, ce qui faciliterait
I’activation subséquente de la cellule. Les notions d’identifications des lymphocytes naifs et
mémoires sur la base de I’expression des isoformes de CD45RA et CD45RO sont renforcées
par la migration quasi exclusive des lymphocytes T naifs (CD45RA) vers les tissus
lymphoides et celle des lymphocytes T mémoires (CD45RO) vers la périphérie (Mackay
1993). La présence du CCR7, un récepteur de chimiokine ayant un role dans la migration
cellulaire vers les tissus lymphoides secondaires, est aussi observée sur les lymphocytes T
naifs. Par ailleurs, ce récepteur permet de différencier deux sous-types de lymphocytes T
mémoires; les lymphocytes T effecteurs mémoires (Tem) n’expriment pas ce récepteur alors
que les lymphocytes T mémoires centraux (Tcm) I’expriment. Ces lymphocytes mémoires ont
différents roéles dans DI’immunité adaptative. En effet, les lymphocytes Tcm sont
préférentiellement situés dans les organes lymphoides secondaires ou, lorsqu’ils sont
réexposes a leur antigéne, peuvent proliférer et se différencier trés efficacement entre autres en
lymphocytes Tem revue par (Lanzavecchia and Sallusto 2000, Sallusto et al. 2004). Ces
derniers sont responsables de I’immunité protectrice mémoire en migrant directement vers les
sites d’inflammation et en possédant plusieurs fonctions effectrices telles qu’une production

d’interféron-y (IFN-y), d’IL-4, d’IL-5 et/ou de perforine (Sallusto et al. 1999).

2.5 Les lymphocytes Th1/Tcl

Associés a D'immunité a médiation cellulaire, les lymphocytes Thl/Tcl sont
caractérisés par leur production d’IL-2, du facteur nécrosant tumoral (TNF) et d’IFN-y. Leur
polarisation est favorisée par la présence d’IL-12, d’IFN-y ainsi que par ’activation des
molécules de signalisation STAT1 (Signal transducer and activator of transcription) et/ou
STATA4. Ces dernicres favorisent I’expression du facteur de transcription T-bet situé au cceur
du fonctionnement et de la différenciation des Th1/Tcl. Par ailleurs, les lymphocytes Th1/Tcl
expriment préférentiellement les récepteurs des chimiokines CCRS et CXCR3 (Abbas et al.
1996, Rengarajan et al. 2000, von Andrian and Mackay 2000). Ils contribuent aux réponses
immunitaires dirigées contre des bactéries et des virus intracellulaires par I’activation des

mécanismes cytotoxiques qu’ils supportent.
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2.6 Les lymphocytes Th2/Tc2

Associés a I’'immunité humorale, les lymphocytes Th2/Tc2 produisent plusieurs
cytokines telles que 1I’'IL-4, I’IL-5, et I’IL-13. Leur polarisation est induite par la présence
d’IL-4 et par ’absence d’IL-12, par I’activation de STAT6 et du facteur de transcription
GATA-3 (séquence d’ADN GATA reconnaissent le facteur de transcription 3). Ils expriment
aussi les récepteurs de chimiokines CCR3 et CCR4 (Sad et al. 1995, Abbas et al. 1996,
Rengarajan et al. 2000, Park et al. 2005). Ils ont un role dans I’élimination des parasites et
pathogenes extracellulaires et participent a la suppression des activés pro-inflammatoires des

cytokines sécrétées par les lymphocytes Th1/Tcl.

2.7 Les lymphocytes Th17/Tel7

Les lymphocytes Th17/Tcl7 sécrétent de I'IL-17A, I’'IL-17F, I’'IL-21 ainsi que de I’IL-
22. Leurs actions sont dirigées contre des pathogenes extracellulaires tels que les bactéries
extracellulaires et les champignons. Ils expriment le récepteur de chimiokine CCR6. Pour les
différencier des autres sous-populations, la co-expression de CCR4 et de CCR6 ou
I’expression de CCR2 en I’absence de CCRS peut étre utilisée revue par (Miossec et al. 2009).
Leur différenciation cellulaire nécessite le facteur de croissance de transformation (TGF-f)
(transformation growth factor-f) en combinaison avec I’IL-6 ou I’IL-21 ainsi que le facteur de
transcription RORYy (RAR-related orphan receptors gamma). Ceci induit 1’expression du
récepteur a I’IL-23 qui permet de terminer sa différenciation en Th17, sa survie ainsi que son
expansion (McGeachy et al. 2009). De plus, ils auraient un rdéle dans des maladies

inflammatoires et auto-immunes revue par (Miossec et al. 2009, Noack and Miossec 2014).

2.8 Les lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont un sous-type de lymphocytes T ayant un
role dans la modulation du systétme immunitaire. Ils peuvent étre subdivisés en deux sous-
types généraux : les Treg induits en périphérie CD4 Foxp3" (Forkhead boxp3) (iTreg) et les
Treg naturels Foxp3' (nTreg) originaires du thymus. Les deux sous-types peuvent étre
phénotypiquement et fonctionnellement distingués I’un de I’autre revue par (Chen and Kolls

2013). La différenciation des Treg dans le thymus est promue par une augmentation de
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I’affinité dans 1’interaction entre les peptides du soi et le CMH, alors que la différenciation des
iTreg périphériques semble plutot étre due a une réponse a un antigéne ¢étranger (Jordan et al.
2001, Apostolou et al. 2002, Hsieh and Rudensky 2005, Kretschmer et al. 2005, Hsieh et al.
2006, Lathrop et al. 2011). Par ailleurs, une démonstration de la distinction de la réponse du
TCR entre les nTreg et les iTreg a récemment été faite (Lathrop et al. 2011). De plus, malgré
un nombre significatif de geénes partagés entre les iTreg et les nTreg, ceux-ci sont
génétiquement distincts (Haribhai et al. 2009). La génération des iTreg dépend de la
présentation antigénique des CPA ainsi que d’un microenvironnement riche en TGF-§ et IL-2
(Kamphorst et al. 2010). La réduction de la réponse inflammatoire induite par les iTreg peut
étre bénéfique et/ou délétere selon le type et I’état de I'infection présente. Elles modulent la
réponse immunitaire par une ¢limination des réponses cellulaires par des mécanismes contacts
indépendants basés sur leur production de TGF-f, d’IL-10, d’IL-35 ainsi que d’autres facteurs
immunosuppressifs. Les nTreg modulent la réponse immunitaire par une élimination des
réponses cellulaires via des mécanismes contact dépendants requérant le complexe granzyme
B/perforine ou Fas/FasL. Ces cellules constituent une sous-population aux roles majeurs dans
la tolérance périphérique (Jonuleit et al. 2001) et revue par (Raimondi et al. 2007). Une
déficience de leur nombre ou de leurs fonctions a été associée a plusieurs maladies a caractere
auto-immunes revue par (Barbi et al. 2014). En effet, une diminution des lymphocytes Treg
périphériques a été observé dans plusieurs pathologies dont I’arthrite juvénile idiopathique
(Cao et al. 2004, de Kleer et al. 2004), I’arthrite psoriasique (Cao et al. 2004), I’association
mixte de cryoglobulinémie et hépatite C (Boyer et al. 2004), la maladie auto immune du foie
(Furuno et al. 2004), le lupus systémique érythémateux (Crispin et al. 2003, Liu et al. 2004),
ainsi que la maladie de Kawasaki (Furuno et al. 2004). De plus, lorsqu’une diminution des
Treg est observée, ceci correspond généralement a une activité pathologique plus élevée ou a
un pronostic plus grave pour la pathologie en question (Crispin et al. 2003, Boyer et al. 2004,
de Kleer et al. 2004, Furuno et al. 2004, Longhi et al. 2004). Par contre, une diminution des
Treg circulant n’est pas observée dans certaines maladies a caractéres auto immunitaires dont

la SEP (Putheti et al. 2004, Viglietta et al. 2004).
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2.9 Les lymphocytes T folliculaires

Les lymphocytes T folliculaires (Thf) sont localisés dans les centres germinatifs des
organes lymphoides secondaires. Ces cellules modulent ’activation des lymphocytes B par
leur expression de CD40L et la production d’IL-21. Le développement de cette population est
sous le contrdle du facteur de transcription Bcl-6 (B-cell lymphoma 6 protein) et est régulé par

les facteurs inductibles de costimulation (ICOS) revue par (Crotty 2011).

Th1/Tel

IFN-y, IL-2,
TNF

Lymphocytes T IL-4, IL-5,

IL-9, IL-13

IL-17A, IL-17F,
IL-21,IL-22,
IL-26, TNF-a,

TGFB, IL-10,
IL-35

Figure 2: Schématisation de la polarisation des lymphocytes.

Adapté de la revue de (Kolls 2013).

2.10 Les Lymphocytes T CD4"CD8" doubles positifs

L’existence des lymphocytes T CD4'CD8" DP dans le sang périphérique a été
rapportée il y a plus de 20 ans, représentant environ 1-2% des lymphocytes T en périphérie
(Quandt et al. 2014). 1l avait d’abord été proposé que 1I’expression des récepteurs CD4 et CD8,
servant de pilier dans la définition des rdles auxiliaires ou cytotoxiques des cellules, était

mutuellement exclusive et qu’une double expression était seulement possible dans les
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processus de la sélection thymique. Par contre, plusieurs études ont rapporté I’existence de DP
matures (Munschauer et al. 1993, Nascimbeni et al. 2004, Parel and Chizzolini 2004, Zloza
and Al-Harthi 2006). De plus, une subdivision des populations de DP a depuis été avancée et
fait toujours 1’objet de nombreux travaux (Zloza and Al-Harthi 2006, Waschbisch et al. 2014)
et revue par (Overgaard et al. 2015). La cytométrie en flux étant la technique utilisée pour
¢tudier les DP, leurs sous-populations sont généralement divisées par rapport a la force du
signal obtenue pour les marqueurs CD4 et CD8 ainsi que par la nature du corécepteur CD8
exprimé. La nomenclature généralement rencontrée fait état d une population désignée comme
CD4™°CD8™" lorsque les populations de CD8 expriment a nouveau le CD4 et de
CD4™°CD8Y* Jors de la situation inverse. Par contre, notons aussi I’existence d’une
population de CD4™°CD8"® (Zloza and Al-Harthi 2006). Seuls les DP CD4™'CD8"*
possédent une particularité au niveau de 1’expression du CDS; il est exprimé sous la forme
CD8aa contrairement au CD8af} retrouvé chez les autres sous-populations revue par (Parel
and Chizzolini 2004). Il est généralement accepté que les CD4"™°CD8"** sont une sous-
population de cellules T CD4 effectrices et hautement différenciés. Ceci est dii a I’analyse du
TCR qui s’apparente a celui des lymphocytes T CD4 et non des lymphocytes T CD8 simples
positifs ainsi qu’a I’expression oo des CD8 revue par (Parel and Chizzolini 2004). La
sensibilité et la véracité de la division des sous-populations des DP est jusqu’a présent trés
subjective étant donné I’absence d’un marqueur spécifique a cette et/ou a ces sous-populations

de lymphocytes T.

Les lymphocytes T DP ont été décrits dans différents modeles animaux (Xie et al.
2009) en plus d’avoir été détectés chez des personnes saines (Sala et al. 1993, Prince et al.
1994, Tonutti et al. 1994, Colombatti et al. 1998) ainsi que dans le processus normal de
vieillissement (Herndler-Brandstetter et al. 2007) dans la périphérie. Ils ont aussi été rapportés
chez des individus atteints de leucémies des cellules B et T en périphérie et en tant qu’infiltra
au niveau de lésions spécifiques (Bagot et al. 1998, Mizuki et al. 1998), dans différentes
pathologies a caractére auto-immunitaires telles que la myasthénie (Matsui et al. 1989),
I’idiopathie thrombose-cytopénie (Mizutani et al. 1985), la SEP au niveau périphérique et
dans le LCR mais absente des I€sions du SNC (Munschauer et al. 1993, Waschbisch et al.

2014), la polyarthrite rhumatoide (PR) en périphérie ainsi que dans les sites d’inflammations
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synoviaux (De Maria et al. 1987, Quandt et al. 2014), la thyroidite auto-immune (Iwatani et al.
1993) et enfin la sclérose systémique cutanée aux sites des Iésions (Parel et al. 2007). Les
lymphocytes T DP ont aussi été rapportés en périphérie dans la maladie de Parkinson
(Hisanaga et al. 2001) et dans des contextes d’infections virales tels que le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) (Kitchen et al. 2004, Frahm et al. 2012) et les virus des
hépatites B et C avec des différences au niveau intra hépatique et périphérique (Nascimbeni et
al. 2011). N’oublions d’ailleurs pas les cancers tels que les mélanomes (Desfrancois et al.
2010), le cancer du sein (Desfrancois et al. 2009), le syndrome de Sézary (Tournier et al.
2014) et de nombreux lymphomes associés a la présence de lymphocytes T DP (Wu et al.
2014) ou ils ont été observés en tant qu’infiltra au niveau des mélanomes et des sites des

[ésions.

Il a été démontré qu’il est possible d’induire en culture des lymphocytes T DP en
respectant certaines conditions spécifiques. En effet, lorsque des lymphocytes T CD4 sont
isolés et activés en culture en présence d’IL-4, une expression de novo de CD8aa peut étre
détectée a leur surface. De plus, il s’agit d’une expression réversible puisque les lymphocytes
T remis en culture en absence de 1’IL-4, mais en présence d’IL-2 perdent I’expression du CDS.
Cette expression permet aux lymphocytes de gagner des capacités cytotoxiques (Paliard et al.
1988, Brod et al. 1990). Lorsque les lymphocytes T CDS8 sont stimulés in vitro par
I’engagement de leur TCR et du CD28, I’induction de I’expression du CD4 par ces cellules est
directement proportionnelle a la force de la co-stimulation utilisée (Kitchen et al. 2002).
L’activation des lymphocytes T CD8 par des super antigénes tels que 1’entérotoxine B du
Staphylocoque (SEB) ou des mitogénes comme par exemple la phytohémagglutine (PHA) a
permis d’induire I’expression du CD4 sur des lymphocytes T CD8 (Sullivan et al. 2001).

Les lymphocytes T DP ne possédent pas de marqueur de cellule ayant fraichement
émigré du thymus. Ces cellules ont moins de cercle d’excision d’ADN (TREC) ainsi que des
télomeres plus courts. Ces données semblent indiquer que les lymphocytes T DP ne sont pas
des cellules ayant échappées ou quittées prématurément le thymus, mais qu’elles ont déja subi
des divisions cellulaires (Nascimbeni et al. 2004). Plusieurs études indiquent que les
lymphocytes T DP sont des cellules hautement activées ayant un phénotype mémoire pouvant

réagir plus efficacement a un antigéne viral que des lymphocytes T simples positifs. De plus,
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ces lymphocytes T ont des capacités cytotoxiques plus élevées que les lymphocytes T simples
positifs. Ils ont aussi une capacité¢ de dégranulation supérieure lorsque comparée aux

lymphocytes T simples positifs (Nascimbeni et al. 2004, Nascimbeni et al. 2011).

Une certaine variation a été rapportée entre les différentes sous populations de
lymphocytes T DP dans certaines conditions spécifiques (Hisanaga et al. 2001). L’une de
celles-ci concerne les infections aux hépatites B et C ou les patients infectés par le virus de
I’hépatite B ont un niveau plus élevé de CD4**CD8"™ et CD4™'CD8™ alors que les patients
atteints du virus de 1’hépatite C ont plutdt un niveau plus élevé de CD4™'CD8" (Nascimbeni
et al. 2011). Les populations de lymphocytes DP sont présentes en proportions plus
importantes dans le foie, organe de prédilection de ces virus, que dans le sang de ces individus
infectés. De plus, les lymphocytes T DP du foie ont un profil de marqueurs cellulaires plus
hétérogenes que leurs équivalents dans le sang périphérique des mémes donneurs infectés
(Nascimbeni et al. 2011). Les lymphocytes T DP représentent une population hautement
réactive chez les patients atteints du virus de I’immunodéficience humaine (VIH) qui
répondent indépendamment des compartiments traditionnels des lymphocytes T (Frahm et al.
2012). L’expression de CD4 sur les CD8 (CD4™*CD8"™") rend ces cellules susceptibles d’étre
infectées par le VIH ainsi que de répondre a I’'IL-16 dont le récepteur est le CD4 revue par
(Parel and Chizzolini 2004). Une étude effectuée sur des patients atteints de PR attribue aux
lymphocytes T DP un rdle probable dans I’inflammation illustré par leur production plus
¢levée d’IFN-y, d’IL-4 et d’IL-21 ainsi que par leur présence dans le liquide synovial de ces
patients (Quandt et al. 2014). Le groupe d'Overgaarde et collegues ont depuis peu publié une

excellente revue de littérature rassemblant les éléments ici abordés (Overgaard et al. 2015).

3.0 Signalisation cellulaire JAK-STAT

Les protéines Janus Kinases (JAKs) forment une famille regroupant quatre tyrosines
kinases (JAKI1, JAK2, JAK3 et TYK2 (Tyrosine Kinase 2)). Elles s’associent aux chaines des
récepteurs des cytokines et participent a la signalisation cellulaire par leur capacité de
phosphorylation des résidus de tyrosines (figure 3a). Ceci inclut autant une phosphorylation de
résidu tyrosine sur les chaines des récepteurs que sur les protéines STATs. Les protéines

STATs, une fois activées, ont la capacité de migrer vers le noyau dans le but de déclencher la
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transcription de geénes. Chez les mammiferes, il y a sept membres de la famille des STATSs:
STATI1-4, STATS5a, STATSb et STAT6. Bien que I’activation d’'une méme STAT puisse étre
effectuée par plusieurs cytokines, les STATs ont des fonctions biologiques essentielles et non

redondantes (Aittomaki and Pesu 2014).

Cytokine
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Antiparalléle
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Figure 3: La voie JAK-STAT.

A) Représentation schématique de la cascade de signalisation JAK-STAT. L’activation du
récepteur par la liaison de sa cytokine induit la phosphorylation des STATSs par les protéines
JAKs. Les STATs peuvent ensuite migrer vers le noyau et activer la transcription des génes
cibles. Adapté de revue de (Shuai and Liu 2003). B) Schématisation de la structure d’une
molécule STAT. Facteur de transcription formé de six domaines, on retrouve suite a
I’extrémité N-terminal un domaine (coiled-coil) suivi d’un domaine de liaison a I’ADN, d’une
séquence de liaison, d’un domaine SH2 et d’un domaine de transactivation. Adapté de la revue

de (Kiu and Nicholson 2012).



Les protéines JAK (figure 4) sont constituées de sept domaines conservés homologues
appelés JH 1 a 7 (Harpur et al. 1992). Le domaine tyrosine kinase (JH1) situé¢ en C-terminal
est suivi d’un domaine pseudo-kinase (JH2) (Saharinen et al. 2000, Yeh et al. 2000, Saharinen
et al. 2003) et d’un domaine similaire au SH2 (JH3 et une partie du JH4) (Bernards 1991,
Kampa and Burnside 2000). Le domaine JH4 est entrecoupé dans les régions SH2 et FERM.
La protéine se termine par une séquence ezrin, radixin, moesin ou FERM qui constitue les
domaines JHS5-7 situés en N terminal revue par (Yamaoka et al. 2004). L’image de
cristallographie en haute résolution a permis d’obtenir la structure des quatre domaines actifs
JAK (JH1) et montre une région hautement conservée et constituée d’un domaine kinase
bilobé revue par (Lucet et al. 2006, Williams et al. 2009, Chrencik et al. 2010, Kiu and
Nicholson 2012).
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Figure 4: Schématisation de 1’organisation structurelle des molécules Janus Kinases.

Les protéines JAKs possedent un domaine kinase en JH1 suivi d’un domaine pseudo-kinase en
JH2. Un domaine SH2 est formé de JH3 et en partie de JH4. Le domaine FERM englobe une
partie de JH4 jusqu’a JH7. Adapté de la revue de (Kiu and Nicholson 2012).

Chaque famille des protéines STATs est composée de sept motifs hautement
conservés : un domaine terminal en N (NT), un domaine Coiled-Coil (CC), un domaine central
de liaison a ’ADN (DBD), une région liante, un domaine SH2 suivi par un résidu tyrosine
kinase et en son C-terminal un domaine de transactivation (TAD) (figure 3b). Lorsque les

protéines ne sont pas activées, elles sont retrouvées sous la forme de dimeéres antiparalléles

19



formés par les interactions réciproques entre les régions N-terminal des STATSs correspondant
(Lackmann et al. 1998, Ndubuisi et al. 1999, Braunstein et al. 2003, Ota et al. 2004, Mao et al.
2005) et revue par (Kiu and Nicholson 2012). Lorsqu’un récepteur cellulaire est activé, deux
ou plusieurs protéines JAKs associées aux récepteurs sont rapprochés par 1’oligomérisation du
récepteur. Ce rapprochement permet 1’autophosphorylation et/ou la trans phosphorylation par
des JAKs opposés. Par la suite, les protéines STATSs, libres dans le cytoplasme, sont
relocalisées a un site de liaison situé au niveau du récepteur formé par la phosphorylation de
résidu de tyrosine par 1’action des protéines JAKs préalablement activées revue par (Kiu and
Nicholson 2012). Ceci est possible grace a I’interaction de leur domaine SH2 au résidu
phosphotyrosine du récepteur. Par la suite, les protéines JAKs attachées aux récepteurs
phosphorylent les résidus tyrosine des protéines STATs. Ceci induit un réarrangement spatial
du complexe dimérique des STATSs vers une forme active qui est un dimere paralléle stabilisé
par I’interaction réciproque des domaines SH2 et des phosphotyrosines entre deux protéines
STATs. Ce dimere actif migre ensuite vers le noyau afin d’induire la transcription de génes.
Les STATs possédent un signal de localisation nucléaire (NLS) sur lequel se lie des
importines, qui agissent en tant que chaperonnes dans le transport actif des STATs vers le
noyau (Melen et al. 2001, Fagerlund et al. 2002). Lorsque les STATs ne sont pas
phosphorylés, le site du NLS n’est pas accessible aux importines ce qui rend la translocation
vers le noyau impossible. Une fois dans le noyau, les dimeres de STATs se lient a une
séquence présente dans la région promotrice du gene cible. Lorsque les diméres de STATS se
séparent de I’ADN, on pense qu’ils subiraient un changement de conformation de paralléle a
antiparallele. Ceci exposerait la phosphotyrosine en C-terminal des STATs pour les activités
phosphatases subséquentes. La séparation du complexe STATs/ADN et la déphosphorylation
du résidu tyrosine sont requises pour que les STATSs puissent étre exportées hors du noyau
(Zhong et al. 2005, Mertens et al. 2006). Cette action requiere également un signal
d’exportation nucléaire (NES) et des facteurs d’exportations nucléaires. Ceci compléte le cycle
d’activation et de désactivation de la signalisation induite par les STATSs revue par (Kiu and
Nicholson 2012). II est intéressant de noter que ’activation des STATSs est un processus tres
rapide qui atteint son maximum en seulement 15-30 minutes suivant la stimulation des cellules

du sang mononuclées (PBMC) et des lymphocytes T humains (Montag and Lotze 2006).
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4.0 L’interleukine-15

4.1 La cytokine IL-15

L’IL-15 est une cytokine pléiotropique qui a été découverte simultanément par deux
laboratoires en 1994 (Burton et al. 1994, Grabstein et al. 1994). Elle appartient a la famille des
cytokines a quatre hélices alpha qui englobe aussi I’'IL-2, IL-4, IL-7, ’IL-9 et I'IL-21 (Giri et
al. 1995). Bien que I’expression d’acide ribonucléique messager (ARNm) de I'IL-15 est tres
commune, I’expression de la protéine est hautement régulée revue par (Waldmann and Tagaya
1999) particulierement au niveau post-transcriptionnel. Il existe en fait deux isoformes de
I’ARNm de I’IL-15 qui ont une distribution intracellulaire, un transport, une sécrétion et une
localisation endosomale différente montrant I’importance des signaux peptides dans les
multiples mécanismes controlant la production d’IL-15 (Meazza et al. 1996, Onu et al. 1997,
Tagaya et al. 1997, Gaggero et al. 1999, Kurys et al. 2000, Pereno et al. 2000). Les deux
isoformes résultent par contre en une protéine mature identique de 114 acides aminés (aa). La
différence réside dans la longueur des séquences signaux des précurseurs. Une chaine
terminale courte résulte en un entreposage intracellulaire de la cytokine et une chaine longue a
I’exportation de celle-ci (Gaggero et al. 1999, Kurys et al. 2000). De plus, la production tres
limitée de la protéine de I’'IL-15 pourrait refléter la nécessité de contrdler la présence d’une

cytokine ayant un grand potentiel pro-inflammatoire revue par (Verbist and Klonowski 2012).

L’IL-15 se lie avec une trés haute affinité au récepteur IL-15Ra avant son expression a
la surface des cellules productrices telles les DC (Dubois et al. 2002). Les cellules productrices
d’IL-15 produisant aussi I’IL-15Ra peuvent transporter et présenter la cytokine a leur surface.
Rapidement, I’expression de I’IL-15 peut étre stimulée par la présence de plusieurs cytokines
dont GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor), d’ ARNm a double brin,
d’oligonucléotide CpG non méthylé, par la présence de lipopolysaccharide (LPS) grace aux
Toll-like receptors (TLR) ainsi que par certaines infections virales. La présentation du
complexe IL-15/IL-15Ra a la surface des cellules productrices est responsable de la majorité
des effets in vivo de cette cytokine (Mclnnes and Gracie 2004, Huntington et al. 2011,
Chertova et al. 2013). La coordination de la production et de la présentation de I’'IL-15 par

I’IL15Ra par la méme cellule est trés importante pour la réponse des cellules T CD8
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mémoires, des cellules NK et des lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) (Burkett et al. 2004,
Sandau et al. 2004, Schluns et al. 2004, Mortier et al. 2008). Malgré 1’importance apparente de
I’IL-15 pour le bon fonctionnement de ces cellules, virtuellement aucune cytokine libre n’est
mesurée dans les liquides biologiques ou les surnageants des cellules activées qui expriment
un niveau considérable d’ARNm pour celle-ci (Dubois et al. 2002). Elle est plutot détectée
sous une forme biologiquement active formant un complexe avec le récepteur IL-15Ra étant
donné la force de liaison entre la cytokine et le récepteur alpha (Bergamaschi et al. 2012). Ce
complexe permet aussi a la cytokine de continuer son action bien apres le retrait de I’'IL-15 de
I’environnement par un principe de recyclage de I’IL-15 qui la lie a la membrane plasmique
des cellules. De plus, le complexe permet aussi une induction en frans a des cellules voisines a
des concentrations de I’ordre de picomolaire (Dubois et al. 2002). L’affinité de I’'IL-15Ra peut
étre expliquée par la présence de deux sites de reconnaissance pour I’'IL-15 en plus des
nombreux complexes d’interaction ioniques entre ceux-ci (Giri et al. 1995, Bernard et al.

2004).

4.2 Le récepteur de I’IL-15

Le récepteur de I'IL-15 nécessaire a la transduction de signal est composé de deux
sous-unités; I’'IL-15RB/CD122 et la chaine commune gamma c (yc)/CD132. Celles-ci sont
partagées avec le récepteur de 1’IL-2 et sont essentielles a la transduction du signal des deux
cytokines revue par (Waldmann et al. 1998, Waldmann and Tagaya 1999). La chaine
commune yc est aussi partagée avec les autres membres de la famille des cytokines a quatre
hélices alpha. De plus, de fagcon similaire a I’'IL-2, IL-15 se lie et induit un signal par le

complexe CD122/CD132 (Carson et al. 1994, Giri et al. 1994).

L’activation du récepteur (CD122/CD132) induit un signal intracellulaire passant par
trois voies majeures: JAK/STAT, MAPK (mitogen-activated protein kinase) et PI3K
(phosphoinositide-3-kinase)/Akt (protéine kinase B) (Hunt et al. 1999, Gu et al. 2000) et revue
par (Leonard 2001). La chaine CD122 active JAK1 qui induit la phosphorylation de STAT3,
alors que la chaine CD132 active JAK3 qui induit la phosphorylation de STATS (Miyazaki et
al. 1994, Lin et al. 1995) et revue par (Mishra et al. 2014).
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Figure 5: Présentation en 7rans de I’IL-15.

L’IL-15 est liée au récepteur IL-15a d’une CPA qui présente ensuite en 7rans a une cellule
adjacente a celle-ci. Le complexe IL-15/IL-15Ra se lie par la suite avec le récepteur de 1’IL-
15 (CD132/CD122) qui active les voies de signalisation Jak-STAT. Adapté de la revue de
(Zanoni et al. 2013).

4.3 Le role et les fonctions de I’IL-15

L’IL-15 possede plusieurs roles biologiques dont 1’induction de la différentiation et de
la prolifération des lymphocytes T et des cellules NK. Cette cytokine augmente les capacités
cytotoxiques des lymphocytes T CDS8 (Steel et al. 2012). L’ajout d’IL-15 aux lymphocytes T
augmente 1’expression de I’IL-2Ra (CD25), du CDI122 et de CD95 tout en réduisant
I’expression de CD27 revue par (Waldmann and Tagaya 1999). Cette cytokine a aussi des
propriétés de chimiotaxie sur les lymphocytes T, mais pas sur les lymphocytes B, les
monocytes et les neutrophiles (Wilkinson and Liew 1995, Mclnnes et al. 1996). L’IL-15

favorise plusieurs phénomenes associ€s a la survie des lymphocytes B et T activés en agissant
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entre autre, comme facteur de croissance et en inhibant certains mécanismes d’apoptose
(Marks-Konczalik et al. 2000, Waldmann 2002) en plus de stimuler les cellules ayant un
phénotype mémoire (Zhang et al. 1998). L’IL-15 favorise la différenciation et la synthese
d’immunoglobulines des lymphocytes B ainsi que la maturation des DC (Steel et al. 2012).

Plusieurs publications démontrent des fonctions divergentes de I’IL-15 au-dela du
systéme immunitaire. Par contre, plusieurs de ces fonctions ainsi que les mécanismes y étant
reliés sont encore mal compris. L’IL-15 aurait une implication physiologique dans
I’angiogenese (Angiolillo et al. 1997), dans I’hypertrophie musculaire squelettique (Quinn et
al. 2002), dans la décidualisation endométriale (Verma et al. 2000), dans la perméabilité de la
barriere hémato-encéphalique (BHE) (Stone et al. 2011) et dans la composition adipeuse de

I’organisme (Alvarez et al. 2002).

4.4 Les roles de I’IL-15 dans des pathologies inflammatoires et

auto-immunes

Les cytokines sont des éléments cruciaux de la régulation immunitaire. La dérégulation
d’une seule de celles-ci peut avoir des conséquences catastrophiques pour le maintien de
I’homéostasie. La polyarthrite rhumatoide, la maladie ceeliaque, I’arthrite psoriasique, le lupus
érythémateux disséminé, le diabete de type 1, 1’ostéo-arthrite ainsi que des maladies
inflammatoires chroniques intestinales sont tous des pathologies ou I’IL-15 serait impliquée de
pres ou de loin dans les mécanismes pathologiques. Cette cytokine aurait aussi des roles dans

des maladies impliquant le systéme nerveux central.

La maladie cceliaque est une maladie inflammatoire et auto-immune intestinale qui
survient suite a une exposition alimentaire au gluten; les réponses immunitaires innées et
adaptatives contribuent aux dommages intestinaux. L’augmentation chronique de 1’expression
de I’IL-15 dans I’épithélium (Jabri et al. 2000, Mention et al. 2003) et dans la Lamina propria
(LP) intestinale (Maiuri et al. 2000, Mention et al. 2003) sont des caractéristiques clés de la
pathologie. De plus, I’expression de 1I’IL-15 est proportionnelle aux dommages observés dans
les muqueuses (Di Sabatino et al. 2006). Cette surexpression differe entre les patients a

risque, les patients ayant un épisode actif de la maladie cceliaque et les patients ayant une dicte
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sans gluten. La surexpression répétitive de I’IL-15 dans la LP contribue a maintenir un
réservoir de cellules effectrices et mémoires spécifiques au gluten qui peut augmenter le
potentiel de développer la maladie. Malheureusement, les événements et les éléments menant
a I’augmentation de I’expression de I’IL-15 sont encore inconnus revue par (Abadie and Jabri
2014). L’expression d’IL-15 et d’IL-15Ra (ARN et protéine) est aussi plus €levée dans les
tissus des muqueuses des patients atteints d’autres maladies inflammatoires intestinales,
particuliérement ceux ayant des colites ulcéreuses (Nishiwaki et al. 2005). Une stimulation des
cellules de la LP par le LPS ou I'IFN-y résulte en une expression d’IL-15 qui n’est pas
retrouvée chez les témoins. Les lymphocytes T de la LP sont plus sensibles a 1’IL-15,
particulierement ceux des patients atteints de la maladie de Crohn (Liu et al. 2000). Dans la
maladie de Crohn, la surexpression de I’IL-15 par les PBMCs et les tissus a été liée aux
épisodes actifs de la maladie. Par contre, un role protecteur de I’'IL-15 a aussi été avancé pour

contrer la réponse Th1 exagérée dans la maladie de Crohn (Silva et al. 2005).

La polyarthrite rhumatoide est une maladie inflammatoire chronique des jointures
fortement associée a des mécanismes immuns avec une implication des lymphocytes T. Une
¢lévation des niveaux de I'IL-15 dans le sérum et le liquide synovial des patients a été
rapportée (Mclnnes et al. 1996, Petrovic-Rackov and Pejnovic 2006) ainsi que sa détection
dans les fibroblastes synoviaux (Miranda-Carus et al. 2004). L’IL-15 est impliquée dans
plusieurs aspects immunologiques en relation avec la PR (Mclnnes et al. 2003). Plus
récemment, 1’utilisation de petit ARN interférent (pARNi) contre la chaine  du récepteur de
I’IL-15, qui est aussi partagée avec 1’IL-2, dans un mod¢le induit de PR chez le rat a exposé ce

récepteur comme cible thérapeutique potentielle (Zhang et al. 2013).

L’arthrite psoriasique (APs) est une inflammation arthritique associée au psoriasis
(Gladman et al. 2005). Une de ses caractéristiques est une élévation de I’'IL-15 dans les tissus
synoviaux affectés. Ceci a comme conséquence 1’augmentation des capacités cytotoxiques des
lymphocytes T CD8 et des cellules NK présentes, une condition reproduite lors de I’incubation
des NK périphériques avec de I'IL-15 (Tang et al. 2013). Cette étude avance aussi que la
destruction de tissus spécifiques ne se ferait pas via la reconnaissance d’un antigéne du soi,

mais par I’expression d’IL-15 et de ligands de stress cellulaires.
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Le lupus érythémateux disséminé est une maladie auto-immune caractérisée par le
dépot de complexes immuns composés d’anticorps dirigés contre des antigénes du soi au sein
de plusieurs organes et structures ayant des conséquences inflammatoires et nécrotiques (Mills
1994). Les échantillons de sérum des patients ont une concentration d’IL-15 plus élevée que
les témoins (Park et al. 1999, Aringer et al. 2001, Baranda et al. 2005). Par contre, I’évaluation
in vitro des lymphocytes des patients démontrent une activation déficiente face a la cytokine
dont les résultats pointent vers un dysfonctionnement du récepteur ou des étapes de la
transduction du signal (Baranda et al. 2005). Au niveau thérapeutique, une étude clinique
concernant un inhibiteur de la signalisation cellulaire de I’IL-15 et qui a déja été utilisé pour la

PR est présentement en cours (Clark et al. 2013).

Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune dans laquelle les cellules
pancréatiques produisant 1’insuline sont détruites par des lymphocytes T auto-réactifs revue
par (Chen et al. 2013). Une exposition in vitro des ilots de Langerhans au virus de coxsackie
ou a IFN-y induit une augmentation de 1’expression des genes de 1’IL-15 et de I'IL-15Ra
(Ylipaasto et al. 2005). Les niveaux de I’'IL-15 et de I’IL-15Ra sont plus élevés dans le sérum
des patients atteints de diabeéte de type 1 comparativement a des témoins (Kuczynski et al.
2005, Chen et al. 2012). Une étude sur un modele murin démontre 1’importance de 1I’IL-15
dans I’activation initiale des lymphocytes T CD8 et des APC impliqués dans la pathologie et
de son potentiel en tant que cible thérapeutique (Bobbala et al. 2012).

L’ostéoarthrite est une pathologie dégénérative des articulations qui résulte en une
destruction du cartilage mou. La concentration d’IL-15 évolue avec la pathologie, mais est
plus élevée au début de celle-ci (Scanzello et al. 2009). 1l existe aussi une corrélation entre la
concentration d’IL-15 dans le sérum et de la sensation de douleur ainsi que de la sévérité des

Iésions révélées par radiographie (Sun et al. 2013).

4.5 I’IL-15 et le systéme nerveux central

Les ARNm codant pour I'IL-15 et I'IL-15Ra sont exprimés constitutivement dans
plusieurs régions du SNC, I’expression est modifiée lors du développement chez la souris et
I’humain (Hanisch et al. 1997, Kurowska et al. 2002). De plus, une augmentation de

I’expression de ’ARNm de I’IL-15 a été rapportée dans différentes régions du SNC lors de
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travaux in vitro portant sur le modele de I’EAE (Wu et al. 2010). Toutefois, la disponibilité de
la cytokine au niveau de la protéine n’est toujours pas connue. Par contre, son expression reste
fortement controlée a de multiples niveaux ce qui signifie qu’un changement au niveau de
I’ARNm ne se traduit pas automatiquement par une modification de la disponibilité de la

protéine (Steel et al. 2012).

Plusieurs chercheurs ont tenté de déterminer s’il existe un lien entre I'IL-15 et le
systeme nerveux central (SNC) en conditions pathologiques. Un mode¢le d’étude sur 1’origine
de la douleur neuropathique a révélé qu’une blessure du systéme nerveux périphérique
entraine une modulation de 1’expression de I’IL-15 (ARNm et protéine) dans le SNC (Gomez-
Nicola et al. 2008). Des travaux menés sur la maladie de Parkinson mettent en lumicre les
difficultés inhérentes a 1’évaluation de la cytokine libre dans le sérum ou seulement quelques
pg/ml sont détectés (Gangemi et al. 2003, Rentzos et al. 2007). Une situation semblable est
retrouvée dans les résultats portant sur la maladie de I’ Alzheimer ou I’IL-15 circulant dans le
liquide céphalo-rachidien LCR est mesurée dans un ordre de grandeur similaire (Engelborghs
et al. 1999, Gomez-Tortosa et al. 2003, Rentzos et al. 2006). Il est donc tres difficile de tirer
des conclusions sur le ou les réles potentiels de I’IL-15. De plus, ces travaux reposent sur
I’évaluation de la forme soluble de la cytokine alors que celle-ci est plutot retrouvée lié au
récepteur IL-15Ra a la surface des cellules pouvant présenter la cytokine. Un retour sur ces
pathologies en tenant compte de la biologie particuliere de I’'IL-15 pourrait s’avérer plus

prometteur.

4.6 L’IL-15 et la sclérose en plaques

Chez les patients atteints de la scléroses en plaques (SEP) pathologie qui sera discutée
plus en profondeur dans la prochaine section, les niveaux mesurés de I’IL-15 sont plus élevés
dans le sérum et les PBMCs comparativement aux donneurs sains tant au niveau de ’ARNm
que de la protéine (Kivisakk et al. 1998, Pashenkov et al. 1999, Blanco-Jerez et al. 2002,
Vaknin-Dembinsky et al. 2008, Schneider et al. 2011). Au niveau du sérum, cette différence
est plus prononcée chez les patients atteints de la forme progressive de la SEP méme si des
niveaux faibles ont aussi été rapportés (Kivisakk et al. 1998, Pashenkov et al. 1999). De plus,

I’augmentation de ’ARNm est plutdt détectée chez les patients en rechute que chez les
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patients stables (Blanco-Jerez et al. 2002) ainsi que dans les plaques actives (Baranzini et al.
2000). Ceci suggere que I'IL-15 pourrait étre un facteur d’activation dans les réactions

d’inflammation observées dans la SEP (Rentzos and Rombos 2012).

Par ailleurs, le complexe IL-15/IL-15Ra est exprimé par une plus grande proportion de
lymphocytes B (CD19) et de monocytes (CD14) chez les patients atteints de la SEP (Vaknin-
Dembinsky et al. 2008, Schneider et al. 2011). Ces cellules représentent une source suffisante
et fonctionnelle de la cytokine permettant d’augmenter la migration a travers la BHE et la
capacité a ¢liminer les cellules gliales des lymphocytes T CD8 (Schneider et al. 2011). De
plus, les lymphocytes T CD8 sont retrouvés en plus grand nombre pres des sites de 1ésions de

SEP contenant des cellules productrices d’IL-15 (Saikali et al. 2010).

L’IL-15 influence aussi la survie des lymphocytes T CDS effecteurs et mémoires ainsi
que les cellules NK en plus de leur potentiel cytotoxique dans la SEP (Liu et al. 2007, Liu and
Gao 2007, Chen and Freedman 2008, Correale and Villa 2008, Saikali et al. 2010). Plus
récemment, ’étude in vitro de la cytokine a révélé qu’elle influence aussi d’autres
populations cellulaires tels les lymphocytes T CD4 CD28, une population cytotoxique et pro-
inflammatoire, pouvant augmenter leur potentiel pathologique dans la maladie (Broux et al.
2015). L’IL-15 augmente aussi I’expression du NKG2D sur les lymphocytes T CDS et les
cellules NK (Zarogoulidis et al. 2014) dont I’interaction avec son ligand a été associé a une
activé de cytotoxicité envers le SNC (Saikali et al. 2007). L’IL-15 cause une augmentation de
I’expression de CXCR3, une molécule associée a la migration des cellules immunitaires vers
la périphérie et le SNC (Williams et al. 2014). Dans la SEP ce récepteur est surexprimé et
présent sur la majorité des lymphocytes T présents dans le LCR (Mazzi 2015). De plus, un des
ses ligands (CXCL10) est fortement exprimé dans les lésions démyélisantes du cerveau

(Balashov et al. 1999).

Toutefois, il existe certains travaux qui mettent en lumiére certaines caractéristiques
conflictuelles de I'IL-15 dans I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), le
modéle murin de la SEP, qui sera élaboré ultérieurement. Les lymphocytes T CD8 CD122",
sensibles a I’[L-15, seraient une sous-population de lymphocytes T CD8 bénéfiques dans
I’EAE qui diminueraient la production d’IL-17 des Th17 (Yu et al. 2014). L’IL-15 serait aussi
bénéfique pour les lymphocytes T CD8 CD38"™, une petite population cellulaire qui
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inhiberait les lymphocytes T CD4 effecteurs (Bahri et al. 2012). Les souris du mode¢le de
I’EAE dont le géne codant pour I’IL-15 ou de son ligand ont été neutralisé ont une évolution
plus sévere de la pathologie (Gomez-Nicola et al. 2010, Wu et al. 2010). Conséquemment, un
traitement a 1’IL-15 a été bénéfique aux symptomes locomoteurs de ces souris (Wu et al.
2010). Toutefois, la cohorte de souris utilisée (femelles SJL/J de deux mois, laboratoire
Jackson, IL-15 KO C57BL/6NTac-IL—15thmx, Taconic et leurs controle C57TBL/6NTac) n’a
eu qu’une forme légere de ’EAE; 1’aspect bénéfique avancé n’a donc été que trés modeste.
De plus, les souris déficientes pour I’IL-15 depuis la naissance ont un systéme immunitaire
altéré; le nombre de plusieurs types de cellules immunitaires est fortement diminué (Kennedy
et al. 2000, Koka et al. 2003). Les résultats obtenus dans d’autres modeles de pathologies
inflammatoires suggerent que 1I’IL-15 augmente les réponses déléteres. Par exemple, plusieurs
rapportent que I’'IL-15 augmente la production d’IL-17 une cytokine inflammatoire, par les
lymphocytes T humains et de souris (Ziolkowska et al. 2000, Wan et al. 2011). Une étude plus
approfondie de I’IL-15 dans le contexte de la SEP et de ses mod¢les animaux sera donc

nécessaire afin d’élucider le role de cette cytokine.

5.0 La sclérose en plaques

La SEP est une maladie inflammatoire du SNC. Elle est caractérisée par une
démy¢linisation, une perte axonale, I’activation de cellules gliales, ’infiltration de cellules
immunes et une inflammation locale. Il s’agit d’une maladie chronique qui affecte
approximativement 2.3 millions d’individus a travers le monde (Browne et al. 2014). Bien que
le ou les facteurs menant au déclenchement de la pathologie soient toujours inconnus, des
facteurs génétiques et environnementaux ont été liés a la pathologie. L’infection par le virus
d’Epstein-Barr (EVB) et la mononucléose qu’il cause, une faible exposition a la lumiére, une
déficience en vitamine D et la cigarette sont des facteurs de risque environnementaux qui ont
¢été assocics au développement de la SEP revue par (Milo and Kahana 2010). Plus récemment,
la consommation de sodium a été associce a 1’activation des cellules Th17 pathologiques dans
la SEP (Kleinewietfeld et al. 2013, Wu et al. 2013). Ceci pourrait partiellement expliquer
I’augmentation d’incidence de la maladie observée a travers le monde. Génétiquement, la SEP

est une pathologie complexe. En effet, plusieurs études ont montré une augmentation du risque
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lorsqu’un membre de la famille est affecté. Par contre, lorsqu’un jumeau monozygote est
atteint, le deuxiéme n’a que 30% de risque de développer aussi la pathologie. Plusieurs
explications ont été avancées pour expliquer 1’héritabilité génétique incompléte de la SEP. 11
pourrait s’agir d’une interaction entre les geénes impliqués et le contexte environnemental
(Hauser et al. 2013). Jusqu’a présent, plus de 20 régions de mutation des locus ont été
identifiées, ayant individuellement, une faible incidence dans le risque de développer la
maladie (International Multiple Sclerosis Genetics et al. 2011). Parmi eux, notons les
modifications du CMH et particulierement ceux du locus de HLA-DRBI1 (antigéne de
leucocytes humain-DRB1), impliqué dans le systéme immunologique et qui représentent
jusqu’a présent, le plus haut risque individuel de développer la maladie revue par (Habek et al.
2010). De plus, les genes reliés a I'immunité sont généralement surreprésentés,
particulierement ceux associés a la différenciation des lymphocytes T auxiliaires ce qui
suggere leurs importances dans la pathologie (International Multiple Sclerosis Genetics et al.

2011).

5.1 Les caractéristiques cliniques

Les caractéristiques cliniques de la SEP sont trés variables au niveau des symptomes
neurologiques. Ceci est di a la localisation des zones atteintes, des attaques pathologiques ou
de la progression de la maladie. Généralement, elle inclut une paralysie ou faiblesse de la zone
affectée, une faiblesse neuronale motrice et une atteinte visuelle. Une atteinte cognitive peut
aussi étre observée (Compston and Coles 2008). Cliniquement, 1’apparition de nouveaux
signes pathologiques, 1’évolution ou le maintien de ceux déja existants sont des symptomes
associés a une activité ou a une progression de la maladie. De plus, 1’espérance de vie des
personnes atteintes est réduite en moyenne de 7 a 10 ans avec des atteintes physiques qui
demandent un support approprié (Kremenchutzky et al. 2006). L’hétérogénéité¢ dans
I’évolution de la maladie et dans la composition des plaques observées chez les patients
suggerent que la SEP est un syndrome neurologique plutdét qu’une seule pathologie
(Lucchinetti et al. 2000). Malgré tout, la SEP est cliniquement subdivisée en plusieurs formes

dont les principales sont: le syndrome clinique isolée (la forme précoce de la SEP), la forme
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cyclique, la forme progressive primaire, la forme progressive secondaire, et la forme

progressive récurrente (Goldenberg 2012).

La majorité des patients débutent avec une forme cyclique de la pathologie (80-90%),
c'est-a-dire une pathologie caractérisée par I’apparition de divers signes et symptdmes suivis
d’un rétablissement partiel ou total de ceux-ci. Lorsque la maladie progresse, le nombre de
rechute diminue. En revanche, les patients entrent dans une phase secondaire progressive
caractérisée par une diminution de I’inflammation, mais une augmentation des symptomes
handicapants. Une petite fraction des patients atteints de la SEP n’auront pas de rechute, mais
développeront plutdt une forme progressive primaire de la pathologie revue par (Goldenberg
2012). Les patients atteints de la forme cyclique ont souvent de séveres 1ésions détectées au
niveau du SNC revue par (Hemmer et al. 2002) L’inflammation n’est pas aussi importante
dans la forme progressive primaire de la SEP et dans la forme progressive secondaire de la
SEP. Par contre, ces formes sont caractérisées par une atrophie du SNC qui suit 1’évolution

des symptomes déstabilisants revue par (Hemmer et al. 2002, Mohebiany 2011).

5.2 Le diagnostic

Le diagnostic de la SEP se base sur la démonstration de signes et symptomes
attribuables a des lésions disséminées a travers I’espace et le temps et [’exclusion de toutes
autres pathologies qui pourraient présenter des signes similaires a ceux associés a la SEP. Il
n’existe malheureusement aucun examen de laboratoire définitif pour diagnostiquer la SEP.
Par contre, plusieurs tests peuvent supporter le diagnostic clinique dont une analyse du LCR
qui démontre la présence de bandes oligo-clonales (OCBs) d’immunoglobulines qui sont
absentes du sérum et qui suggere la production d’anticorps a I’intérieur méme du SNC, malgré
que ceci ne soit pas spécifique a la pathologie. Plus récemment, I’imagerie cérébrale par
résonnance magnétique est devenue 1’examen le plus sensible pour détecter et démontrer la
présence de Iésions au niveau du SNC. Cette technique est utilisée pour supporter le diagnostic
et estimer 1’activité pathologique de la maladie. Elle permet aussi de mesurer 1’atrophie
cérébrale et la perte axonale. Elle est utilisée en tant que mesure pour déterminer 1’efficacité

des essais cliniques (Ceccarelli et al. 2012).
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5.3 La Barriére hémato-encéphalique et la SEP

La BHE est une structure dynamique composée de cellules endothéliales spécialisées
qui séparent le SNC de la circulation systémique. Elle englobe aussi une interaction entre les
astrocytes, particulierement les processus glia limitans et la présence de jonctions serrées entre
les cellules endothéliales (Russi and Brown 2014). La BHE a comme fonction le maintien de
I’homéostasie du SNC ainsi que 1’optimisation du microenvironnement pour les fonctions
neuronales. Pour cela, elle contrdle, entre autre, I’entrée des cellules et des molécules pouvant
migrer dans le SNC. En condition physiologique normale, seulement un nombre limité de
cellules immunitaires peuvent pénétrer la BHE. Ceci inclut les lymphocytes T qui le font dans
un processus d’immuno-patrouille du SNC afin d’assurer un processus de restriction et de

contrdle des agents pathogeénes possiblement présents (Larochelle et al. 2011).

L’infiltration importante de cellules immunitaires au SNC observée chez les patients
atteints de la SEP s’effectue grace a la migration de ces cellules a travers la structure de la
BHE. La BHE est déstabilisée chez les patients atteints de cette pathologie; par contre,
I’élément primaire déclenchant une telle déstabilisation demeure inconnu. La migration des
cellules immunitaires a travers la BHE compte plusieurs étapes qui de facon simplifiée inclut
I’activation des cellules, le roulement de celles-ci a la surface de 1’épithélium de la BHE, leur
arrét suivi de I’induction des séquences de la transmigration a travers la BHE. Chaque étape
demande une interaction entre la BHE et la cellule en question par I’implication de différentes
molécules d’adhérence dont I’expression est souvent modifiée dans le contexte de la SEP. Les
bénéfices cliniques importants suite a 1’utilisation de thérapies bloquant la migration de
lymphocytes chez les patients de la SEP soulignent 1’importance de I’interaction entre des
lymphocytes T activés et la BHE dans la formation de 1¢ésions reliées a la SEP (Polman et al.
2006). Par contre, I’élimination complete de la migration des lymphocytes a travers la BHE
arréte ¢galement toute forme d’immuno-surveillance, ce qui a comme conséquence
I’apparition de graves problemes d’infections dans le SNC chez certains patients revue par
(Major 2010). Cette situation fait apparaitre le besoin de bloquer spécifiquement certaines
sous-populations de cellules périphériques néfastes dans le déroulement pathologique de la
SEP sans influencer le fonctionnement des autres sous-populations cellulaires (Arbour and

Prat 2015).
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5.4 Le role des lymphocytes T dans la SEP

Historiquement, I’implication des lymphocytes T a toujours été considérée comme
majeure dans la pathologie de la SEP. Plusieurs facteurs ont influencé 1’établissement rapide
de cette pensée, dont I’utilisation du modele murin de ’EAE. Ceci est secondé par la forte
association génétique entre la SEP et des genes du CMH de classe II revue par (Gourraud et al.
2012). L’EAE est induite par I’immunisation avec des peptides de la myéline ou par transfert
adoptif de lymphocytes T réactifs a la myéline revue par (Holmoy and Hestvik 2008). Les
lymphocytes T activés et auto-réactifs contre des antigénes de la myéline induisent des signes
et des symptdmes similaires a la SEP. Par contre, la pathologie humaine comporte un degré de

complexité bien plus grand que celle présente dans I’EAE (Steinman 2001).

Le répertoire normal du systeme immunitaire des €étres humains contient une certaine
quantité de lymphocytes T auto-réactifs revue par (Walker and Abbas 2002). Parmi ceux-ci,
certains lymphocytes reconnaissent des antigénes associés aux protéines de la myéline; ces
lymphocytes T auto-réactifs sont détectés en proportions similaires ou plus élevées dans le
sang des patients atteints de la SEP lorsque comparés avec des témoins sains (Crawford et al.
2004, Berthelot et al. 2008, Elong Ngono et al. 2012). Toutefois, plusieurs études démontrent
que les lymphocytes T réagissant spécifiquement contre la myéline chez les patients atteints de
la SEP possedent des caractéristiques différentes de ceux obtenus chez les donneurs sains. En
effet, les lymphocytes T auto-réactifs des patients, activés par des peptides de la myéline,
sécretent plus de cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IFN-y et TNF) (Sharief and Thompson
1993, Strunk et al. 2000, Zang et al. 2004). De plus, les patients ont une proportion plus élevée
de lymphocytes T a haute affinité et de phénotypes activés a la fois dans le sang et le LCR
(Allegretta et al. 1990, Chou et al. 1992, Zhang et al. 1994, Vandevyver et al. 1995, Bielekova
et al. 2004). Des tests cliniques subséquents ont démontré 1’aspect pathogénique in vivo des

lymphocytes T réactifs a la myéline (Bielekova et al. 2000, Arbour and Prat 2015).

5.4.1 Le role des lymphocytes T CD4 dans la SEP

Le déclenchement de ’EAE dans un mod¢le murin suivant le transfert de lymphocytes
T CD4 spécifiques a la myéline sécrétant de I’'IFN-y (Fletcher et al. 2010, Lovett-Racke et al.
2011) et la détérioration des patients atteints de la SEP suivant I’injection d’IFN- y (Panitch et
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al. 1987, Panitch et al. 1987) sont les éléments qui ont pointé les lymphocytes Thl et leur
production de cette cytokine inflammatoire comme responsables de 1’induction de Ila
pathologie (Arbour and Prat 2015). En contrepartie, 1’utilisation d’un modele murin déficient
pour le récepteur de I'IFN-y (Ferber et al. 1996, Willenborg et al. 1996) et la neutralisation de
la cytokine ont augmenté la sévérité¢ de la pathologie (Lublin et al. 1993) démontrant que
d’autres médiateurs immunologiques sont impliqués dans cette pathologie. Par la suite, une
nouvelle sous-population lymphocytaire fut découverte, portant le nom de Thl17. De plus,
comme les Thl, le transfert de lymphocytes auto-réactifs Th17 est suffisant pour induire
I’EAE dans des souris naives (Langrish et al. 2005, Kroenke et al. 2008, Stromnes et al. 2008).
Par contre, la déficience pour 1’'une des cytokines produites par les Th17, IL-17, IL-21 ou IL-
22, ne protege pas contre I’induction de ’EAE (Codarri et al. 2013) démontrant que ces
cytokines ne sont pas essentielles a la pathologie. Toutefois, le GM-CSF produit par les deux
sous-populations Thl et Th17 (Codarri et al. 2011, El-Behi et al. 2011) est maintenant
considéré comme un facteur critique dans 1’inflammation auto-immunitaire du SNC. En effet,
des souris déficientes en GM-CSF sont résistantes a I’induction de ’EAE et I’administration

de cette cytokine aggrave la pathologie dans des modeles murins (McQualter et al. 2001).

Chez I’étre humain, une élévation des cytokines Thl (IFN-y) et Th17 (IL-17, IL-22)
ainsi que du GM-CSF est détectée dans le LCR et le SNC des patients, spécialement durant la
phase active de la pathologie (Carrieri et al. 1998, Monteyne et al. 1999, Kebir et al. 2009,
Mellergard et al. 2010). Plus de 70% des lymphocytes T détectés dans les lésions chroniques
et séveres expriment de I’IL-17 (Kebir et al. 2007, Tzartos et al. 2008). Il y a aussi des
lymphocytes T CD4 activés qui produisent simultanément de I’IFN-y et de I’IL-17 dans le
cerveau de patients atteints de la SEP. De plus, ces cellules subissent une expansion
préférentielle lorsqu’elles sont obtenues du sang de patients présentement en rechute. Elles ont
aussi une plus grande capacité a traverser la BHE humaine (Kebir et al. 2009). Les cytokines
clés de la différenciation des Th1/Th17 telles que I’IL-12 et I’IL-23 sont retrouvées a de plus
hauts niveaux dans le LCR et/ou le SNC des patients SEP comparé a des témoins (Link 1998,
Li et al. 2007). Malheureusement, I’utilisation d’un anticorps contre la sous-unité¢ commune de
leur récepteur n’a pas apporté d’amélioration clinique dans le cadre du traitement des patients

atteints (Segal et al. 2008, Vollmer et al. 2011).
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De plus, un sous-type de lymphocyte T CD4 ayant des propriétés cytotoxiques peut
aussi participer aux événements menant aux dommages tissulaires. Il a été¢ démontré que des
lymphocytes T CD4 qui expriment le NKG2C en plus de marqueurs tels le CD56, le NKG2D
et le granzyme B sont plus nombreux dans le sang périphérique des patients SEP. Ces cellules
ont la capacité d’éliminer des oligodendrocytes humains qui expriment le HLA-E, le ligand de
NKG2C (Zaguia et al. 2013). Finalement, ces cellules sont détectées au sein des 1ésions du

SNC des patients atteints de la SEP.

5.4.2 Le role des lymphocytes T CD8 dans la SEP

Contrairement a I’élimination de la vaste majorité des lymphocytes T via ’utilisation
de l’anticorps anti-CD52, une glycoprotéine a la surface des lymphocytes matures
(Investigators et al. 2008), la déplétion des lymphocytes T CD4 n’a pas eu d’effet bénéfique
chez les patients atteints de la SEP (van Oosten et al. 1997). Ces observations ont incité la
communauté scientifique a étudier la contribution des autres populations lymphocytaires dans
la pathobiologie de la SEP. Les lymphocytes T CD8 ont déja été impliqués dans de nombreux
processus auto-immunitaires ciblant différents organes (Liblau et al. 2002). De nombreux
travaux pointent vers une participation active des lymphocytes T CD8 dans les 1ésions du
SNC des patients atteints de la SEP (Mars et al. 2011, Arbour and Prat 2015). En effet, il a été
rapporté par plusieurs que les lymphocytes T CDS8 sont égaux ou supérieurs en nombre
comparativement aux lymphocytes T CD4 dans les lésions du SNC comportant une activité de
démy¢linisation et/ou de perte axonale (Booss et al. 1983, Hauser et al. 1986, Babbe et al.
2000, Neumann et al. 2002, Skulina et al. 2004). De plus, certaines sous-populations
spécifiques de lymphocytes T CDS tels que ceux exprimant MCAM (melanoma cell adhesion
molecule) sont surreprésentées chez les patients SEP en rechute en plus d’avoir des
caractéristiques pathologiques requises pour aggraver la pathologie (Larochelle et al. 2015).
Par ailleurs, une expansion clonale des lymphocytes T CD8 au sein du SNC, du LCR et des
Iésions, dans les patients atteints de la SEP a été observée, suggérant une réponse antigéne
spécifique dont certains clones peuvent étre détectés pendant plusieurs années (Babbe et al.
2000, Jacobsen et al. 2002, Skulina et al. 2004, Junker et al. 2007). Il s’agit d’une différence
importante avec les lymphocytes T CD4 du SNC des patients SEP qui sont eux, de nature plus
hétérogenes (Babbe et al. 2000, Jacobsen et al. 2002, Skulina et al. 2004, Junker et al. 2007).
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Une augmentation de 1’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8 a été¢ mesurée dans le
LCR et serait liée a un épisode de rechute clinique de la SEP (Malmestrom et al. 2008).
L’expression du CMH de classe I par les cellules du SNC (oligodendrocytes et neurones),
cible des lymphocytes T CD8 dans la SEP, corre¢le avec I’évolution de la pathologie
(Hoftberger et al. 2004).

Dans le modele murin, tel que pour les lymphocytes T CD4, le transfert adoptif de
lymphocytes T CDS8 activés et spécifiques pour des antigénes de la myéline est suffisant pour
induire le modele de ’EAE (Goverman et al. 2005). De plus, les résultats obtenus dans des
modeles murins induisant une démyélinisation par un modele viral suggérent I’implication des
lymphocytes T CD8 dans les aspects de démyélinisation et de blessures axonales (Murray et
al. 1998, Wu et al. 2000, Howe et al. 2007). L’activation des lymphocytes T CD8 par une
infection virale peut, dans certaines situations permettre aux lymphocytes T CDS8 de
reconnaitre un antigéne viral et un antigene de la myéline pouvant conséquemment déclencher

une réaction auto-immunitaire dans le SNC (Ji et al. 2010).

A T’inverse, certains travaux ont associé¢ un role régulateur aux lymphocytes T CD8
dans le modele de I’EAE (Jiang et al. 1992, Koh et al. 1992, York et al. 2010) et revue par
(Johnson et al. 2007) qui est renforcé par une exacerbation de la pathologie lorsque ceux-ci
sont éliminés juste avant I’induction du modele de ’EAE (Montero et al. 2004). 11 a aussi été
démontré que les modeles murins n’ayant pas de lymphocytes T CD8 et de CMH de classe I
fonctionnel ont une évolution plus sévere de la pathologie suite a I’induction de ’EAE (Linker
et al. 2005). Ceci pourrait étre un indice qu’une sous-population de lymphocytes T CD8 serait
bénéfique dans la SEP. A cet effet, une corrélation inverse des fonctions suppressives des
lymphocytes T CD8 et de la pathologie ainsi qu’une diminution de la reconnaissance des
lymphocytes T CD4 spécifiques a la myéline par les lymphocytes T CDS a été avancée dans la
SEP (Correale and Villa 2008). Ces données suggerent que des sous-populations des
lymphocytes T CD8 peuvent jouer un rdle et qu’il est donc important de bien discerner et

caractériser de telles sous-populations dans le contexte de la SEP.
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5.4.3 Les lymphocytes T DP dans la SEP

Seulement deux études ont abordées le sujet des lymphocytes T DP dans la SEP
(Munschauer et al. 1993, Waschbisch et al. 2014). La premiere démontre uniquement une
augmentation périphérique des lymphocytes T DP entre les patients et les donneurs sains
(Munschauer et al. 1993). La deuxiéme ne note pas de différences entre les patients et les
donneurs sains, mais explique la différence des observations rapportées entre leurs résultats et
ceux du groupe précédent par la composition respective de leur banque de patients. En effet, le
groupe de Waschbisch utilise une banque de patients composée seulement de personnes
atteintes de la forme cyclique de la SEP alors que la banque du groupe de Munschauer
contient une forte proportion de patients atteints de la forme secondaire progressive
(Waschbisch et al. 2014). De plus, Waschbisch et colleégues ont évalué¢ la forme de
I’expression du récepteur CDS retrouvé sur les lymphocytes T DP, c¢’est-a-dire la forme oo et
ap retrouvé respectivement sur les lymphocytes CD4"™CD8™* et CD4"*CD8™™. Toutefois,
malgré une variation interpersonnelle trés importante, ils n’observent aucune différence dans
la fréquence des ces deux sous-populations entre les patients et les donneurs sains. Ils notent
aussi qu’une plus grande proportion de lymphocytes T DP ont un phénotype effecteur
mémoire. L’évaluation de 1’expression du CD45RO, du CCR7 et du CD62L n’a pas non plus
démontré de différence entre les patients et les donneurs sains dans 1’expression du CD45RO,
du CCR7 et du CD62L. Par contre, les lymphocytes T DP ont connu une expansion plus
robuste comparée aux lymphocytes T CD4 ou CDS lorsqu’ils ont été exposés a des peptides
viraux d’intéréts tels que ceux du virus de ’EBV. L’évaluation de la production d’IFN-y
révele que celle-ci est supérieure chez les lymphocytes T DP comparativement aux
lymphocytes T CD4 ou CD8 autant chez les patients que chez les donneurs sains. Une
augmentation de la fréquence des lymphocytes T DP a aussi été¢ observée dans le LCR
comparativement a la périphérie, mais sans différence entre les patients et les donneurs sains.
De plus, Waschbisch et collegues n’ont pas observé la présence de lymphocytes T DP parmi
les sites de 1ésions du cerveau des patients atteints de la SEP. En bref, les lymphocytes T DP
seraient des cellules ayant un phénotype mémoire possédant un potentiel cytotoxique qui selon
Waschbisch et collegues pourraient avoir un réle dans I’immunosurveillance dans

I’environnement du LCR (Waschbisch et al. 2014).
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5.5 Le role des lymphocytes B dans la SEP

La présence sélective de clones d’immunoglobulines dans le compartiment du SNC,
dont dans le LCR, chez plus de 95% des patients est un argument logique de I’implication des
lymphocytes B dans la pathologie de la SEP. L’identification des antigénes reconnus par de
telles immunoglobulines est encore un sujet d’investigation. De plus, des immunoglobulines
ainsi que des facteurs du systeme du complément sont détectés dans les 1ésions du SNC des
patients atteints de la SEP, ce qui suggere que ces molécules jouent un réle dans la pathologie
(Storch et al. 1998, Magliozzi et al. 2007). Malgré la découverte d’anticorps dirigés contre des
protéines de la my¢éline, telles la protéine basique de la myéline (MBP) et la glycoprotéine de
la myéline des oligodendrocytes (MOG), leur importance dans la pathologie est toujours
incertaine (Hestvik 2010). Plus récemment, I’antigéne de la crystalline-aff a été proposé
comme cible des immunoglobulines; cet antigéne n’est pas présent dans la myéline, mais est
plutdt détecté dans les premiéres 1ésions actives de la SEP. De plus, les patients posseédent des
anticorps dirigés contre celui-ci dans leur LCR (Holmoy and Hestvik 2008). Lorsque le geéne
codant pour la crystalline-of3 est neutralis¢ dans un modele murin de I’EAE, la pathologie est
plus séveére (Ousman et al. 2007). Ceci suggere un rdle protecteur de la crystalline-af qui
serait perturbé par la réaction immunitaire pathologique (Hoglund and Maghazachi 2014). Un
autre candidat n’étant pas directement relié a la myéline serait la Neurofascine. Cet antigéne
est exprimé par les axones neuronaux et des anticorps dirigés contre ceux-ci ont été détectés
chez les patients atteints de la SEP, ce qui pourrait contribuer aux dommages axonaux

(Mathey et al. 2007).

De plus, des structures folliculaires de lymphocytes B, de lymphocytes T et de CPA
ont été identifiées dans les méninges des patients a des stages plus avancés de la SEP
(progressive secondaire de la SEP, mais pas progressive primaire de la SEP) (Serafini et al.
2006, Magliozzi et al. 2007). Toutefois, ces résultats sont le résultat des travaux d’un seul
groupe de recherche et n’ont pu étre confirmé par d’autres (Haugen et al. 2014).11 a été
démontré dans ’EAE que les lymphocytes B, agissant comme des CPA par leur expressions
de CMH de classe II, occupent un réle important dans la pathologie du SNC et ce,
indépendamment de leur implication au niveau de I’immunité humorale (Molnarfi et al. 2013).

Toujours chez le modeles de I’EAE, les lymphocytes B produisant une plus grande quantité
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d’IL-6 ont aussi été¢ notés comme pathologique d’autant plus qu’une plus grande production
d’IL-6 a aussi ét¢ observé chez les patients SEP (Barr et al. 2012).Les lymphocytes B
pourraient contribuer a la pathologie par leur présentation d’antigénes, une interaction
cellulaire avec d’autres cellules immunitaires ou par la production de cytokines (Hestvik
2010). Ceci est renforcé par de récentes études qui démontrent I’importance des lymphocytes
B dans des modé¢les murins de pathologies auto immunes ou une production déficiente d’IL-10
et ou d’IL-35 et I’augmentation de cytokines pro inflammatoires causent une détérioration de
la pathologie (Fillatreau et al. 2002, Duddy et al. 2007, Matsushita et al. 2008, Bar-Or et al.
2010, Barr et al. 2012, Matsumoto et al. 2014, Miyazaki et al. 2014, Rosser et al. 2014, Shen
et al. 2014, Wang et al. 2014). Dans la SEP, les lymphocytes B produisent moins d’IL-10 mais
plus de médiateurs pro inflammatoires tels que la lymphotoxine, le TNFa, I’'IL-6 et de GM-
CSF (Duddy et al. 2007, Bar-Or et al. 2010, Barr et al. 2012, Li et al. 2015).

5.6 Le role des cellules NK dans la SEP

Les cellules NK sont de larges lymphocytes granulocytaires qui possédent I’habilité de
lyser spontanément des cellules cibles sans avoir été préalablement sensibilisées ou activées
(Whiteside and Herberman 1989). Elles possédent aussi plusieurs caractéristiques immuno-
régulatrices incluant la sécrétion de cytokines, de chimiokines et d’interaction par contact
cellulaire avec d’autres cellules (Maghazachi 2000, Maghazachi 2010). Elles ont des roles
fonctionnels importants dans la réponse immunitaire dirigée contre les virus ainsi que sur le
contrdle de la croissance des tumeurs (Maghazachi and Al-Aoukaty 1998, Yang et al. 2006).
Les cellules NK peuvent reconnaitre et étre activées par des cellules en situation de détresse
via I’expression de ligands de stress spécifique. Les cellules NK possédent des récepteurs
cytotoxiques naturels tels que le NKp30, le NKp44, le NKp46 ainsi que le récepteur type-C
lectine NKG2D capables se lier a ces ligands revue par (Maghazachi 2005, Kaur et al. 2013).
L’activité des cellules NK est maintenue en équilibre par de nombreux signaux d’activation et
d’inhibition dont I’interaction avec le CMH de classe 1. L’absence d’expression du CMH de
classe I a la surface de la cellule a comme conséquence 1’activation des cellules NK et la

destruction des cellules cibles (Oberg et al. 2004).
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Les études portant sur les rdles des cellules NK dans des mod¢les murins de ’EAE, se
sont révélées conflictuelles. Dans certains modeles, leurs actions se sont avérées bénéfiques
alors que dans d’autres, elles étaient plutdt déléteres revue par (Hoglund and Maghazachi
2014). L’activité fonctionnelle des cellules NK est variable, mais généralement plus basse
dans les patients atteints de la SEP que dans les donneurs sains (Kastrukoff et al. 1998). Une
diminution du nombre de cellules NK dans le sang a été associée avec une augmentation du
risque de rechute. Il y aurait aussi une corrélation entre une activité élevée des cellules NK et
le nombre de 1ésions détectées par IRM (imagerie par résonnance magnétique) (Grunebaum et
al. 1989). Une réduction du nombre de cellules CD8"**CD56"CD3°CD4" a été rapportée chez
des patients non-traités avec des signes cliniques isolés de la SEP comparée a des donneurs
sains (De Jager et al. 2008). Parmi les différentes hypotheéses concernant le fonctionnement
des cellules NK, sans égard a leur role positif ou négatif, notons que certaines de celles-ci
pourraient découler de leurs interactions avec des cellules DC revue par (Maghazachi 2013).
En effet, les cellules NK activées peuvent éliminer les DC immatures tout en épargnant les DC

matures. Toutefois, les phénomenes entourant cette interaction sont mal compris.

5.7 Les thérapies contre la SEP

Les thérapies actuellement disponibles pour traiter la SEP ne sont que partiellement
efficaces. Leurs développements dépendent de notre compréhension des mécanismes
impliqués dans la pathologie, mais qui demeure a ce jour toujours limitée. La plupart des
thérapies utilisées dites immuno-modulatrices modifient des fonctions du systéme immunitaire
et ont démontré une certaine efficacité chez les patients atteints de la forme cyclique de la
SEP. Malheureusement, elles sont aussi le résultat d’une balance entre les risques secondaires
encourus et I’efficacité recherchée qui est dictée par la réponse du patient aux traitements
utilisés.

L’IFN-B est un traitement immuno-régulateur injecté par voie intramusculaire ou sous-
cutanée (Cohen and Rieckmann 2007). Il augmente la production de cytokines anti-
inflammatoires (IL-4/IL-10), induit une réponse Th2 et réduit ainsi la production de cytokines
pro-inflammatoires (I1-12/IL-17/IL-23) revue par (Kieseier 2011). Cette drogue réduirait

I’adhérence cellulaire et I’expression de MMP-9 (métallo-protéase matricielle 9) (Frohman et
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al. 2006) et favoriserait la migration des cellules Th2 (Prat et al. 2005). L’IFN-B diminue aussi
I’expression du CMH de classe II sur les lymphocytes B ainsi que 1’habilité de ces cellules a

présenter des antigeénes aux lymphocytes T revue par (Boster et al. 2010, McGraw and Lublin
2013)

L’acétate de glatiramére est une mixture synthétique standardisée de quatre acides
aminés (I’alanine, la glutamine, la lysine et la tyrosine) aléatoire polymérisée (Carter and
Keating 2010). Le traitement consiste en une injection journaliére sous-cutanée. L’acétate de
glatiramere se lie au CMH de classe 1l reconnaissant la myéline et induit un changement de
phénotype de cellules Th1l a Th2 situées en périphérie (Blanchette and Neuhaus 2008, Boster
et al. 2010, Carter and Keating 2010). Il augmente aussi le nombre de Treg et de cytokines
anti-inflammatoires (Frohman et al. 2006) et leurs fonctionnalités (Hong et al. 2005). Son
action stimule aussi la production de facteurs neurotrophiques supportant la survie des cellules

neuronales et gliales (Sarchielli et al. 2007).

Le Natalizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre la sous-unité o4
(CD49d) de I’'intégrine VLA4 (very late antigen-4) (Elovaara et al. 2000, Planas et al. 2014).
Cette intégrine est exprimée par tous les leucocytes a I’exception des neutrophiles. L’action du
Natalizumab empéche plusieurs phénomenes de migration dont celui des lymphocytes a
travers la BHE (Elices et al. 1990, Planas et al. 2014). 1l s’agit d’un traitement intraveineux
(Cohen and Rieckmann 2007). Bien qu’efficace, les effets secondaires peuvent étre sévéres,
incluant des cas rapportés de leuco-encéphalopathies multifocales progressives revue par

(Lopez-Diego and Weiner 2008, Boster et al. 2010).

Le fingolimod est un modulateur oral du récepteur Sphingosine 1-phosphate (S1P). En
tant qu’antagoniste du récepteur, il réduit le nombre de lymphocytes en circulation en
séquestrant les lymphocytes T naifs et mémoires centraux dans les organes lymphatiques
secondaires revue par (Mehling et al. 2011, Planas et al. 2014). Son action a un potentiel
immunosuppresseur pour le traitement de la SEP revue par (Lopez-Diego and Weiner 2008)
en empéchant la migration des lymphocytes dans tous les organes incluant le SNC.
Finalement, il s’agit d’un traitement dont I’effet dépend de la dose, qui est réversible et qui

diminue le compte périphérique des lymphocytes B et T (Brown et al. 2007).
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Le Tériflunomide a été récemment approuvé pour le traitement de la SEP revue par
(Brunetti et al. 2013). Il inhibe de fagon réversible et non compétitive la syntheése de nouvelles
pyrimidines (Davis et al. 1996). Ceci a pour conséquence ’arrét de la prolifération cellulaire
des lymphocytes B et T a division rapide en périphérie. Par contre, les lymphocytes a division
lente peuvent continuer a proliférer par 1’activation de mécanismes secondaires de synthese de
pyrimidine. L’activation des lymphocytes T serait aussi limitée par le manque de molécules
messageres secondaires dépendantes de la pyrimidine. Il nuirait aussi a I’interaction des
lymphocytes T avec les CPA a I’intérieur du SNC, limitant ainsi leurs activations et leurs

actions pro-inflammatoires revue par (Gold and Wolinsky 2011).

Le diméthyle fumarate est un médicament oral récemment approuvé pour le
traitement de la SEP cyclique revue par (Burness and Deeks 2014). Bien que son mode
d’action thérapeutique dans la SEP, de méme que celui de son métabolite principal le
monométhyle de fumarate, soit inconnu, il semble li¢ a 1’activation du facteur de transcription
nucléaire NRf2 (nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) (Linker et al. 2011, Scannevin et
al. 2012). Celui-ci est connu pour étre un régulateur du stress oxydatif et de la réponse
métabolique au stress. Son activation aurait des effets neuro-protecteurs revue par (Phillips
and Fox 2013). Le diméthyle fumarate, un acide ester fumarique, est capable de modifier une
réponse Th1/Th17 vers une réponse Th2 anti-inflammatoire (Ghoreschi et al. 2011, Peng et al.
2012).
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Hypothése et objectifs
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Hypothése :

Plusieurs équipes de recherche ont démontré la présence de lymphocytes T double
positifs (CD4'CD8" ou DP) dans le sang des donneurs sains ainsi que chez des patients
atteints de nombreuses pathologies. Cependant, peu d’études ont caractérisé les propriétés de
ces cellules. Des travaux ont propos¢ que les cellules DP aient un phénotype se rapprochant
des cellules T effectrices mémoires, suggérant qu’elles ont participé ou peuvent participer a
des réponses immunes. Finalement, notre laboratoire a démontré que la cytokine IL-15 est
exprimée a des niveaux plus élevés par les cellules du sang périphérique et du systeme
nerveux central chez les patients atteints de la SEP en comparaison a des donneurs sains. Cette

cytokine joue un réle important dans la survie et I’activation des lymphocytes T.

Nous avons émis ’hypothese que les lymphocytes T DP représentent une sous-
population hautement activée de lymphocytes T pouvant répondre a I’IL-15 et ayant des

propriétés pouvant contribuer aux aspects inflammatoires présents dans la SEP.

Objectifs :

Afin de déterminer la véracité de notre hypothése, nous avons élaboré les objectifs
suivants :

1. Déterminer une stratégie précise et valable pour 1’analyse multiparamétrique par
cytométrie de la population des lymphocytes T DP

2. Comparer I’impact de I’IL-15 sur cette population cellulaire par rapport aux autres
populations lymphocytaires.

3. Evaluer les phénotypes et les propriétés des lymphocytes T DP.
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1.0 Isolement des cellules mononucléées du sang
périphérique humain

Le sang périphérique veineux des donneurs sains et des patients fut récolté dans des
tubes sous vide de 10 cc traités a 1’acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA)
VACUTAINER® (Becton Dickinson, Oakville, ON, Canada). L’isolement des PBMC s’est
effectué par gradient de densité en utilisant le Ficoll-Paque Plus™ (Ficoll) (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden). Le sang fut mélangé a part égale a une solution saline
tamponnée de phosphate (PBS) [ 137 mM NaCl (Wisent, Saint-Bruno, QC, Canada), 2.7 mM
KCI (Wisent), 4.3 mM Na,HPO, (Wisent) et 1.47 mM KH,PO, (Sigma-Aldrich, Oakville,
ON, Canada)] contenant 2 mM EDTA (Wisent) [PBS-EDTA] pour éviter 1’aggrégation des
cellules lors de I’isolement des PBMC. Un volume de 35ml de sang dilué fut déposé par tube
de 50 mL (Corning, Fisher Scientific Ltd., Nepean, ON, Canada ), puis 14 mL de Ficoll fut
placé sous le sang dilué de sorte a avoir deux phases (le mélange sanguin a la surface sur un
fond de Ficoll). Les tubes furent centrifugés a 863 g pour une période de 30 minutes en
absence de freins afin de ne pas perturber la séparation des couches de cellules. Par la suite, la
couche superficielle composée du sérum fut jetée et la couche composée de PBMC située juste
au-dessous de celle-ci fut récoltée et transférée dans de nouveaux tubes de 50ml pour effectuer
une séries de lavages (30-45ml/tube) avec du PBS-EDTA afin d’éliminer le Ficoll . Le
premier lavage fut effectué a 624 g pendant 15 minutes. Le surnageant fut ensuite jeté puis, le
culot de PBMC resuspendu pour deux autres lavages a 432 g pendant dix minutes. La quantité
de PBMC obtenue fut calculée a ’aide d’un hémacytomeétre en utilisant le bleu de trypan
(0.16%v/v) (Wisent) pour exclure les cellules mortes. La formule mathématique utilisée pour

déterminer le nombre de cellules est la suivante:

Le nombre total de cellules= N x facteur de dilution x V x 10*
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Ou N est la moyenne du nombre de cellules comptées dans un minimum de deux chambres de
I’hématocytometre et V est le volume total de la suspension cellulaire. Les PBMC obtenues

furent ensuite resuspendues dans le milieu approprié pour les étapes subséquentes.

2.0 Etude fonctionnelle des cellules humaines

2.1 Stimulation cellulaire par I’IL-2 ou I’IL-15

Dans le but d’étudier la signalisation induite par I’activation des lymphocytes T en
réponse a I’'IL-2 et I'IL-15, des PBMC fraichements isolées ont été resuspendues dans un
milieu d’Iscove sans sérum et laissées reposer 1h a 37°C. Ce temps de repos est nécessaire
pour contrer le stress cellulaire produit lors de I’isolement des PBMC qui pourrait faussement
augmenter D’activation de base des cellules. Les cytokines d’intéréts ont par la suite été
rajoutées aux concentrations testées, décrit ultérieurement, en présence des cellules a une
concentration finale de 5 millions/ml. Les stimulations ont été arrétées en mettant les cellules
rapidement sur glace jusqu’a I’étape de lavage et marquage subséquents. Bien que la cytokine
d’intérét ait été I’IL-15, I’IL-2 a été utilisée comme témoin expérimental étant donné que ces

deux cytokines partagent deux chaines de leur récepteur (CD122/CD132).

Une cinétique a d’abord été effectuée sur des PBMC fraichement isolées traitées soit
avec I’IL-15 ou I’IL-2 pour des temps de 0, 5, 15, 30, 60 et 90 minutes. La dose utilisée fut de
5ng/ml pour I'IL-15 et de 1000U/ml pour I’IL-2. Suite aux expériences de cinétiques, des
expériences de dose réponse furent effectuées a un temps optimal déterminé a 15 minutes a
des doses variables d’IL-15 provenant de Perotech (0.2ng/ml, 0.6ng/ml, 1ng/ml, 2.5ng/ml,
Sng/ml) et d’IL-2 provenant de Hoffmann-La Roche (10U/ml, 50U/ml, 200U/ml, 500U/ml,
1000U/ml).

2.2 Cytométrie en flux

Dans le but d’éliminer les sites de conjugaisons non-spécifiques aux anticorps utilisés,

les PBMC fraichement isolées ou les cellules d’intéréts préalablement purifiées, furent
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bloquées a I’aide d’immunoglobulines normales de souris (Caltag-Invitrogen) et selon la
nature des anticorps utilisés de rat ou de chévre avec I’ajout d’immunoglobulines de rat
(Biolegend) et/ou de sérum de chevre (Sigma) un mimium de 30 minutes a 4°C. Les cellules
furent ensuite mises en contact avec les anticorps requis ainsi que parrallélement ceux des
controles isotypiques nécessaire a une concentration finale d’environ deux million de cellules
dans un volume de 100ul de tampon de FACS (Fluorescence-activated cell sorting) (PBS
contenant 1% (v/v)de FBS et 0.1% (p/v) NaN3). Une liste des anticorps utilisés est disponible
au tableau I. Les marquages de surface ont été effectués a 4°C pour une durée minimale de 60
minute et maximalement jusqu’au lendemain matin a 4°C. Les cellules furent lavées dans du
tampon de FACS, puis fixées a I’aide d’une solution de Formaldéhyde 1%(p/v) dans du PBS.
Les cellules ont été fixées et perméabilisées a I’aide d’un tampon de paraformaldéhyde (PFA)
et de saponine [Solution balancé de sels de Hank’s (HBSS) (Wisent), contenant 4% (p/v) de
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich), 1 mM d’HEPES (Wisent), et 0.1% (p/v) de saponine de
Quilla JA Bark (Sigma-Aldrich)] a température ambiante a I’abri de la lumicre pendant dix
minutes suivi de deux lavages subséquents avec un tampon de saponine (PBS contenant 0.1%

(v/v) de saponine, 1% FBS et 0.1% NaN,). Les cellules furent par la suite marquées 45

minutes a 4°C avec les anticorps détectant des molécules intracellulaires (voir tableau I) dans
un tampon de saponine, puis lavées. Le culot fut resuspendu dans un tampon FACS et gardé
au noir a 4°C jusqu’a I’aquisition des données. Des marquages de contrdles furent utilisés pour
calibrer les compensations de chaque aquisition incluant des cellules non marquées ou
marquées de chaque anticorps individuel présent dans le marquage. De plus des expériences
de (FMO) (fluorescences moins un fluorochrome) ont été effecutés afin de valider les
mélanges d’anticorps et périodiquement, un marquage de viabilité¢ cellulaire. Toutes les

informations relatives au cytomeétre en flux sont incluses au tableau II.

Pour déterminer I’expression des cytokines des PBMCs suite a une activation, les
PBMC:s ont été mis en culture dans un milieu complet RPMI (Roswell Park Memorial Institute
medium) (Sigma-Aldrich) (2x1076 cells/ml) dans des tubes snap cap Sml (1ml par tube) dans
un incubateur CO2 5% a 37°C ou bain-marie suite a une stimulation a 1’aide de Phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA; 20ng/ml) (Sigma-Aldrich), ionomycin (500ng/ml) (Sigma-
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Aldrich) et de brefeldin A de Penicillium Brefeldianum (BFA; Sug/ml) (Sigma-Aldrich) 5

heures puis, marqués tel que précédemment décrit.

Lors des expériences concernant la phosphorylation des STAT3 et STATS, un
protocole de marquage particulier et optimisé par notre laboratoire a été utilisé. Suite a la
cinétique ou dose/réponse (section 2.1), les cellules furent marquées une heure a 4°C dans du
tampon de FACS par les anticorps et fluorochrome de surface spécifique selon le tableau (II).
Les cellules furent lavées et resuspendues dans 500ul de tampon fraichement préparé de PBS
contenant 1.5% (p/v) de PFA pour fixer les cellules a température ambiante a 1’abri de la
lumiére pendant dix minutes suivi d’un lavage et resuspendu délicatement avec 1’ajout de
200ul de BD Perm buffer III (BD Biosciences). Les cellules furent laissées sur glace 30
minutes au noir, puis lavées a deux reprises avec du tampon de FACS et centrifugé a 6000
RPM. Les cellules furent ensuite marquées pour détecter les formes phosphorylées des STAT3
et STATS a I’aide des anticorps du tableau III une heure a 4°C dans du tampon de FACS,
avant d’étre lavées et resuspendues dans 200l de tampon FACS. L’acquisition des données a
été effectuées sur un appareil FACS LSR II (BD Biosciences) a I’aide du logiciel Diva v7.0
(BD Biosciences) tandis que les analyses ont été effectuées a 1’aide du logiciel FlowJo vX

(Treestar, San Carlos, CA).

Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du programme informatique Prism
GraphPad 5 (San Diego, Ca, USA) et incluent les tests analytiques suivants: le test de
Student, one-way ANOVA et two-way ANOVA. Les résultats sont montrés en tant que
moyenne avec une barre d’erreur standard de la moyenne (SEM) ou en tant que point
individuel. Seulement les valeurs p plus petite que 0.05 ont été considérées comme

significatives.
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Tableau I: Liste des anticorps/fluorochromes utilisés pour les analyses de cytométrie en flux

SURFACE ug/marquage Fourmsse‘ur
commercial
CD3-A700 0,1 BD
CD3-FITC 0,0625 BD
CD3-PE 0,0625 BD
CD4-APC 0,0625 BD
CD4-PB 0,04 BD
CD4-PECy7 0,06 BD
CD4-PerCP-Cys5.5 0,2 BD
CDS8-PE 0,0125 BD
CD8-APC-Cy7 0,1 BD
CDS8B-PE 0,05 Beckman Coulter
CDS8-PB 0,01 BD
CD14-APC 0,125 BD
CD14-APC-H7 0,05 BD
CDI14-FITC 0,5 BD
CD45RA-FITC 0,1 BD
CD45RO-PerCP-Cy5.5 0,5 BD
CD56 PE-Cy7(N-CAM) 0,25 BD
CD57-APC 0,05 BD
CD95-FITC 0,0625 BD
CD122-PE (IL-15RBeta) 0,4 BD
CD132 biotinylé 5 BD
CDI161-FITC 0,5 BD
CD196-PE (CCR6) 0,4 BD
CCR7-PECy7 0,25 BD
CXCR3-PE 0,125 R&D
Gpl130-PE 0,25 R&D
NKG2D-APC 0,25 BD
PD-1-PE (CD279) 0,25 ebioscience
PD-L1 biotinylé 0,25 ebioscience
PD-L2 biotinylé 0,05 ebioscience
TCRoB-FITC 0,125 ebioscience
TCR-PE (INK T) 1 BD
TCRy3d biotinylé 5 BD
Secondaire
Strep-APC 0,1 BD
Strep-PE 0,08 invitrogene
Strep-PerCP-Cy5.5 0,1 BD
Intracellulaire
Stat3 p-A647 0,015 BD
Stat5 p-PE 0,03 BD
Granzyme A-PE 0,06 BD
Granzyme B-A647 0,025 BD
Granzyme B-APC (1/10) 2ul Caltag laboratories
GM-CSF-PE 0,4 BD
IFNg-Alexa488 0,2 BD
1L-4-PE 0,1 BD
IL-5-PE 2,5 BD
1L-17A-efluor660 0,125 BD
1L-21-PE 0,125 BD
Perforine-PE 10ul Abcam
TNF-alpha-PE 0,05 BD
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Tableau II: Liste des fluorochromes utilisés pour les analyses de cytométrie en flux

o Longueur d'onde | Filtre passe | Filtre au niveau du
Fluorochromes Abréviations
du laser longue PMT

Isothiocyanate de

Fluoresedine FITC 488 505 530/30
Phycoérythrine PE 488 550 575/26
Pacific Blue™ PB 405 440/40
Allophycocyanine APC 633 660/20
Allophycocyanine-Cy7 | APC-Cy7 633 740 780/60
Phycoérythrine-Cy7 PE-Cy7 488 750 780/60
Alexa Fluor®™ 700 A700 633 690 720/30
Alexa Fluor”™ 647 A647 633 660/20
Allophycyanine-H7 APC-H7 640 740 780/60
Alexa Fluor”™ 488 A488 488 505 530/30
Efluor” 660 E660 633 660/20
PerCP-Cy5.5 PerCP5.5 488 690 710/50

Tableau III: Liste des anticorps et méthodologie pour le marquage des STATSs

Marquages d'intérét
Anticorps/
Fluorochromes ug/marquage

Avant fixation CD8-PB 0,04

CD3-A700 0,4

CD4-PECy7 0,15

CD45RA-FITC 0,2
Apres fixation |[CD45RO-PerCP-Cy5.5 0,5

STAT3-APC 0,015

STATS-PE 0,03
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Résultats
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1.0 Identification de la population de lymphocytes T DP.

1.1 Optimisation de I’analyse multiparamétrique par cytométrie

en flux des lymphocytes T DP.

Préalablement a cette €tude, certains travaux effectués dans notre laboratoire ont
permis d’observer une petite sous-population de lymphocytes T exprimant a la fois les
corécepteurs CD4 et CD8 parmi les PBMCs de patients atteints de la SEP et de témoins sains.
Intrigués par la présence de cette sous-population ainsi que par la littérature extrémement
limitée a leur sujet, nous avons décidé d’effectuer leur caractérisation. Ceci, dans le but ultime
de pouvoir déterminer si cette sous-population de lymphocytes T est altérée dans le contexte

de la SEP.

Le tableau IV rassemble quelques informations sur les caractéristiques des patients
atteints de la SEP et non traités qui ont gracieusement accepté de participer a la recherche. Les
patients étaient majoritairement des femmes; sur 25 patients seulement deux étaient des
hommes. La moyenne d’age des participants était de 42 ans. Le plus jeune patient avait 26 ans

et le plus 4gé, 60 ans. Tous les participants avaient la forme cyclique de la SEP.

Tableau IV : Composition de la banque de patients

homme 2
femme 23
total 25
mo'}ienne 0.7
d'age

Un exemple représentatif de la stratégie d’analyse utilisée est présenté a la figure 6.
Elle débute en (A) par la sélection des PBMCs sur la base de leur grosseur et granularité
déterminées par les signaux FSC-A (forward-scattered light area) et SSC-A (side-scattered
light area). Une seconde sélection des PBMCs par les signaux FSC-W (width) et FSC-A en

(B) a pour but d’éliminer les doublets dans les analyses subséquentes, ceux-ci pouvant créer
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Figure 6: Les lymphocytes T CD4"CD8" doubles positifs représentent un sous-type
lymphocytaire distinct.

A-F: Un exemple représentatif de la stratégie des plages de sélection des diverses populations
cellulaires d’intérét est illustré. Les PBMCs ex-vivo d’un donneur sains ont été marqués pour
détecter: CD3, CD4, CDS8, CD56, TCRaf, TCRYS et iaTCR et analysés par cytométrie. Les
cellules T CD47CD8" représentent une sous population distincte des cellules T yd et des
cellules TNK. G) Une analyse alternative démontre que les cellules T CD4CDS8 n’expriment
pas le TCRyd et le iaTCR. H) Le pourcentage de cellules T CD4CDS parmi toutes les cellules
T (CD37) a été analysé tel que décrit plus haut pour 8 donneurs sains et de 12 patients non
traités atteints de la SEP. Chaque point représente un donneur.
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de faux signaux positifs. La sélection des cellules exprimant le CD3 (C) est suivie de la
sélection des cellules ayant un TCRof (D). Les NKT sont éliminées a 1’aide d’un marquage de
leur i10TCR (clone 6B11) (E). Cette stratégie d’analyse multiparamétrique permet une
sélection tres sévere des lymphocytes T DP afin de s’assurer qu’il ne s’agit pas d’un marquage
non-spécifique. Finalement, il est possible d’observer une excellente séparation des

populations des lymphocytes T CD4, CDS8 et DP (F).

Bien que cette stratégie de sélection fonctionne trés bien, elle utilise de nombreux
canaux de fluorescence. Nous avons donc déterminé une stratégie de sélection moins
complexe, mais équivalente qui nous a permis de continuer la caractérisation des lymphocytes
T DP. A cette fin, nous avons simplement ré-analysé les expériences précédentes en ignorant
la présence de certains marquages dans 1’analyse de ceux-ci. Nous avons déterminé que les
lymphocytes T DP n’expriment pas le TCRyd ou iaTCR (G); tous les lymphocytes T DP
expriment le TCRa.

1.2 Proportion des lymphocytes T DP parmi les lymphocytes T.

Suite au développement de la stratégie de sélection complete des lymphocytes T DP,
celle-ci fut appliquée a des PBMCs ex-vivo de 8 témoins sains et 12 patients non traités
atteints de la SEP pour déterminer la fréquence de cette population lymphocytaire. Nous
n’avons pas observé de différence dans la fréquence des lymphocytes T DP parmi les PBMCs

des deux groupes se situant a un peu plus de 1% des lymphocytes T (figure 6H).

2.0 ’impact de ’IL-1S5 sur les lymphocytes T DP.

2.1 Expression des sous-unités du récepteur de I’IL-15 par les
lymphocytes T.

Dans le but de déterminer si les lymphocytes T DP avaient le potentiel d’étre ciblés par
les actions de I’IL-15, nous avons tout d’abord évalué 1’expression de son récepteur composé

des deux sous-unités CD122 et CD132. Cette évaluation a été faite par cytométrie sur des
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PBMCs ex-vivo obtenus de patients atteints de la SEP et de témoins sains marqués pour CD14,

CD3, CD4, CDS, TCRap, CD56, CD122 et CD132.

Afin de s’assurer de la spécificité des marquages et des compensations appliquées lors
de I’acquisition des résultats pour le marquage de CD122 et CD132, un contrdéle FMO a été
effectué. Il s’agit d’une série de marquages de PBMCs ex-vivo d’intérét: CD14, CD3, CD4,
CD8, TCRap, CD56, CD122 et CD132 puis, du retrait de CD122 et/ou CD132 et des contrdles
isotopiques s’y rapportant. En bref, 5 marquages ont été effectués en parallele contenant tous
les anticorps centraux, mais ou les anticorps de CD122 et CD132 ont été ajoutés, soustraits ou
remplacés par leurs isotypes correspondant. Le tout est présenté a la figure (7) et démontre la

spécificité du marquage et de 1’utilisation de compensations adéquates.

Suivant la validation du marquage, I’expression du récepteur de I’'IL-15 a été évaluée
sur des échantillons provenant de 8 donneurs sains et 13 patients atteints de la SEP.
L’expression du récepteur était significativement différente entre les sous-populations des
lymphocytes T observées autant chez les patients que chez les témoins. Les lymphocytes T DP
¢taient ceux qui exprimaient le plus de récepteurs a un niveau avoisinant les 20% et ce, pour
les deux groupes de donneurs. Les lymphocytes T CDS8 représentaient la deuxiéme population
exprimant davantage les chaines du récepteur. Il était possible d’observer, sans qu’elle soit
significative, une légére augmentation de I’expression du récepteur de I'IL-15 chez
lymphocytes T CDS8 des patients (12%) comparativement aux témoins sains (7%); notre
groupe a déja rapporté des tels niveaux similaires entre ces deux groupes (Schneider et al.
2011). Quant aux lymphocytes T CD4, moins de 3% de ceux-ci exprimaient le récepteur et ce
faible taux était significativement réduit par rapport aux lymphocytes T CD8 ou DP. Par
contre, la comparaison des résultats entre les patients et les témoins a permis de constater qu’il
n’y a pas de différence significative entre les sous-populations de lymphocytes T

correspondantes (figure 8) entre les deux groupes de donneurs.
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Figure 7: Expression ex-vivo des deux chaines du récepteur de 1’IL-15 par différentes
sous-populations de lymphocytes T humains.

Un exemple représentatif du marquage obtenu de PBMCs d’un donneur sain pour les
molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CD8, CD56 et les deux sous unités du
récepteur de I’'IL-15 (CD122 et CD132) pour les populations CD4, CD4CDS et CDS.
A) Les résultats du marquage est illustré. B) Les différentes combinaisons des tests
FMO sont illustrés. Les analyses sont basées sur les signaux obtenus des témoins
isotypiques.
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Figure 8: Expression ex-vivo des deux chaines du récepteur de I’IL-15 par différentes
sous-populations de lymphocytes T humains.

Des PBMCs ont été marqués pour les molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CDS,
CD56 et les deux sous unités du récepteur de I’'IL-15 (CD122 et CD132) puis, analysés
par cytométrie. Les proportions de lymphocytes T CD4, CD4CDS8 et CD8 exprimant
les deux sous-unités ont été¢ déterminées chez des donneurs sains (n=8) et des patients
non traités atteints de la SEP (n=13). Chaque point représente un donneur différent.
Test d’analyse de variance (ANOVA) CD4 vs. CD8 SEP et Ctrl p<0.01; CD4 vs.
CD4CD8 SEP et Ctrl p<0.001, CD4CDS8 vs. CD8 SEP p<0.05; CD4CDS vs. CD8 SEP
p<0.001; SEP vs. Ctrl non significatif. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05




2.2 Cinétique de la phosphorylation de STATS induite par ’IL-15
et ’'IL-2.

Afin d’évaluer la capacité des différentes populations lymphocytaires a répondre a
I’IL-15, nous avons déterminé quel pourcentage de ces cellules pouvaient répondre a une
stimulation par I’'IL-15 en déterminant la phosphorylation de STATS, une molécule utilisée
dans la transduction du signal d’activation induit par I’'IL-15 (Mishra et al. 2014). De plus,
comme les sous-unités du récepteur de I’IL-15 sont partagées avec I’IL-2, une stimulation a
I’aide de I’IL-2 a été effectuée en parallele afin de comparer les réponses induites par les deux
cytokines. Les PBMCs de 5 donneurs sains ont été stimulées en parallele par I'IL-15 (Ing/ml)
ou I’IL-2 (1000U/ml). La cinétique a été effectuée pour chacune des deux cytokines avec des
temps d’arrét situés a 0, 5, 10, 15, 30, 60 et 90 minutes. Les PBMCs ont été marquées pour
détecter les molécules suivantes: CD3, CD4, CD8, CD45RA, CD45RO, STAT3p et STATS5p
puis, analysées par cytométrie. Le marquage de CD45RA et CD45RO a été utilisé¢ pour
permettre la différenciation des cellules naives et mémoires (Berard and Tough 2002) lors de
la réponse des cellules face a la stimulation de I’IL-15 ou I’IL-2. Un exemple représentatif de

chaque condition de marquage est illustré a la figure 9.

L’exposition a I’'IL-15 ou I'IL-2 a induit la phosphorylation de STATS d’une
proportion des lymphocytes T DP, CD4 ou CD8 mémoires (figure 10). L’analyse des résultats
de la figure 10A de la stimulation a I’'IL-15 de tous les donneurs, nous permet de déterminer
que ce sont les lymphocytes T DP qui possédaient 1’activation de base la plus importante par
la phosphorylation de STAT avoisinant les 15%; seulement 2 a 4% des autres lymphocytes T
expriment des STATSs phosphorylés au départ. Les lymphocytes T DP atteignaient une réponse
maximale apres cing minutes d’exposition a I’IL-15 représentant preés de 36% de ceux-ci. Les
lymphocytes T CD4 et CD8 mémoires atteignaient leurs pics a 15 minutes avec une réponse
de 18% et de 15% respectivement. Les lymphocytes T CD4 et CD8 naifs ont eu une réponse a
I’IL-15 négligeable. Suivant leurs pics, la réponse des lymphocytes T DP était restée stable
pour ne diminuer que légerement entre 60 et 90 minutes. Les lymphocytes T CD4 et CDS8
mémoires ont eu une courbe de réponse tres similaire et ont tous deux diminués de fagon

constante apres 15 minutes.

59



Nous pouvons observer a la figure 10B que la stimulation a I’IL-2 a induit la
phosphorylation de STATS5 dans une plus grande proportion (plus de 50%) des lymphocytes T
DP apres 15 minutes; cette proportion n’a que trés peu diminuée par la suite. La réponse
maximale des lymphocytes T CD4 mémoires a I’'IL-2 a été atteinte a 60 minutes (43%) mais
une grande proportion de ceux-ci ont déja répondu apres 15 minutes de stimulation (38%).
Environ 11% des lymphocytes T CD4 naifs ont répondu a la stimulation avec I’IL-2 avec un
maximum atteint aprés 15 minutes. Les lymphocytes T CDS8 naifs et CD8 mémoires ont tout
deux ont eu une réponse maximale a 60 minutes (17% et 33%) mais avaient déja une réponse
importante apres 15 minutes (12% et 27%) de stimulation. Un tableau récapitulatif des
différences statistiques observées entre les lymphocytes T DP et les autres populations

lymphocytaires est disponible en annexe pour 1’IL-2 ainsi que pour I’IL-15 (tableau V et VI).
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Figure 9: Détection de STAT5p sur les lymphocytes T.

Des PBMCs ont été traités avec I’'IL-15 ou I’IL-2 puis marquées pour les molécules
suivantes: CD3, CD4, CDS8, CD45RA, CD45RO, STAT3p et STAT5p et analysées par
cytométrie pour les populations T CD4 et CDS8 naives et mémoires ainsi que les DP. A)
Les résultats d’un contrdle isotypique sont illustrés. B) Les résultats obtenus pour un
donneur sain sont illustrés en absence de cytokine ou avec un traitement de Sng/ml d’IL-
15 et 1000U/ml d’IL-2. Les analyses sont basées sur les signaux obtenus des témoins

isotypiques.
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Figure 10: Pourcentages de cellules T positives pour STATSp suite a une cinétique.

Les PBMCs ont été traités avec Sng/ml d’IL-15 ou 1000U/ml d’IL-2 pour 0, 5, 10, 15,
30, 60 ou 90 minutes avant d’étre marqués pour les molécules suivantes: CD3, CD4,
CD8, CD45RA, CD45RO, STATSp et STAT3p puis, analysés par cytométrie. A) Les
proportions de lymphocytes T CD4CD45RA, CD4CD45R0O, CD8CD45RA,
CD8CD45RO et CD4CDS8 exprimant STATS5p en réponse a I’IL-15 ont été déterminées
pour 5 donneurs sains. B) Les proportions de lymphocytes T CD4CD45RA,
CD4CDA45R0O, CD8CDA45RA, CD8CD45RO et CD4CD8 exprimant STATSp en
réponse a I’IL-2 ont été déterminées pour 5 donneurs sains. Les analyses sont basées
sur les signaux obtenus des témoins isotypiques. Les moyennes +/- les SEM sont
illustrées. Test d’analyse de variance (ANOVA) ou CD4CDS8 vs. toutes sous-
populations confondu p< 0.05. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05




2.3 Dose-réponse de la phosphorylation de STATS induite par
PIL-15 et PIL-2.

Des travaux préalablement effectués dans notre laboratoire ont établi que les cellules T
CD8 des patients atteints de la SEP répondent a des doses plus faibles d’IL-15 que les cellules
obtenues des donneurs sains (Schneider et al. 2011). L’établissement d’une courbe dose-
réponse constituait donc une suite logique a notre projet dans le but d’étudier I’impact de I’'IL-
15 sur DPactivation des sous-populations lymphocytaires. Le temps de stimulation optimal
ayant ¢été préalablement établi a 15 minutes, une série de stimulations a 1’aide de doses
variables d’IL-15 et d’IL-2 a été effectuée dans le but de déterminer la sensibilité de chacune

des sous-populations lymphocytaires étudiées.

Les PBMCs de 6 donneurs sains ont été stimulées a I’aide de différentes doses de 1’IL-
15 (0.2 a 5ng/ml) ou de I’IL-2 (50 a 1000U/ml) pendant 15 minutes (figure 11). Les résultats
de la dose-réponse nous indiquent qu’une plus grande proportion de lymphocytes T DP a
répondu a toutes les doses d’IL-15 testées. Les lymphocytes T mémoires CD4 et CDS ont
suivi une courbe de réponse similaire et ont répondu plus fortement que les lymphocytes T
naifs au-dela d’une concentration 0.6ng/ml d’IL-15. L’IL-15 a induit I’expression de STAT5p
dans une proportion plus modeste des lymphocytes T naifs, particulierement les cellules T

CD4, comparativement aux lymphocytes T mémoires et ce, a toutes les doses testées.

Les réponses induites par les différentes doses d’IL-2 ont été différentes de celles
induites par I'IL-15 (figure 11B). L’IL-2 a induit un plus grand pourcentage de
phosphorylation de STATS dans les populations de lymphocytes T CD4 mémoires et DP; ces
deux populations ont des profils de réponses treés similaires et ce, a toutes les doses testées. La
proportion des lymphocytes T CD8 mémoires qui a répondu a I'IL-2 a été intermédiaire
(inférieure aux lymphocytes T CD4 mémoires et DP). Finalement, une faible proportion de
lymphocytes T CD8 naifs a répondu a I’IL-2 alors qu’une proportion négligeable de
lymphocytes T CD4 naifs exprime la forme phosphorylée de STATS en réponse a I'[L-2 a
toutes les concentrations testées. Un tableau récapitulatif des différences statistiques observées
entre les lymphocytes T DP et les autres populations lymphocytaires est disponible en annexe

pour I’IL-2 ainsi que pour I’IL-15 (tableaux VII et VIII).
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Figure 11: Pourcentages de cellules T positives pour STATS5p suite a une dose/réponse.
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Les PBMCs ont été stimulés avec des doses variables d’IL-15 (0.2, 0.6, 1, 2.5 et
Sng/ml) ou d’IL-2 (10, 50, 200, 500 et 1000U/ml) sur une période de 15 minutes puis
ont ét¢ marqués pour les molécules suivantes: CD3, CD4, CDS8, CD45RA, CD45RO,
STATSp et STAT3p et analysés par cytométrie. A) Les proportions de lymphocytes T
CD4CD45RA, CD4CD45R0O, CD8CD45RA, CD8CD45R0O et CD4CDS8 exprimant
STAT5p suite a I’exposition de différentes doses d’IL-15 ont été déterminées pour 6
donneurs sains. B) Les proportions de lymphocytes T CD4CD45RA, CD4CD45RO,
CDSCD45RA, CD8CD45RO et CD4CDS8 exprimant STATSp suite a I’exposition de
différentes doses d’IL-2 ont été déterminées pour 6 donneurs sains. Les analyses sont
basées sur les signaux obtenus des témoins isotypiques. Les moyennes +/- les SEM
sont illustrées. Test d’analyse de variance (ANOVA) ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05



3.0 Profil d’expression des lymphocytes T suite a une
activation

Les lymphocytes T du systtme immunitaire sont généralement classés selon leur
capacité¢ a produire certains médiateurs. Nous avons voulu déterminer le profil d’expression
des lymphocytes T DP ex-vivo suite a une activation afin de déterminer quelles fonctions
pourraient leur étre attribuées dans la ségrégation classique Th1/Tcl Th2/Tc2 Th17/Tcl7 :
c’est-a-dire I’expression des cytokines signatures : [FN-y, IL-4 et I[L-17a. En second lieu, nous
avons voulu déterminer leur potentiel cytotoxique par 1I’expression des enzymes telles que la
perforine et le granzyme B. En troisiéme lieu, nous avons voulu explorer 1’expression de
quelques autres cytokines et enzymes afin de déterminer lesquelles seraient les plus

prometteuses pour la suite de cette étude.

3.1 Profil d’expression des cytokines signatures suite a une

activation

Dans le but de déterminer le profil des sécrétions des cytokines par les lymphocytes T
DP, des PBMCs de donneurs sains et de patients atteints de la SEP ont été activées a ’aide
d’un mélange composé¢ de PMA, d’ionomycine et de brefeldin A pour une période de 5 h et
ont été ensuite marqués a 1’aide de deux mélanges d’anticorps. Le premier, contenant les
marqueurs pour CD14, CD3, CD4, CDS, IL-4, IFN-y et IL-17a afin de déterminer leurs profils
Th1/Tcl Th2/Tc2 Th17/Tcl7. Le deuxiéme, contenant les marqueurs pour CD14, CD3, CD4,
CDS, granzyme B, IFN-y et perforine pour déterminer leurs potentiels cytotoxiques. La
présence de I’'I[FN-y dans les deux mélanges a servi de contrdle interne entre les marquages
effectués en parallele. Un contrdle isotopique a été effectué pour chaque donneur et chaque
mélange afin de prendre en considération la variation possible inter donneurs. Un exemple de
résultat de marquage pour chacun des mélanges d’anticorps est illustré aux figures 12 et 13.
Les résultats présentés a la figure 14 correspondent a une analyse entre les patients atteints de
la SEP et les témoins sains avec la présentation des différences significatives obtenues entre

les populations de lymphocytes T DP des patients atteints de la SEP et des témoins sains.
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Isotype CD4* CD4*CD8* CD8*
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Figure 13: Détection des enzymes cytotoxiques.

Les PBMCs d’un donneur sain ont été traités pendant Sh en présence de
PMA-+ionomycine+brefeldin A puis, marqués pour les molécules d’intéréts:
CD3, CD4, CDS8, granzyme B, perforine et IFN-y puis, analysés par cytométrie
pour les populations CD4, CD4CDS8 et CD8. Représentation d’un résultat
typique obtenu d’un donneur sain. A) Expression d’IFN-y vs. granzyme B. B)
Expression d’IFN-y vs. perforine. C) Expression de Granzyme B vs. Perforine.
Les analyses sont basées sur les signaux obtenus des témoins isotypiques a partir
des cellules CD3 positives.
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L’évaluation du 1 mélange (Th1/Tcl Th2/Tc2 Th17/Tcl7) chez les témoins sains
(figure 14) a permis d’observer un niveau significativement plus élevé pour I’'I[FN-y et I’'IL-4
chez les lymphocytes T DP comparativement aux autres sous-populations (CD4 ou CDS). En
effet, les pourcentages de cellules produisant de I’IFN-y étaient significativement plus élevés
chez les lymphocytes T DP (pres de 80%) suivi des lymphocytes T CD8 (50%) et enfin des
lymphocytes T CD4 (30%). Les niveaux d’IL-4 étaient inférieurs a ceux de I'IFN-y pour
toutes les populations lymphocytaires toutefois, la proportion de lymphocytes T DP exprimant
cette cytokine était significativement supérieure (16%) a celles des lymphocytes T CD4
(6,7%) et CD8 (4,5%). Le pourcentage de lymphocytes T DP (2,5%) et de lymphocytes T
CD4 (2,3%) qui exprimait I’IL-17a était similaire et ceux-ci étaient supérieurs a celui des
lymphocytes T CD8 (moins de 0,3%). Par ailleurs, la différence de production d’IL-17a entre
les lymphocytes T DP et CD8 s’est avérée significative.

L’évaluation de la production de ces cytokines signatures chez les patients atteints de
la SEP (figures 14) a révélé que les proportions de lymphocytes T qui produisaient de I’ITFN-y
¢taient significativement différentes entre les lymphocytes T CD4 et les CDS8, les
lymphocytes T CD8 étant supérieurs. Aucune différence significative n’a été observée pour les
lymphocytes T DP. La production d’IL-4 était similaire a celle observée chez les donneurs
sains c'est-a-dire, plus élevée chez les lymphocytes T DP suivi d’un niveau similaire entre les
lymphocytes T CD4 et CDS8. Une différence significative a été observée pour I’IL-17a entre
toutes les sous-populations de lymphocytes T; les proportions étaient plus élevées chez les
lymphocytes T DP suivi des lymphocytes T CD4 par rapport aux lymphocytes T CD8. La
comparaison entre les donneurs sains et les patients atteints de la SEP (figure 14) a démontré
que la proportion de lymphocytes T DP produisant de I’'IFN-y était supérieure chez les
donneurs sains comparativement aux patients atteints de la SEP. Les observations pour les
autres cytokines (I’IL-14 et I’IL-17a) étaient similaires pour les deux groupes de donneurs

pour les lymphocytes T DP.
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3.1 Profil d’expression des enzymes lytiques suite a une activation

L’évaluation du 2° mélange (cytotoxique) sur des échantillons de donneurs sains
(figure 14) a révélé des proportions significativement plus élevées de lymphocytes T DP
positifs pour la perforine et le granzyme B comparativement aux autres sous-populations (pres
de 38%). De plus, un plus grand pourcentage de lymphocytes T CD8 (un peu plus de 23%)
produisait ces enzymes lytiques comparativement aux lymphocytes T CD4 (environ 7%).
Toutefois, la méme analyse sur des échantillons provenant de patients atteints de la SEP a
démontré que légerement plus de lymphocytes T CD8 étaient positifs pour la perforine et le
granzyme B que les lymphocytes DP mais sans différence significative entre les deux. Ces
niveaux étaient par contre significativement plus élevés chez les lymphocytes T CD8 et DP
que chez les lymphocytes T CD4 (moins de 1%). Le pourcentage des lymphocytes T DP
produisant des enzymes lytiques (perforine et granzyme B) était significativement inférieur

chez les patients atteints de la SEP a celui détecté chez les donneurs sains.

3.3 Expression de diverses cytokines par les lymphocytes T DP

Afin d’élargir la caractérisation des lymphocytes T DP, nous avons, de facon
préliminaire, testé d’autres cytokines (GM-CSF, IL-5, IL-21, TNF) et enzyme (granzyme A)
suite a I’activation de PBMCs d’un donneur sain. Il s’agit de cytokines dont la production a
préalablement été rapporté parmi les DP (Desfrancois et al. 2010) en plus qu’une variation de
leurs concentrations dans le sérum des patients a été¢ observées (Kanabrocki et al. 2007). Les
résultats préliminaires obtenus permettent d’observer un profil d’expression de cytokines des
lymphocytes T DP qui semble distinct des lymphocytes T CD4 et CD8 dont les résultats sont
présentés a la figure 15. Les proportions de lymphocytes T DP qui ont produit du GM-CSF
(une cytokine associée au profile Thl et Th17), du TNF (cytokine associé¢ au profile Thl) et
du granzyme A ont été supérieures a celles observées chez les populations de lymphocytes T
CDS8 et CD4. Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour déterminer si de tels

résultats sont observables chez plusieurs donneurs.
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Isotype CD3* CD4* CD4*CD8* CcD8*
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IL-21 ' ' ' -
E :
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Figure 15: Cytokines produites par les lymphocytes T CD4*CDS8".

Les PBMCs d’un donneur sain ont été traités pendant 5h en présence de
PMA-+inomycine+brefeldin A puis marqués pour les molécules suivantes: CD3,
CD4, CD8, GM-CSF, Granzyme A, IL-4, IL-5, IL-21, TNF et IFN-y et analysés
par cytométrie pour les populations CD4, CD4CDS8 et CDS. Les analyses sont
basées sur les signaux obtenus des témoins isotypiques. A) Expression d’IFN-y vs
GM-CSF B) Expression d’IFN-y vs granzyme A. C) Expression d’IFN-y vs IL-5.
D) Expression d’IFN-y vs IL-21. E) Expression d’IFN-y vs TNF.
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4.0 Caractérisation phénotypique des lymphocytes T DP

Afin de poursuivre la caractérisation des lymphocytes T DP, nous avons ciblé une série
de marqueurs possiblement impliqués dans la SEP, en lien avec les résultats que nous avons
préalablement obtenus. Nous avons voulu déterminer 1’état d’activation, de sénescence et du
potentiel migratoire des lymphocytes T DP a 1’aide de marqueurs tels que le CCR7 (Noor and
Wilson 2012), le CXCR3 (Groom and Luster 2011), le CD57 (Ratts et al. 2006) et le CD95
(Moreno et al. 2014). Nous avons aussi évalué I’expression de PD1 ainsi que de ses deux
ligands pour déterminer si les lymphocytes T DP ont le potentiel d’exercer ou de subir une
modulation immunitaire par 1’action de PD1 et de ses ligands (Dai et al. 2014). Nous avons
évalué I’expression du NKG2D par les lymphocytes T DP en lien avec les intéréts de notre
équipe pour cette molécule dans la SEP (Saikali et al. 2007). Nous avons ensuite évalué la
double expression de CD161 et CCR6 par les lymphocytes T DP en lien avec le role
pathogénique proposé pour les lymphocytes T CDS8 exprimant ces marqueurs dans la SEP
(Annibali et al. 2011). Rappelons aussi les lymphocytes T DP sont majoritairement CD45RO+
(Waschbisch et al. 2014) mais que pour des raisons techniques nous avons choisie de ne pas

faire la distinction entre les DP CD45RA et CD45RO.

4.1 Expression de récepteurs de chimiokines

Afin d’obtenir des informations sur 1’état d’activation des lymphocytes T DP, nous
avons évalué I’expression de CXCR3 et CCR7, des récepteurs de chimiokines qui permettent
d’évaluer I’état d’activation et le potentiel migratoire des lymphocytes T vers leurs sites
respectifs. L’expression du premier est associ¢ a 1’activation ainsi qu’au potentiel migratoire
des lymphocytes T vers leurs lieux d’actions (Groom and Luster 2011). L’expression du
CCR7 est plutot associée a la migration des lymphocytes vers les sites lymphatiques
secondaires pour leur activation subséquente (Noor and Wilson 2012). A ceci, nous avons
ajouté les marqueurs pour CD45RA et pour CD45RO pour différencier les lymphocytes naifs
et mémoires. Un exemple des données obtenues en cytométrie est illustré (figure 16). Les
résultats compilés de 8 patients atteints de la SEP et de 13 donneurs sains pour 1’évaluation de

I’expression de CCR7 est illustré a la figure 17. Les résultats compilés de 3 patients atteints de
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la SEP et de 6 donneurs sains pour I’évaluation de 1’expression de CXCR3 est illustré a la

figure 18.
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A CD4*CD45RA* CD8*CD45RA*

Isotype  =—

Isotype =

CD8*CD45R0O*

B CD4*CD45RA* CD4*CD45RO* CD4*CD8* CD8*CD45RA*
41.4 43.11411.9 80

Figure 16: Expression ex-vivo des CCR7 et CXCR3 par les différentes sous-
populations de lymphocytes T humains.

Des PBMCs d’un donneur sain ont ét¢ marqués pour les molécules suivantes: CD14,
CD3, CD4, CD8, CD45RA, CD45RO, CXCR3 et CCR7 puis, analysés par cytométrie
pour les populations CD4, CD4CD8 et CD8. A) Les profils des contrdles isotypiques et
B) des marquages sont illustrés pour chaque population lymphocytaire.
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CD4*CD45RA*
CD4*CD45RO*
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CD8*CD45RA*
CD8*CD45RO*
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CCR7+

Figure 17: Expression ex-vivo de CCR7 par les différentes sous-populations de
lymphocytes T humains.

Des PBMCs ont €té marqués pour les molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CDS,
CD45RA, CD45R0O, CXCR3 et CCR7 puis, analysés par cytométrie. Les proportions
de lymphocytes T CD4 et CDS naifs et mémoires ainsi que les DP exprimant CCR7 ont
été déterminées chez des donneurs sains (n=13) et des patients non traités atteints de la
SEP (n=8). Les moyennes +/- les SEM sont illustrées. Test d’analyse de variance
(ANOVA) CDA4CD45RA vs. toutes les autres populations SEP et Ctrl p<0.01;
CD8CD45RO vs. toutes les autres populations SEP et Ctrl p<0.01; CD4CDS8 vs.
CD8CD45RA Ctrl p<0.001; SEP vs. Ctrl non significatif. ***p<0.001, **p<0.01.
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Figure 18: Expression ex-vivo de CXCR3 par les différentes sous-populations de
lymphocytes T humains.

Des PBMCs ont €té marqués pour les molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CDS,
CD45RA, CD45R0O, CXCR3 et CCR7 puis, analysés par cytométrie. Les proportions
de lymphocytes T CD4 et CD8 naifs et mémoires ainsi que les DP exprimant CXCR3
ont été¢ déterminées chez des donneurs sains (n=6) et des patients non traités atteints de
la SEP (n=3). Les moyennes +/- les SEM sont illustrées. Test d’analyse de variance
(ANOVA) CD4CDA45RA vs. les autres populations SEP et Ctrl p<0.01; CD4CD45RO
vs. les autres populations SEP et Ctrl p<0.01; SEP vs. Ctrl non significatif. **p<0.01.
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L’analyse de I’expression de CCR7 par les lymphocytes T des patients atteints de la
SEP (figure 17) révele que pres de la totalité des lymphocytes T CD4 naifs étaient positifs et
ce, a un niveau significativement plus élevé que les autres sous-populations de lymphocytes T.
Les lymphocytes T CD4 mémoires, DP et CDS8 naifs partageaient un niveau d’expression
similaire du CCR7 qui était située entre 67% et 73%. L’expression du CCR7 par les
lymphocytes T CD8 mémoires était significativement plus basse, soit autour de 42%. Les
résultats de 1’expression de CCR7 chez les donneurs sains ont été similaires a ceux obtenus
chez les patients a I’exception des lymphocytes T CDS naifs qui étaient légeérement plus élevés
que chez les patients atteints de la SEP. De plus, I’expression de CCR7 était significativement
différente entre les lymphocytes T CDS8 naifs et lymphocytes T DP des donneurs sains. Nous
n’avons toutefois pas observé de différences significatives entre les patients atteints de la SEP

et les donneurs sains (figure 17).

L’analyse de I’expression de CXCR3 par les lymphocytes T des patients atteints de la
SEP (figure 18) a révélé que les lymphocytes T CD4 naifs n’exprimaient que trés peu ce
récepteur. Par contre, pres de 46% des lymphocytes T CD4 mémoires exprimaient CXCR3. La
proportion des lymphocytes T DP, CD8 naifs et CD8 mémoires qui exprimait le CXCR3 était
similaire, soit autour de 85%. Des différences significatives ont été observées entre les
populations de lymphocytes T CD4 naifs et CD4 mémoires et aussi entre ceux-ci et les
lymphocytes T DP, CD8 naifs et CD8 mémoires. Des résultats similaires ont été observés chez
les donneurs sains (figure 18). Aucune différence significative n’a été observée pour

I’expression de CXCR3 entre les patients atteints de la SEP et les donneurs sains (figure 18).

4.2 Expression ex-vivo de CD57 et CD9S5 par les lymphocytes T

Suite a ’observation de différences significatives dans le pourcentage des lymphocytes
T DP pour I'IFN-y, la perforine et granzyme B entre les patients atteints de la SEP et les
donneurs sains, nous avons voulu déterminer si ce changement pouvait étre dii a une activation
chronique de ces cellules. Nous avons choisi de déterminer 1’expression de CD57, car celle-ci
a été associée a I’activation chronique des lymphocytes CDS8 dans la SEP (Ratts et al. 2006).
Le récepteur Fas ou CD95 est quant a lui associé a un récepteur de mort cellulaire

programmée (Moreno et al. 2014). Un exemple des données obtenues en cytométrie est illustré
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(figure 19A). Les PBMCs ex-vivo de 8 donneurs sains et de 5 patients atteints de la SEP ont
été analysées pour ’expression de CD57 (figure 19B) et CD95 (figure 19C). Nous avons
observé une variation inter-donneur relativement élevée pour 1’expression de CD57 par les
lymphocytes T DP, autant chez les donneurs sains que chez les patients atteints de la SEP
(figure 19B). Chez les donneurs sains, la proportion de cellules exprimant le CD57 était plus
¢levée chez les lymphocytes T DP, suivi des lymphocytes T CDS, pour terminer avec les
lymphocytes T CD4. De plus, la différence a été significative entre les lymphocytes T CD4 et
DP. Chez les patients atteints de la SEP, les niveaux d’expression de CD57 étaient similaires
entre les lymphocytes T DP et CD8 qui étaient tous deux significativement supérieurs aux
lymphocytes T CD4. Aucune autre variation significative n’a été observée pour 1’expression

de CD57 entre les patients atteints de la SEP et les donneurs sains.

Lorsque nous ¢évaluons I’expression de CD95 chez les donneurs sains (figure 19C), son
expression était significativement plus élevée chez les lymphocytes T DP que chez les
lymphocytes T CD4 et CDS, soit autour de 69% comparativement a 35% et 39%. L’expression
de CD95 par les lymphocytes T CD4 et CD8 n’était pas significativement différente.
L’évaluation de I’expression de CD95 chez les patients atteints de la SEP et les donneurs sains
révele une différence significative entre les lymphocytes T CD4 et DP. Une différence
significative entre les lymphocytes T CD8 et DP a été observé chez les donneurs sains. Une
augmentation de 1’expression de CD95 a été observée entre les lymphocytes T CDS8 des
patients atteints de la SEP comparativement aux donneurs sains malgré la forte variation inter-

donneur de celle-ci (figure 19C).
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Figure 19: Expression ex-vivo des récepteurs CD57 ou CDO95 par différentes sous-populations de lymphocytes T humains.
Des PBMCs ont été marqués pour les molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CD8, CD56, CD57 et CD95 puis, analysés
par cytométrie pour les populations CD4, CD4CDS8 et CD8 exprimant CD57 ou CD95. A) Les résultats obtenus pour un
donneur sain sont illustrés. Les pourcentages de cellules positives pour CD57 (B) et CD95 (C) des PBMCs de 5 patients
SEP non traités et de 8 donneurs sains sont illustrés, chaque point représente un donneur. Les analyses sont basées sur les
signaux obtenus des témoins isotypiques a partir des cellules CD3 positives. Test d’analyse de variance (ANOVA).
*#%p<0.001; **p<0.01; *p<0.05. Pour CD57: Pas de différences significatives entre les SEP et Ctrl; pour CD95 pour les
cellules CD8 SEP vs. Ctrl *p<0.05 (étoile bleu).

Pour les comparaisons entre les populations au sein des mémes donneurs si les différences sont significatives:
Comparaison CD4 vs. CD4CDS8 ou CD8: des étoiles vertes indiquées au dessus des colonnes CD4CDS8 ou CD8

CD4CD8 vs. CDS8: des étoiles rouges indiquées au dessus des colonnes CD8
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4.3 Expression ex-vivo de PD1 et de ses ligands par les lymphocytes

T.

Notre intérét pour 1’évaluation de 1’expression de PD-1 (protéine de la mort cellulaire
programmeée) provient des travaux antérieurs de notre laboratoire (Pittet et al. 2011). En effet,
PD-1 pourrait étre impliqué dans 1’évolution du modéle de I’'EAE ainsi que de la SEP. A ceci,
nous avons ajouté les marqueurs pour CD45RA et pour CD45RO pour différencier les
lymphocytes naifs et mémoires. Les PBMCs ex-vivo de 8 donneurs sains (figure 20) ont été
testées. Un exemple des données obtenues en cytométrie est illustré (figure 20B). Les résultats
démontrent que des plus grandes proportions de lymphocytes T DP exprimaient le PD-1,
environ 31%, suivi des lymphocytes T CD8 mémoires a 25% puis, celles des lymphocytes T
CD4 mémoires, a 13%. Tel qu’attendu, les lymphocytes T CD4 naifs et CD8 naifs
n’exprimaient que trés peu de PD-1. Il serait pertinent d’évaluer I’expression de PD-1 par les
lymphocytes T DP des patients atteints de la SEP, en lien avec les changements observés pour

les autres marqueurs testés.

La réponse immunologique des lymphocytes peut étre modulée par 1’expression des
ligands PD-L1 et PD-L2 du PD-1 (Dai et al. 2014). Nous avons voulu déterminer si les
lymphocytes T DP pouvaient exprimer 1’un ou 1’autre de ces ligands; nous avons évalué une
telle expression chez deux donneurs sains (figure 23 en annexe). Les résultats obtenus nous
indiquent qu’aucune des populations de lymphocytes T observée n’exprimait I’un ou 1’autre de

ces ligands. Nous n’avons pas poursuivi I’étude de ces ligands.
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Figure 20: Expression ex-vivo de PDI1 par différentes sous-populations de
lymphocytes T humains.

Des PBMCs ont été marqués pour les molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CDS8,
CD45RA, CD45RO et PDI puis, analysés par cytométrie. Les proportions de
lymphocytes T naifs et mémoires ainsi que les DP exprimant PD1 ont été déterminées
chez 8 donneurs sains. A) Les résultats d’un controle isotypique sont illustrés. B) Les
résultats obtenus pour un donneur sain sont illustrés. C) Représentation graphique des
résultats obtenus a partir des PBMCs de 8 donneurs sains. Les moyennes +/- les SEM
sont illustrées. Test d’analyse de variance (ANOVA) CD4CD45RA vs. CD4CD45RO
p<0.05 (*), CD8CD45RO p<0.001 (***) et CD4CD8 p<0.001 (***); CD4CD45RO
vs. CD8CD45RO p<0.05 (*) et DP p<0.05 (***); CD4CDS8 vs CDSCD45RA p<0.001
(***); CD8CD45RA vs. CD8CD45RO p<0.001 (***). Les analyses sont basées sur les
signaux obtenus des témoins isotypiques.
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4.4 Expression ex-vivo des récepteurs NKG2D, CCR6 et CD161
par les lymphocytes T

Notre laboratoire a précédemment démontré le role du NKG2D dans la lyse des
oligodendrocytes par des cellules immunes dans le contexte de la SEP par le déclenchement
d’activités cytotoxiques lors de la liaison de NKG2D et de ses ligands (Saikali et al. 2007).
Nous avons évalué I’expression du NKG2D par des PBMCs ex-vivo de quatre donneurs sains
(Figure 21). Un exemple des données obtenues en cytométrie est illustré a la figure 21 A. Nous
avons observé que pres de 88% des lymphocytes T CDS8 exprimaient ce récepteur. Environ
43% des lymphocytes T DP et une treés faible proportion des lymphocytes T CD4 exprimaient
aussi ce récepteur. Malgré le petit nombre de nos donneurs, les différences d’expression

¢taient significativement différentes pour toutes les sous-populations.

Il a récemment été publié que les lymphocytes T CD8 qui expriment a la fois CD161 et
CCR6 ont des caractéristiques requises pour étre une population potentiellement pathogénique
dans le contexte de la SEP par leurs capacités migratoires et d’activités cytotoxiques (Annibali
et al. 2011). Nous avons déterminé si les lymphocytes T DP présentaient une population
importante de cellules CD161CCR6 double positives. La spécificité¢ du marquage ainsi que
des compensations utilisées a été¢ démontrée a 1’aide d’un contréle FMO (figure 22A). La
présence d’une population de lymphocytes T CD8 CCR6™“CD161™" a pu étre observée,
mais dans une moindre proportion chez les patients atteins de la SEP que chez les donneurs
sains. Une population de lymphocytes T DP CCR6™CD161"™"" a aussi pu étre observée et
était moins importante chez les patients atteints de la SEP que chez les donneurs sains. De
plus, nous avons détecté une grande variation inter-donneurs; le pourcentage des lymphocytes
T DP ou CDS8 qui exprimaient des niveaux ¢levés des CCR6 et CD161 étaient variables d’un
donneur a l’autre (voir barre d’erreur plus grande que pour les autres marqueurs). Aucune
différence significative n’a été observée entre les patients atteints de la SEP et les donneurs
sains (figure 22B); I'unique différence a été observée entre les lymphocytes T CD4 et DP des
donneurs sains (figure 22B).
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Figure 21: Expression ex-vivo du récepteur NKG2D par différentes sous-populations de lymphocytes T humains.
Des PBMCs ont été¢ marqués pour les molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CD8, CD56, et NKG2D puis,
analysés par cytométrie. Les proportions de lymphocytes T CD4, CD4CDS et CD8 exprimant le NKG2D ont été
déterminées. A) Les résultats obtenus pour un donneur sain sont illustrés. B) Les moyennes des pourcentages des
cellules exprimant les molécules d’intérét +/- les SEM sont illustrées pour quatre donneurs sains. Test d’analyse
de variance (ANOVA): CD4 vs. CD4CDS8 ou CD8 p<0.01; CD4CDS8 vs. CD8 p<0.01. Les analyses sont basées
sur les signaux obtenus des témoins isotypiques a partir des cellules CD3 positives.
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Figure 22: Expression ex-vivo de CD161 et de CCR6 par les différentes sous-populations
de lymphocytes T humains.

Des PBMCs ont ét¢ marqués pour les molécules suivantes: CD14, CD3, CD4, CDS,
CD56, CD161 et CCR6 puis, analysés par cytométrie. Les proportions de lymphocytes T
CD4, DP et CD8 exprimant CD161 et CCR6 ont été déterminées chez des donneurs sains
et des patients non traités atteints de la SEP. A) Les résultats d’un contréle FMO sont
illustrés. B) Les pourcentages de cellules exprimant CD161 et CCR6 de 5 donneurs sains
et de 3 patients SEP non traités. Les moyennes +/- les SEM sont illustrées. Test d’analyse
de variance (ANOVA), ***p<0.001. Les analyses sont bas¢es sur les signaux obtenus des
témoins isotypiques.
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Discussion
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Fréquence des lymphocytes T DP

Nous avons observé une fréquence similaire des lymphocytes T DP parmi les PBMCs
des donneurs sains et des patients atteints de la SEP (figure 6H). Nos résultats sont similaires a
ceux obtenus par d’autres (Waschbisch et al. 2014), qui ont aussi observé une fréquence
similaire entre ces deux groupes de donneurs. De plus, ce groupe a aussi noté une fréquence
équivalente chez les patients atteints de la SEP et traités au Natalizumab. Tout comme le
groupe de Waschbisch et collegues, nous avons utilisé des échantillons provenant de patients
atteints de la forme cyclique de la SEP. Toutefois, une autre équipe (Munschauer et al. 1993) a
rapporté une augmentation de la fréquence de ces lymphocytes T DP chez les patients atteints
de la SEP, mais parmi leur cohorte de patients, 45% de ceux-ci présentaient une forme
secondaire progressive pouvant refléter une pathologie plus avancée, tel que discuté par
Waschbisch et collegues (Waschbisch et al. 2014). Finalement, méme si la fréquence des
lymphocytes T DP dans le LCR des patients atteints de différentes pathologies neurologiques
semble supérieure a celle du sang périphérique, ces cellules n’ont pu étre détectées dans les

1ésions du SNC des patients de la SEP (Waschbisch et al. 2014).

A T’inverse, plusieurs études ont plutdt rapporté une augmentation de la fréquence des
lymphocytes T DP chez des patients atteints de conditions pathologiques diverses. L.’équipe de
Nascimbeni a observé chez des patients atteints de 1’hépatite B et C une augmentation de la
fréquence des lymphocytes T DP dans le sang périphérique et dans le foie, ou une activité
antivirale leur a été attribuée (Nascimbeni et al. 2011). Certains travaux suggerent que ces
cellules possédent aussi une activité cytotoxique alors qu’une infiltration importante de
lymphocytes T DP a été rapportée dans les mélanomes et certains tissus cancéreux dont le
cancer du sein (Desfrancois et al. 2009, Desfrancois et al. 2010). Une augmentation des
lymphocytes T DP ayant des caractéristiques de type Th2 a aussi été rapportée dans le liquide
synovial de patients atteints de la PR (Quandt et al. 2014). Chez les patients atteints de la
maladie de Parkinson, une augmentation de la fréquence des lymphocytes T DP périphérique a
¢été observée dans les stades précoces, mais pas tardifs de la maladie (Hisanaga et al. 2001). La
maladie cceliaque est I’'une des rares pathologies ou une diminution des lymphocytes T DP a

été plutot observée dans le sang et ce, autant chez les patients non traités que les patients

86



traités (Carton et al. 2004) et aussi aux sites d’inflammation dans la lamina propria des colites

ulcéreuses de ces patients (Senju et al. 1991).

Plusieurs travaux ont démontré ’absence de lymphocytes T yd ainsi que des iNKT
parmi les lymphocytes T DP lors de leur sélection (Quandt et al. 2014) et revue par (Parel and
Chizzolini 2004). Seul le groupe de Zloza suggere qu’il y a une contamination possible des
lymphocytes T DP par des NK et des iNKT (Zloza and Al-Harthi 2006). Cette contamination
n’a pas ¢té observée dans nos résultats et peut facilement étre évitée par 1’inclusion d’un
marquage du TCRof. Bien que notre méthodologie soit différente de celle de Waschbisch et
collegues par I’inclusion de marqueurs supplémentaires, d’une sélection plus stricte
(élimination des doublets) ainsi qu’un marquage effectué sur des PBMCs contrairement a du
sang complet, nos résultats concordent pour la fréquence des lymphocytes T périphériques

avec ceux de cette équipe.

Signature des cytokines et enzymes lytiques produites par les

cellules T DP

Plusieurs groupes ont caractérisé les lymphocytes T DP suite a leur isolement a partir
de tissus, de cultures cellulaires, de manipulation menant a 1’obtention de lignées cellulaires
ou d’activation in vitro (Prince et al. 1994, Weiss et al. 1998, Hisanaga et al. 2001, Sullivan et
al. 2001, Suni et al. 2001, Zloza et al. 2003, Parel and Chizzolini 2004, Parel et al. 2007,
Desfrancois et al. 2009, Xie et al. 2009, Desfrancois et al. 2010, Nascimbeni et al. 2011,
Frahm et al. 2012, Eljaafari et al. 2013, Quandt et al. 2014, Sarrabayrouse et al. 2014). Nous
avons plutot choisi d’analyser les propriétés des cellules T DP ex-vivo ou apres une trés courte
stimulation in vitro; aucun des travaux publiés ne présente une telle caractérisation. Nous
avons évalué si les cellules T DP obtenues de patients atteints de la SEP possedent des
propriétés altérées en comparaison avec celles de donneurs sains. Etant donné le role attribué a
certaines sous-populations lymphocytaires inflammatoires dans la patho-biologie cette
maladie, nous avons évalué¢ la production de cytokines dites signatures des Th1/Th2/Th17
(Hedegaard et al. 2008, Burman et al. 2014). Nous avons aussi €valué la production

d’enzymes associées a une activité cytotoxique étant donné qu’une augmentation de leur
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production a été notée dans diverses pathologies (Weiss et al. 1998, Suni et al. 2001, Kitchen

et al. 2004, Nascimbeni et al. 2004, Frahm et al. 2012).

Nous avons observé chez les donneurs sains une plus grande proportion de
lymphocytes T DP produisant I’'IFN-y, I’IL-4, la perforine ou le granzyme B comparativement
aux lymphocytes T CD4 et CD8 (figure 14). Par contre, chez les patients atteints de la SEP, les
pourcentages de cellules DP produisant I’'IFN-y, la perforine ou le granzyme B étaient
diminués sans que les fréquences de cellules produisant I’'IL-4 ou I’'[L-17a n’aient été
modifiées. Les lymphocytes T DP possedent donc un profil d’expression qui les différencie
des lymphocytes T CD4 et CD8 autant chez les donneurs sains que chez les patients atteints de
la SEP. De plus, la diversité des cytokines produites par les cellules T DP suite a une courte
stimulation au PMA-+ionomycine suggere que ces cellules ne représentent pas une population

homogene.

En effet, la caractérisation des lymphocytes T DP, dans le contexte du syndrome du
coOlon irritable, centrée sur les CD4CD8aa, démontre que ceux-ci produisent du TNF, et de
I’IFN-y (50% d’entre ceux-ci) mais pas d’IL-4, IL-5, IL-13, IL-17 ou IL-22. Une production
d’IL-10 en I’absence de I’expression de Foxp3 a aussi été décrite (Sarrabayrouse et al. 2014)
pour cette sous-population. Dans le contexte de la PR, Quandt et collégues ont observé une
tres faible expression d’IL-4 qui était toutefois légerement plus élevée chez les patients (2%
vs. 1%) pour les lymphocytes T DP synoviaux; la production d’IFN-y était similaire entre les
patients et les donneurs sains. Cette production d’IFN-y a aussi été évaluée a partir de PBMCs,
mais a ’aide d’une stimulation différente de la ndtre; cette équipe n’a pas rapporté la
production d’IL-17 (Quandt et al. 2014). La caractérisation des lymphocytes T DP isolés des
lymphocytes associés aux tumeurs (TAL) a démontré que ces cellules peuvent produire non
seulement de I’IFN-y et du TNF, mais aussi de I’'IL-4, IL-2, IL-5, IL-13, et GM-CSF; ces
cellules ont un potentiel lytique de par leur forte production de perforine, granzyme et activité
de dégranulation (CD107a). Bien que les niveaux de TNF, d’IFN-y et GM-CSF ¢étaient
similaires entre les lymphocytes T DP, les CD4 et les CDS, le pourcentage de lymphocytes T
DP produisant de I’IL-2, IL-4, IL-5 et I’IL-13 étaient statistiquement plus élevé que celui des
autres populations lymphocytaires (Desfrancois et al. 2009). La caractérisation des

lymphocytes T DP CD4™"'CD8"™"" obtenus d’échantillon de peau de donneurs sains ainsi que
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de patients atteints de sclérodermie a démontré une production d’IFN-y et d’IL-4 par ces
cellules, mais la production d’IL-4 était considérablement augmentée chez les patients
comparativement aux donneurs sains (Parel et al. 2007). Ces travaux suggerent que le profil
des cytokines produites par les lymphocytes T DP est différent au sein des sous-populations
CD4CD8af ou CD4CD8a.

N’ayant pas tenu compte de ces différentes sous-populations, car nous avons regroupé
tous les lymphocytes T DP en un seul ensemble lors de nos analyses, nous ne pouvons pas
déterminer si les changements que nous avons observés affectent spécifiquement I'une ou
I’autre de ces sous-populations. Toutefois, il est possible de sélectionner préférentiellement
soit les lymphocytes T DP CD4CDS8af3 ou les lymphocytes T DP CD4CD8aa selon une
comparaison du marquage de CD4 et de CDS. En effet, les lymphocytes T CD4CD8af3 ont une
plus faible intensité du CD4 et une plus grande intensité du CDS alors que les lymphocytes T
CD4CD8aa ont une intensité plus forte du CD4 et plus faible du CDS. Cette observation peut
étre confirmée par le marquage spécifique de la forme hétéro dimérique du CD8af} que nous
avons testé de facon exploratoire et tel que rapporté par d’autres (Waschbisch et al. 2014). Par
contre, il est important de spécifier que nous sommes malheureusement limités par le nombre
d’éveénements acquis lors de I’expérimentation; ceci rend la sous division des sous-populations
des lymphocytes T DP dans la présente analyse difficile étant donné le faible nombre de
lymphocytes T DP dans chaque sous-population.

Nos travaux ont démontré que la fréquence des cellules T DP est similaire chez les
patients atteints de la SEP et chez les donneurs sains, mais que la fréquence de ces cellules
qui produisent de I’IFN-y, de la perforine et du granzyme B est diminuée chez les patients. Il
serait intéressant d’investiguer la présence et les propriétés de ces cellules dans le LCR, le
liquide biologique de I’organe ciblé par cette maladie. Des ¢études portant sur les
caractéristiques des lymphocytes T CD4 et CDS8 de patients atteints de la SEP ont utilisé des
stimulations a 1’aide de peptides et protéines spécifiques du SNC; ces travaux ont démontré
une plus grande activation et production de cytokines pro-inflammatoires chez les patients
SEP que les donneurs sains (Segal 2014). Il serait judicieux d’étendre ces évaluations aux
lymphocytes T DP puisque ceux-ci, bien qu’absents du SNC, sont présents dans le LCR et

réagissent fortement aux peptides viraux (Waschbisch et al. 2014).
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Propriétés des cellules T CD4 et CD8 du sang de patients atteints
de la SEP

Nous avons pu comparer les résultats de nos analyses sur les lymphocytes T CD4 et
CD8 avec ceux rapportés dans la littérature scientifique. Plusieurs groupes ont démontré une
augmentation de la fréquence de cellules T CD4 qui peuvent produire de I’'[L-17a chez les
patients atteints de la SEP comparativement aux donneurs sains (Waisman et al. 2015). Nous
avons vu une légere hausse dans notre cohorte de patients par rapport aux donneurs sains sans
que cette différence atteigne des niveaux statistiquement significatifs (figure 14); il faudrait
sans doute augmenter le nombre de donneurs. Une variation de I’'IL-17 a aussi été observée
entre les patients en rémission et en poussée (Kebir et al. 2009), mais nous n’avons pas pu
tenir compte de cette différence dans notre analyse, car peu de patients étaient en poussée au
moment du don de sang. Nous n’avons pas observé de diminution de I’IFNy entre les patients
et les donneurs sains contrairement aux deux groupes précédents (Becher et al. 1999,
Franciotta et al. 2000). Le nombre limité de patients étudiés pourrait étre en cause dans cette
différence. Nous n’avons pas observé de variation de 1’IL-4 entre les patients et les donneurs
sains (figure 14), observation préalablement rapportée (Franciotta et al. 2000). L’évaluation de
la perforine et de granzyme B au niveau de ’ARNm des lymphocytes T CD8 périphériques
rapporte une diminution de ceux-ci chez les patients comparativement aux donneurs sains
(Malmestrom et al. 2008). Il s’agit d’une observation qui s’accorde avec nos résultats ou nous
notons une diminution dans le pourcentage de lymphocytes T CD4 et CD8 pour ces deux
enzymes entre les patients et les donneurs sains. De plus, la plus grande proportion de
lymphocytes T CD8 qui produisent ces deux enzymes par rapport aux cellules T CD4 a aussi
¢été observée par d’autres chez les donneurs sains (Lin et al. 2014). Plus récemment, il a été
avancé que la perte d’enzymes lytiques des lymphocytes T CD8 (perforine et granzyme B)
pourrait étre reliée a la perte de fonctionnalité des lymphocytes CD8 Treg chez les patients

atteints de la SEP (Cunnusamy et al. 2014).
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Activité régulatrice des lymphocytes T DP

Pour ce qui est d’un role possible d’immunorégulateur des lymphocytes T DP, il existe
quelques exemples ou ceux-ci semblent moduler la réponse immunitaire. Dans le modele de
I’EAE, le transfert adoptif de cette population a mené a une certaine protection lors de
I’induction de la pathologie (Tutaj and Szczepanik 2007). Dans la maladie du lupus
érythémateux disséminé, les lymphocytes T DP pourraient avoir un role dans la suppression
d’auto anticorps (Wu et al. 2014). Une activité régulatrice de protection leur est attribuée dans
la maladie du greffon contre I'hdte ou ceux-ci, isolés de biopsies produisent de haut niveau
d’IL-10, mais de bas niveau d’IL-2 et d’IFN-y (Eljaafari et al. 2013). Rappelons aussi que leur
absence ou leur forte diminution semblent aussi étre reliées a 1’évolution de la maladie
ceeliaque (Carton et al. 2004), tout comme leur diminution aux sites d’inflammation des
colites ulcéreuses (Senju et al. 1991). Les lymphocytes T DP ralentissent aussi la progression
du mycose fongique, qui est caractérisée par une multiplication de lymphocytes au niveau
cutané (De Marchi et al. 2014). Les lymphocytes T DP, méme en trés faible nombre, ont aussi
été rapportés pour consommer excessivement rapidement I’IL-2 et donc par compétition,
moduler la régulation de la réponse immunitaire dépendante de 1’IL-2 (Eljaafari et al. 2013). Il
est donc fortement possible qu’une activité de régulation soit attribuée a une petite population
de lymphocytes T DP et que celle-ci soit affectée dans la SEP. Dans les modeles animaux,
I’expression de FOXP3 a été rapportée parmi les DP des cochons (Kaser et al. 2008) et des
chiens (Pinheiro et al. 2011). Malheureusement, il n’existe aucune évaluation directe des
marqueurs d’expression classiquement associée aux Treg chez I’étre humain et 1’attribution

d’un réle régulateur est plutot la conséquence d’observations phénotypiques.

Caractérisation du phénotype de surface

Contrairement a la caractérisation des cytokines et enzymes produites par les
lymphocytes T DP, la caractérisation des marqueurs de surface partage beaucoup plus de
similitude entre les études et differe seulement sur la base de la localisation des lymphocytes T
DP évalués dont quelques exemples seront élaborés ultérieurement. La détermination de ’état
général d’activation des lymphocytes T DP étant un théme récurrent dans leur caractérisation,

de nombreuses études ont été résumées par Overgaard (Overgaard et al. 2015). Pour les sous-
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populations des lymphocytes T DP, Nascimbeni et colleégues ont observé que les lymphocytes
T DP CD4**CD8"™ sont généralement des cellules effectrices mémoires (CCR7) et que les
lymphocytes T DP CD4™"'CD8™ sont principalement des cellules centrales mémoires
(Nascimbeni et al. 2004); ces observations ont aussi été publiées par d’autres (Frahm et al.
2012, Quandt et al. 2014). Plusieurs n’ayant pas fait de distinction entre les sous-populations
de lymphocytes T DP, rapportent aussi la forte tendance de ceux-ci a arborer des
caractéristiques mémoires (Desfrancois et al. 2009, Waschbisch et al. 2014). Nous avons
observé une tendance similaire dans la comparaison des marquages de CD45RO'CCR7" entre
les lymphocytes T (CD4, CDS8 et DP) (figure 17) ou I’expression de CCR7 est supérieure sur
les lymphocytes T CD4'CD45RO" et DP comparativement aux lymphocytes T
CD8'CD45RO". Nous avons obtenu toutefois des pourcentages plus élevés pour tous nos
résultats, dans 1’évaluation de 1’expression de CCR7, une différence qui pourrait étre due a
notre méthode d’analyse. Cette hypothése est aussi renforcée par le fait que nous observons
aussi une expression supérieure du CCR7 par rapport a ce que d’autres ont aussi rapporté sur

les lymphocytes T (Nascimbeni et al. 2004, Quandt et al. 2014, Waschbisch et al. 2014).

L’expression du CD57 est associée a la sénescence et a la forte activation des
lymphocytes T (Focosi et al. 2010). Une expression plus élevée par une sous population
lymphocytaire pourrait suggérer un état général d’activation plus important. Le groupe de
Nascimbeni a observé que la fréquence de cellules T DP qui expriment CD57 ¢était
significativement plus élevée que celle des lymphocytes T CD4, mais cette différence n’était
pas significative par rapport aux cellules T CD8 (Nascimbeni et al. 2004). Il est aussi possible
d’observer, dans la présentation de leurs résultats, une grande variation inter-donneur pour
I’expression de CD57 parmi les lymphocytes T CD8 et DP. Notre propre évaluation du CD57
(figure 19B) montre aussi une grande variation inter-donneur pour les lymphocytes T DP,
mais seulement pour les lymphocytes T CD8 lorsque CD57 a été évalué chez les patients
atteints de la SEP. Cette expression plus stable nous a permis d’observer une différence
significative entre les lymphocytes T CD8 et DP que le groupe de Nascimbeni n’a pas

observée. Toutefois, I’expression du CD57 était similaire entre les deux groups de donneurs.

L’expression de CXCR3 ayant été liée a I’accumulation de lymphocytes T dans le LCR

indépendamment de I’inflammation du SNC par Sorensen et collegues (Sorensen et al. 2002),
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nous voulions déterminer son expression par les lymphocytes T DP. Ceci nous a permis de
constater que le CXRC3 est fortement exprimé par les lymphocytes T DP et CD8 naifs et
mémoires et a des niveaux statistiquement supérieurs aux lymphocytes CD4 naifs et
mémoires, mais sans modification entre les patients atteints de la SEP et les donneurs sains
(figure 18). L’expression plus élevée du CXCR3 par les lymphocytes T DP pourrait en partie
expliquer pourquoi leur fréquence est augmentée dans le LCR chez les patients atteints de la
SEP (Waschbisch et al. 2014) puisque 1’expression de CXCR3 est associée au trafic cellulaire
(Groom and Luster 2011). Bien que Nascimbeni et colleégues ont déja publié leurs résultats sur
I’expression du CXCR3 par les lymphocytes T de donneurs sains, notre inclusion des
marqueurs de CD45RA et CD45RO nous permet de différencier les lymphocytes T naifs et
mémoires ainsi que d’y observer des différences qu’ils n’ont pas pu rapporter (Nascimbeni et

al. 2004).

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans le maintien homéostatique du systéme
immunitaire évitant ainsi le développement de maladie auto-immune. L’activation de la mort
cellulaire programmée est ’'un de ceux-ci; une dérégulation de celle-ci a été rapportée dans la
SEP en lien avec le fonctionnement de CD95 (Moreno et al. 2014). Malgré une expression
plus élevée du CD95 par les lymphocytes T DP, nous avons seulement observé une
augmentation d’expression de CD95 chez les lymphocytes T CD8 des patients atteints de la
SEP en comparaison aux cellules de donneurs sains (figure 19C), tel que préalablement
rapporté (Petelin et al. 2004). Toutefois, il y a moins de variation inter-donneurs dans le
marquage du CD95 parmi les patients atteints de la SEP comparativement aux donneurs sains
et cette expression semble 1égerement plus élevée chez les patients. Plusieurs thérapies dont
les corticostéroides peuvent modifier 1’expression du CD95 qui est plus élevée au moment
d’une poussée (Petelin et al. 2004). Ainsi, I’évaluation de son expression par les lymphocytes
T DP en relation a ces changements pourrait nous donner de meilleures indications sur son

lien possible avec 1’apoptose dans la SEP.

L’expression de PDI1 ainsi que de ses ligands ont déja été impliquées dans la SEP
(Kroner et al. 2005, Trabattoni et al. 2009, Dai et al. 2014), leurs expressions et leurs fonctions
¢tant reliées au maintien homéostatique du systéeme immunitaire. L’expression plus élevée du

PDI par les lymphocytes T DP que par les cellules T CD4 ou CDS8, suggere que ces cellules
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ont été activées (figure 20C). De plus, I’expression de PD-1 est aussi utilisée dans 1’évaluation
de I’exhaustion cellulaire ce qui ferait des DP une population plus susceptible d’avoir été
suractivée. Nous n’avons malheureusement pas évalué 1’expression de PD1 parmi les patients
atteints de la SEP. Le PDI posséde deux ligands ayant des fonctions dans la régulation
immunitaire revue par (Keir et al. 2008); nous avons évalué si les lymphocytes T DP
pouvaient les exprimer. Nous n’avons pas détecté¢ 1’expression des PD-L1 et PD-L2 par les
lymphocytes T DP parmi les donneurs sains (figure 23 en annexe). Nous résultats suggerent
que les lymphocytes T DP n’ont pas de fonction régulatrice dépendante de I’expression du
PD-L1 ou PD-L2; toutefois, I’expression du PD1 par une forte proportion de ceux-ci les rend

potentiellement sensibles a 1’action de ses ligands.

Annibali et collegues ont associé la double expression du CD161 et du CCR6 par les
lymphocytes T CD8 a un role potentiellement pathologique dans la SEP (Annibali et al. 2011).
De plus, le CD161 (récepteur lectine de type C) a été 1ié a un risque génétique dans la SEP
(International Multiple Sclerosis Genetics et al. 2007) et ce, méme si la fonction exacte du
CD161 est toujours discutée sans étre exclusivement attachée a une action pathologique
(Fergusson et al. 2011). Quand au CCR6, celui-ci serait impliqué dans la migration des
cellules T vers des organes (Yamazaki et al. 2008). Nous avons donc déterminé quel
pourcentage des lymphocytes T DP co-expriment ces deux récepteurs. Bien qu’une plus haute
expression de ces molécules soit retrouvée chez les lymphocytes T DP, cette expression
semble partager les caractéristiques retrouvées chez les lymphocytes T CD4 et CDS8. En effet,
les lymphocytes T DP semblent posséder une population de CD161"™CCR6™™ tel que les
lymphocytes T CDS8 en plus d’une population dont I’expression de CD161'CCR6" semble
similaire aux lymphocytes T CD4 (figure 22C). Nous n’avons pas observé de différences entre
les patients atteints de la SEP et les donneurs sains, seulement entre les lymphocytes T CD4 et
DP des donneurs sains ou la co-expression de CD161'CCR6" est supérieure chez les

lymphocytes T DP.

Notre laboratoire a un intérét pour le récepteur NKG2D qui est exprimé par plusieurs
populations lymphocytaires effectrices (Saikali et al. 2007). Lorsque ce récepteur se lie a un de
ses nombreux ligands, ceci déclenche une réponse cytotoxique (Taylor and Gribben 2015).

Nous avons déterminé que le NKG2D est détecté sur prés de la moitié les lymphocytes T DP
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comparativement a ce qui est bien établi dans la littérature pour les autres populations
lymphocytaires (Spear et al. 2013): le NKG2D est rarement présent sur les lymphocytes T
CD4, mais est détectable chez presque la totalité des lymphocytes T CD8 (figure 21B). Nos
résultats sont similaires a ceux rapportés par d’autres équipes (Desfrancois et al. 2009, Spear
et al. 2013). Lorsque nous prenons en considération les sous-populations multiples des
lymphocytes T DP, il est étonnant de constater que seule la moitié de ceux-ci expriment
NKG2D. Jusqu’a présent, seul I’expression de CD8 sous la forme aa ou af a été avancée pour
différencier les sous-populations de lymphocytes T DP (Al-Harthi 2012). Puisqu’il nous a été
possible d’observer que seule la population de lymphocytes T DP ayant un CD8af} exprimait
NKG2D lorsqu’évalué ex-vivo, I’évaluation de cette expression pourrait servir a différencier
ces deux sous-populations de lymphocytes T DP lorsque le marquage spécifique de CD8aa et

CD8ap est impossible.

Réponses a ’IL-15

Une expression augmentée de I'IL-15 a été lice a 1’amplification des propriétés
pathogéniques de plusieurs types cellulaires dans la SEP (Saikali et al. 2010, Broux et al.
2015). Cette cytokine provient de sources variées tels que les macrophages, les astrocytes et
les lymphocytes B (Schneider et al. 2011, Broux et al. 2015). Le récepteur de I'IL-15 est
davantage exprimé par les lymphocytes T DP que les lymphocytes T CD4 ou CD8, mais de
fagon similaire chez les patients atteints de la SEP et les donneurs sains. Davantage de
lymphocytes T CD8 des donneurs sains et des patients expriment le récepteur de I'IL-15 par
rapport aux cellules T CD4, tel que notre groupe a déja rapporté (Schneider et al. 2011). Les
sous-unités du récepteur de I’IL-15 étant aussi partagées avec le récepteur de I’'IL-2, nous
avons stimulé les PBMCs des donneurs sains afin de déterminer la réponse des lymphocytes T
face a une stimulation par ces deux cytokines. Puisque I’IL-15 a été rapporté pour stimuler
davantage les lymphocytes T mémaoires, tel les CD8 T mémoires (Schneider et al. 2011), nous
avons aussi inclus les marquages de CD45RA et de CD45RO. Malheureusement, le faible
nombre de lymphocytes T DP n’a pas permis de subdiviser ceux-ci entre les lymphocytes T

DP CD45RA et CD45RO.
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L’évaluation de la phosphorylation de STATS, incluent dans les voies de signalisation
de I’IL-2 et de I’'IL-15 (Castro et al. 2011), nous a permis de déterminer que les lymphocytes T
DP répondent le plus fortement et le plus longtemps a I'IL-15 et I'IL-2 que les autres
lymphocytes T CD4 et CDS (figure 10). Les lymphocytes T CD4 et CD8 mémoires possedent
des courbes de réponses similaires durant la cinétique pour I’'IL-15. Elles sont aussi
supérieures aux réponses des lymphocytes T naifs pour les deux cytokines. Des tendances
similaires sont observées lors de 1’évaluation des courbes doses-réponses (figure 11). Par
contre, les lymphocytes T CD8 naifs semblent plus sensibles a I'IL-15 que les lymphocytes T
CD4 naifs (figure 11A). La dose-réponse de I’IL-2, nous montre que les lymphocytes T DP et
CD4 mémoires possédent une sensibilité similaire a la cytokine. Un de nos collegues ayant
effectué une caractérisation similaire a 1’aide de I'[L-27 a déterminé que les courbes de
réponses des lymphocytes T DP sont similaires aux lymphocytes T mémoires. Joint a nos
résultats, ceci nous permet d’avancer que les lymphocytes T DP possédent des caractéristiques
qui les différencient des autres populations de lymphocytes T. Les différences dans les courbes
de réponses entre les lymphocytes T naifs et mémoires démontrent I’importance d’inclure les
marquages de CD45RA et CD45RO dans 1’évaluation du récepteur de I’IL-15. Il est aussi
possible d’observer une réponse différente entre les cinétiques a I’IL-15 et I’[L-2 ou I’IL-15
provoque une phosphorylation de plus courte durée comparativement a I’IL-2 pour les
lymphocytes T mémoires (figure 11), constat aussi avancé par Castro et collegues (Castro et
al. 2011). Bien que cette évaluation doit étre élargie aux patients atteints de la SEP, les
lymphocytes T DP semblent pouvoir répondre a des doses plus faibles d’IL-15 et d’IL-2 tel
que les lymphocytes T CD4 et CD8 mémoires. Il s’agit de résultats intrigants compte tenu de
I’augmentation de I’IL-15 dans la SEP et du rdle pathologique que celle-ci aurait (Schneider et
al. 2011). 1l a été rapporté par Eljaafari et colleégues que les lymphocytes T DP pouvaient
consommer I’IL-2 a une vitesse suffisamment importante pour influencer les réponses
immunitaires dépendantes de celle-ci (Eljaafari et al. 2013). La forte réponse que nous
observons face a I’IL-2 n’est donc pas surprenante méme si notre approche expérimentale ne
permet pas d’élaborer sur cette théorie. A notre connaissance, nous sommes les premiers a
évaluer la capacité a répondre des lymphocytes T DP a répondre a une stimulation a I’IL-2 et
I’IL-15. Les quelques variations observées dans les figures de nos résultats des cinétiques

(figure 10 et 11) sont dues aux petits nombres de répétions. Ceci étant dii a I’optimisation faite
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pour inclure un laps de temps plus long étant donné la réponse plus longue des lymphocytes T

DP qu’initialement prévu.

97



Conclusion
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Au final, notre caractérisation des lymphocytes T DP chez les donneurs sains concorde
généralement avec la littérature disponible a leur sujet dont un survol a été faite par Overgaard
et collegues (Overgaard et al. 2015). Nous pouvons toutefois rapporter d’importantes
différences entre les lymphocytes T dans la stimulation de ceux-ci a I’aide de cytokines ou les
lymphocytes T DP posseédent une réponse qui leur sont propre. Nous avons observé que les
lymphocytes T DP périphériques perdent une importante capacité liée a leur potentiel
cytotoxique/lytique chez les patients atteints de la SEP. Ceci semble mettre fin a notre
hypothése de départ concernant un réle pathologique de ceux-ci dans cette pathologie en
considérant aussi les informations rassemblées et présentées plus haut. Il se pourrait que ces
cellules soient plutdt associées a des rdles régulateurs qui pourraient s’apparenter a ceux
avancés pour une sous-population de Treg (Viglietta et al. 2004, Waschbisch et al. 2014). De
plus, une petite population de lymphocytes T CD8 Treg a aussi été¢ récemment décrite (Sinha
et al. 2014); puisque les lymphocytes T DP possédent des caractéristiques se rapportant aux
lymphocytes T CD4 et CD8, celles-ci pourraient avoir des propriétés de cellules régulatrices

CD4 ou CD8.

Pour conclure, ce projet visait a contribuer a I’avancement de la caractérisation d’une
sous-population de lymphocytes T, de lymphocytes T DP et de déterminer leur implication
possible dans le développement de la SEP. Bien que la caractérisation de cette population en
relation avec la SEP ne fasse que débuter, I'importance des changements observés pour
certaines de leurs caractéristiques semblent indiquer qu’elles soient fortement influencées par
divers phénomenes présents dans la pathologie. Par contre, il reste encore a déterminer le type
d’implication que les lymphocytes T DP pourraient avoir en lien avec la pathologie. Pour
I’heure, I’ensemble des résultats obtenus nous permettent d’avancer qu’il n’y a pas de
changement dans la fréquence périphérique des lymphocytes T DP dans la SEP, mais plutot
une perte de fonction de celles-ci, particuliecrement dans les fonctions cytolytiques. Bien que
les lymphocytes T DP possédent de nombreux marqueurs d’activations, ceux-ci ne sont pas
spécialement plus élevés dans la SEP. Elles possedent une réponse qui lui est propre face a la
stimulation a de nombreuses cytokines telles que 1’IL-2, I’'IL-15 et I’'IL-27 dont les études chez
les patients SEP pourraient nous apprendre davantage. Enfin, les travaux présentés ne sont que

le début de la caractérisation des lymphocytes T DP en relation avec la SEP. De nombreux
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travaux restent a accomplir afin de mieux approfondir notre compréhension de cette petite
population, mais les informations recueillies ici et ailleurs démontrent déja que nous aurions

beaucoup a y gagner.

Parmi ceux-ci, I’interaction entre les lymphocytes T DP et I’'IL-10 est fortement a
considérer. En effet, le role régulateur des DP serait dépendant de I’IL-10 dans un mode¢le
d’inflammation intestinale ou une interaction entre la flore bactérienne, le niveau de la
cytokine et les lymphocytes T DP a été avancé (Sarrabayrouse et al. 2014). Dans le contexte
de la SEP, le r6le immunomodulateur de I’'IL-10 semble aussi étre bénéfique (Ashtari et al.
2015) et revue par (Kwilasz et al. 2015) ainsi que dans le modele EAE (Edwards et al. 2015,
Liao et al. 2015, Zhang et al. 2015). L’étude de la relation entre I’IL-10 et les lymphocytes T
DP dans la SEP est donc une avenue importante a explorer. Par contre, la découverte d’un
marqueur spécifique doit aussi étre prioritaire puisque jusqu’a présent, seulement une série de
marquage permet 1’étude des lymphocytes T DP, ce qui alourdit les travaux nécessaires a son

étude.
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Tableau V: Récapitulatif des analyses statistique de la cinétique d’IL-2 pour les DP vs. toutes

les autres populations lymphocytaire

Temps CD4CD45RA | CD4CD45R0O | CDSCD45RA | CDSCD45RO

0 ns ns ns ns

5 %k ns *k ns

1 0 skksk ns skksk ns

15 Hokok ns Hkok

30 skksk ns skksk

60 Hokok ns *k ns

90 wEE ns HHE ns

Tableau VI: Récapitulatif des analyses statistique de la cinétique d’IL-15 pour les DP vs.

toutes les autres populations lymphocytaire

Temps CD4CD45RA | CD4CD45RO | CDSCD45RA | CDSCD45RO

0 Ns ns * *

5 sksksk skok sksksk sksksk

10 ksksk ks sksksk ksksk

15 sksksk skok sksksk sksksk

30 sksksk ke sksksk kskesk

60 sksksk ksksk sksksk skskesk
sksksk % skskok kskosk

90

111




Tableau VII: Récapitulatif des analyses statistiques de la dose-réponse d’IL-2 pour les DP vs.

toutes les autres populations lymphocytaires

U/ml CD4CD45RA | CD4CD45RO | CDS8CD45RA | CDS8CD45RO
Nll ksk koK ns koK
1 0 k3 ns k3 skskosk
50 skoksk ns skoksk skooksk
200 skskok ns skskok skskosk
500 skoksk ns skoksk koK
1000 o ns * *

Tableau VIII: Récapitulatif des analyses statistiques de la dose-réponse d’IL-15 pour les DP

vs. toutes les autres populations lymphocytaires

ng/ml CD4CD45RA | CD4CD45RO | CDS8CD45RA | CDSCD45RO
Nil ns ns ns ns
0.2 ns ns ns ns
0.5 * ns ns ns
1 HRHRE ns ns ns
2.5 HHE ns * ns
5 sksksk ns sk ns

v






