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Résumé

Dans le cadre du diagnostic biologique des maladies auto-immunes, les auto-
anticorps sont généralement recherchés par des méthodes qui utilisent des
antigenes (ou peptides) présélectionnés. De telles techniques ont des limites qui
pourraient étre contournées par de nouvelles approches. Dans le premier temps de
ce travail, nous rapportons l'intérét d’évaluer les réactivités d'auto-anticorps vis-a-vis
de cibles modifiées par des processus post traductionnels, comme la citrullination
dans le cadre diagnostique de la polyarthrite rhumatoide. Cette approche ne peut
toutefois pas étre transposée a toutes les pathologies auto-immunes, et notamment
la sclérose en plaques. Dans un deuxiéeme temps, notre démarche s’est élargie a
I'analyse globale de la réactivité des immunoglobulines G sériques dirigée contre
différents extraits d’antigenes tissulaires, notamment issus du cerveau. Malgré la
grande hétérogénéité des réponses interindividuelles, il a été possible d’observer
des profils de réactivités distinguant les sujets sains de patients souffrant de
différentes pathologies a composantes auto-immunes. Cette signature sérologique
permet également de distinguer les profils auto-immuns associés a différentes
maladies et méme de distinguer leurs formes cliniques. Dans le modéle expérimental
développé au laboratoire, nous avons observé que des modifications de ces profils
apparaissent de fagon précoce et peuvent étre liées a une évolution péjorative ou
favorable de la maladie auto-immune. Ces résultats ont été confirmés dans la
sclérose en plaques, ou I'étude menée chez des patients ne présentant qu’un
syndrome clinique isolé, a montré que les profils de réactivité sérique des IgG sont
déja marqués de 'empreinte de la maladie qui se révéelera cliniquement en moyenne
trois ans plus tard. De fagon intéressante, d'autres travaux ont montré que le
répertoire des IgM pouvait également étre perturbé au cours d’un processus auto-
immun dont la pathogénie repose sur un dysfonctionnement des lymphocytes T
(syndrome APECED). Ces résultats suggerent que des mécanismes T dépendants
mais aussi T indépendants pesent sur la constitution et I'entretien du répertoire
auto-immun pathologique.

Pour identifier les cibles des réactivités discriminantes révélées par cette premiere
approche, nous avons développé une technique de caractérisation moléculaire
faisant appel a la technique immunoprotéomique. Alors que les pathologies
humaines et les modeles animaux étudiés sont principalement des pathologies
spécifiques d’organe, les antigenes tissulaires qui ont été identifiés comme cibles des
réactivités spécifiquement associées a ces pathologies sont des antigénes
ubiquitaires, et non des antigenes spécifiques d’organe. Ces résultats posent la
question de I'implication réelle de ces cibles dans la physiopathologie des maladies
auto-immunes. lls illustrent également I'impérative nécessité de connaitre les limites
des résultats apportés par les méthodes d'immunoprotéomique.

La caractérisation de la signature sérologique d’un processus pathologique, au
travers de I'analyse des perturbations globales des réactivités sériques qui lui sont
associées, offre des perspectives intéressantes tant en termes de prise en charge du
patient qu’en termes de compréhension physiopathologique des maladies auto-
immunes. Elle pourrait aboutir a d’utiles débouchés thérapeutiques. Ces attentes
justifient pleinement I'investissement qui a été mis en place par notre laboratoire
dans le cadre de sa validation méthodologique.
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Abstract

In autoimmune diseases, specific autoantibodies detected in patients’ sera are
usually investigated by techniques using purified self-antigens and/or relevant
peptides from preselected targets. Such a restrictive view may be overcome by using
new biological techniques to improve the diagnostic procedure. In a first step, we
evaluated the impact of slight changes in target self-antigens related to post-
translational modifications, such as citrullination. In view of the weak results
obtained, we further focused on some properties of the humoral response. We
studied the global self-reactive 1gG antibody patterns against a large panel of
antigens derived from different target tissue extracts, especially brain antigens.
Despite inter-individual differences, some reactivities allowed us to discriminate
between the immune profiles of healthy individuals and those of patients. The self-
reactive footprints can also differentiate distinct autoimmune diseases and their
clinical forms. When we induced experimental autoimmune diseases, dynamic
changes occurred at the early phases with significant patterns related to pathogenic
or protective events. A pathological distortion of the self-reactive antibody
repertoire was also found in clinically isolated syndromes predictive of multiple
sclerosis. Despite the predominant organ-specific symptoms in the clinical and
experimental situations studied, discriminant self-IgG reactivities mostly involved
ubiquitous antigens rather than organ specific targets. Interestingly, discriminant
IgM reactivities targeting both tissue-specific and ubiquitous antigens were also
specifically observed in a T-dependent autoimmune disease (autoimmune
polyendocrinopathy syndrome), suggesting that T-cell-dependent but also T-cell-
independent mechanisms might be involved in pathological changes in the self-
reactive repertoire. Although these footprints have allowed the identification of
useful new biomarkers, their pathophysiological relevance remains to be defined.
The molecular characterization of specific antigenic targets in autoimmune disease is
a critical step towards understanding the pathological mechanisms and developing
useful diagnostic and therapeutic tools. In this perspective, we emphasize the need
for accurate methodological approaches. Our analysis of self-reactive footprints
highlights the potent role of complementary events related to putative dysfunction
in the innate/natural immune response in autoimmune diseases.
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Introduction générale

Comment définir le « soi » ? Plusieurs auteurs considerent le « soi »
immunologique comme une simple métaphore qui ne reposerait sur aucun
argument scientifique robuste : « le « soi » est une sorte d’axiome destiné a
donner l'illusion d’un consensus par le recours a un vocabulaire non défini »
(Tauber, A.l. 1994; Moulin, AM 1990; Pradeu, T. 2005). En fait de
nombreuses définitions ont été proposées. En est-il une qui soit
satisfaisante, ou le « soi » est il un concept insaisissable ? Le « soi » a d'abord
été opposé au « non soi ». Cette notion évoquée depuis plus d’un demi-
siecle, est encore citée dans de nombreux ouvrages pédagogiques
d’'immunologie. Elle affirme que c’est le caractére étranger (« non-soi ») de
I'antigene qui le distingue du «soi» et est a l'origine d'une réponse
immunitaire essentiellement défensive. Nous verrons que cette notion de
discrimination peut légitimement étre contestée aujourd’hui. Selon FM
Burnet (Burnet et Fenner 1941), durant la période foetale ou immédiatement
post-natale, le systéme immunitaire s’éduquerait a tolérer tout antigene
alors présent dans I'organisme en construction, qu’il soit endogene (issu du
patrimoine génétique) ou exogene (environnemental). Aprés cette période
critique, l'organisme préserverait son intégrité contre lintroduction de
nouveaux antigénes qu’il jugerait comme une agression étrangére. C'est une
vision dite «internaliste » d’'un systéme immunitaire qui serait fermé
précocement a « |'extériorité ». Cette hypothese ne peut plus étre retenue
au regard des connaissances récemment acquises sur l'importance de
I’'héritage antigénique pour la mise en place et le maintien du systeme
immunitaire. C’est aussi pour cette raison que la définition du « soi»
résumée aux notions « d’organisme dans son ensemble » (Burnet et al.
1941), de « déterminisme génétique » (Burnet, F.M. et Fenner, F. 1948) ou de
« répertoire immunologique primordial figé » (Burnet, F.M. 1970) n’est pas
satisfaisante. Par ailleurs de nombreux arguments plaident pour juger que le
«non soi» n'est pas l'objet d’'un rejet systématique par le systeme
immunitaire : tolérance materno-foetale, chimérisme, interactions avec les
micro-organismes commensaux (voire pathogeénes), antigénes alimentaires
sont autant d’exemples qui témoignent d’une vision trop restrictive d’un
« non-soi » rejeté s’opposant a un « soi toléré ». A cette vision internaliste,
se substitue donc aujourd'hui une vision « externaliste » ou le systéme
immunitaire est ouvert sur le monde extérieur par lequel il se construit.
Comment situer alors, l'identité biologique d’un individu? La remise en
guestion d’'un « soi » immunologique ne signifie pas I'absence d’identité
biologique mais indique que la vision que le systéeme immunitaire a du
« soi », se construit par l'interaction de facteurs génétiques, épigénétiques et
environnementaux. L’histoire, ou I'héritage antigénique d’un individu pése
de fagon permanente sur la construction, le maintien et I'équilibre de
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I'ensemble du systeme immunitaire. Ainsi un organisme ne serait pas,
comme |'évoquait FM Burnett, le produit du déploiement de potentialités
présentes des ses origines et qu’il aurait a préserver contre toute influence
étrangere nécessairement néfaste. Au contraire, certains auteurs soulignent
aujourd’hui I'importance de la notion de « continuité » pour la construction
de l'identité biologique. Le « soi », pour le systeme immunitaire, serait « ce
qui change de facon trés progressive ». Associée a des capacités d’auto-
reconnaissance régulatrices, cette évolution lente d’adaptation de
I'organisme a l'environnement préserverait I’homéostasie du systeme
immunitaire (Pradeu, T. et Carosella, E.D. 2006). S'il existe un soi peptidique
présenté par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
classique qui faconne le répertoire des lymphocytes T (LT) et indirectement
celui des lymphocytes B (LB) (coopération T-B), les modalités de
reconnaissance d’'un soi non peptidique ne doivent pas étre négligées.
Différentes études ont montré qu’il existe des récepteurs autoréactifs chez
les individus sains. Ces récepteurs seraient capables de reconnaitre de facon
privilégiée des molécules antigéniques qui répondent a des caractéristiques
moléculaires restrictives. Selon P.H. Plotz (Plotz 2003) sur les 60 a 120 000
protéines exprimées par un organisme, « seules » 2 a 6 % (soit entre 1 200 et
~ 7000 d’entre elles) seraient de bons auto-antigénes candidats. Les
propriétés structurales pré-requises pour ce type d’auto-reconnaissance sont
présentées (tableau 1).

Substituer la notion de « continuité » a la notion de « soi figé »; la
notion « d’adaptation » a celle de « discrimination » nourrissent de nouvelles
interrogations sur la définition du « soi » (Pradeu, T. et Carosella, E.D. 2004).
Ce «soi» peut-il n"étre qu’un constituant de l'organisme toléré par le
systeme immunitaire ? Différents mécanismes ont été décrits pour expliquer
cette tolérance : délétions clonales centrale et périphérique (Laouar, Y. et
Viret, C. 1999), réédition des récepteurs (Nemazee 2006), régulation
intrinseque et extrinséque des signaux cognitifs (Basten et Silveira 2010).
Quels sont alors les antigénes cibles de cette tolérance qui qualifierait le
«soi» ? Si ce «soi» est changeant, quelles sont alors les contraintes qui
pesent sur le systeme immunitaire pour maintenir lintégrité de
I'organisme ? Devant ces nombreuses questions concernant la place de
I"autoréactivité dans I’économie du systeme immunitaire, nous nous sommes
particulierement intéressés a la construction et a la régulation de ce
répertoire B autoréactif. Nous verrons que ce répertoire a différentes
facettes qui sont difficiles a appréhender (répertoire naturel, répertoire
adaptatif naif, répertoire adaptatif éduqué, place de la mémoire...). Son
approche peut étre facilitée par I’étude des anticorps (Ac) sériques, plus
aisément accessibles grace a la mise en place et a I'optimisation de nouveaux
outils d’analyses, tels que l'immunoprotéomique. Cette approche a un
double avantage. Elle évalue le « soi reconnu » et permet d’identifier le « soi
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exposé ». Nous verrons les avantages, mais aussi les limites d’une telle
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approche.

Propriétés des antigenes conduisant a la persistance d’une autoréactivité
périphérique

Propriétés structurales

Amino-acides (AA) chargés

Epitopes répétés

Structure en hélice

Association aux acides nucléiques

Séquences désialylées

Catabolisme et devenir aprés la mort cellulaire

Clivage par les caspases ou les nucléases

Phosphorylation ou déphosphorylation

Déamination (transglutaminase) ; ubiquitinylation ; déimination
(citrullination)

Localisation dans les « blebs »

Relargage dans I'espace extracellulaire

Concentration et microenvironnement

Forte concentration locale du fait d’'une augmentation rapide du niveau
d’expression

Forte concentration locale liée a la persistance de I'antigene
Facteurs locaux tissus-spécifiques

Propriétés pro-inflammatoires

Fixation du complément

Propriétés chimio-attractantes

Fixation directe sur les récepteurs des cellules présentatrices d'Ag
Expression liée a la présence d’un pathogene

Tableau 1: Caractéristiques des antigénes les définissant comme cibles privilégiées de
I'autoréactivité (Plotz 2003).



I] Ontogénie, survie et développement des
lymphocytes B : role de la reconnaissance du soi

I-A] Autoréactivité et homéostasie des lymphocytes
B?

Introduction

Les lymphocytes B sont des cellules de I'immunité dont les fonctions
de participation aux mécanismes de défense, et de contrdle de la réponse
immunitaire sont de mieux en mieux connues : cellules productrices d'Ac,
présentatrices d’antigénes, régulatrices. On distingue deux lignages
différents B1 et B2 des lymphocytes B. Chez I'homme, I'existence des
lymphocytes B1 est controversée, alors que chez la souris, ils se développent
essentiellement durant la vie foetale, au niveau du foie et se distribuent dans
les séreuses (péritoine, plévre) et probablement dans certaines muqueuses
(la lamina propria de l'intestin notamment, ou ils produiraient des IgA
sécrétoires (Montecino-Rodriguez et Dorshkind 2006)). Ces cellules
possederaient des capacités d’auto renouvellement de sorte qu'il n’en serait
plus produit chez la souris adulte. Les lymphocytes B2 se développent durant
toute la vie d’un individu au sein de la moelle osseuse et d’autres organes
lymphoides secondaires, notamment la rate. Du lymphocyte pro-B au
plasmocyte, il est décrit différentes étapes et lieux de maturation (figure 1).
Nous détaillerons ces différentes étapes afin d’apprécier la part respective
de la reconnaissance des auto-antigénes dans les mécanismes mis en place
pour la construction du répertoire immunitaire, les fonctions et I'entretien
du pool de ces lymphocytes B (homéostasie lymphocytaire B).
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Figure 1: Différentes étapes de maturation des lymphocytes B dits B2, dans les organes
lymphoides primaires et secondaires.

Rappel : Chez la souris, les lymphocytes B1 se développent durant la vie feetale dans le foie et
colonisent les séreuses, les muqueuses et peut-étre certains organes lymphoides secondaires.

1) Ontogénie et développement des lymphocytes B « B2 »

La description classique des différentes étapes de développement de ces
cellules a un caractére quelque peu artificiel dans le sens ou les événements
semblent se succéder dans le temps et dans l'espace. In vivo, ces
mécanismes ont une dimension temporo-spatiale plus complexe. lls peuvent
parfois étre concomitants ou encore apparaitre a différents stades de
maturation (pro et/ou pré-B), voire dans différents organes lymphoides
(moelle osseuse et/ou rate).

1-1) Une premiére étape critique : la constitution du pré-BCR

Dans la moelle osseuse, issu d’un progéniteur lymphoide commun aux
lignées T, NK et B (Hardy et Hayakawa 2001), le lymphocyte pro-B exprime
les recombinases Rag-1 et Rag-2 qui permettent les réarrangements
aléatoires des segments de genes D-J puis V-DJ et enfin VDJ-C de la chaine
lourde p (IgM) des immunoglobulines. L'enzyme « terminal deoxynucleotidyl!
transferase (TdT) » intervient également paour ajouter des nucléotides entre
les segments D et J et V et DJ et conserver le cadre ouvert de lecture (« N



Expression
Rag-let-2

Réarrangement
VDJ-Cp

diversité », CDR3). Il s’agit d’'une étape importante de la vie précoce des
lymphocytes B. La chaine u ainsi formée va s’associer dans le cytoplasme du
pro-B a un substitut de chaine légére : la « Surrogate Light Chain (SLC) » pour
former le pré-BCR (Hardy et al. 2001). Chez la souris, la SLC est formée de
I’association de deux fragments protéiques CA5 et VpréB. Cette association
entre Cu et SLC, si elle est fonctionnelle, permet I'expression membranaire
d’un pré-récepteur : le « pré-BCR ». Plusieurs situations peuvent découler de
cette expression fonctionnelle (ou non) du pré-BCR a la membrane. Elle fait
I'objet d’un contréle de qualité ou « checkpoint» au cours duquel le
lymphocyte B survivra (ou non) et poursuivra (ou non) sa différenciation. Le
caractere fonctionnel du pré-BCR est apprécié par sa capacité a transduire un
signal d’activation via les deux chaines Iga et IgP co-localisées avec ce pré-
récepteur. Les différentes situations rencontrées lors de cette étape
d’assemblage du pré-BCR et leurs conséquences sont résumées dans la
figure 2 (Hendriks et Middendorp 2004; Martensson et al. 2007; F. Mackay et
al. 2010).
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Figure 2 : Conséquence de I'association (ou non) de la chaine lourde Cp et du substitut de
chaine légeére (« SLC ») d’aprés (Hendriks et al. 2004; Martensson et al. 2007; F. Mackay et al.
2010).

L’association n’est pas possible : le lymphocyte pro-B ne peut survivre que si le réarrangement
des génes du 2°™ chromosome est fonctionnel.

L’association entre Cu et la SLC est possible et conduit a I'expression du pré-BCR a la
membrane : cette expression membranaire traduit la bonne qualité de la chaine . Différentes
conséquences s’ensuivent en fonction de la quantité de signal transduit par les chaines Iga et

lgp.



1-2) Signaux de survie délivrés au LB immature qui exprime le pré-BCR

Le lymphocyte pro-B subit donc un contréle de qualité au travers de
I’évaluation du caractere fonctionnel de I'association de la chaine p et de la
SLC. Ce checkpoint repose sur I'évaluation de la quantité de signaux de survie
que la cellule peut recevoir, signaux qui I'engageront a suivre le programme
de maturation : soit la cellule regoit suffisamment de signaux de survie et elle
s’engage dans la voie de maturation, soit elle n’en recoit pas et sa survie est
compromise a court terme. Le LB immature peut recevoir plusieurs types de
signaux au sein de la moelle osseuse, conditionnant sa survie. Nous les
envisagerons successivement pour positionner le role de la reconnaissance
d’auto-antigénes dans la maturation a ce stade de différenciation.

1-2-a) Signaux indépendants du pré-BCR

Le pro-BCR: Avant méme I'expression du pré-BCR la survie du
lymphocyte pro-B semble liée a I'expression d’un récepteur (appelé pro-
BCR) qui serait composé de la calnexine associée aux chaines Iga et
IgP (Kurosaki et al. 2010). Combinée a l'interaction de I'IlL-7 et son
ligand, I'agrégation de différents pro-BCR semble capable de délivrer un
signal qualifié de « tonique », c'est-a-dire indépendant d’un signal « BCR
spécifique » (F. Mackay et al. 2010). Il semble en fait que ces signaux
toniques renforcent d'autres signaux de signalisation plus qu'ils
n’assurent a eux seuls la survie cellulaire.

Signaux dépendants de facteurs de croissance: On a vu que I'IL-7

constituait un facteur de survie des cellules B immatures chez la souris.
La chimiokine CXCL-12 (SDF-1) délivre aussi, par l'interaction avec le
récepteur CXCR4, des signaux de survie dés le stade de cellule pro-B,
mais probablement aussi, aux stades ultérieurs. Evidemment, ces
facteurs, délivrés de facon isolée, ne suffisent pas a entretenir la survie a
long terme des cellules immatures, notamment une fois qu’elles sont
sorties de la moelle osseuse. Au stade de maturation pro- ou pré-B, le B-
Cell Activating Factor (BAFF) semble peu intervenir comme facteur de
survie. Deux arguments appuient cette assertion: d’une part la faible
expression du récepteur de BAFF a la surface des cellules B immatures
dans la moelle osseuse. D’autre part, les souris dont on a invalidé le
géne de BAFF présentent une lymphopénie périphérique sévere, mais
une densité de population B immatures normale au sein de la moelle
osseuse (F. Mackay et al. 2010). A ce stade de différenciation au sein de
la moelle osseuse, la notion de niche de microenvironnement stromal
est capital pour assurer la survie des cellules en développement.




1-2-b) Signaux dépendants du pré-BCR (figure 3)

Ils sont la encore de 2 types.
Ils peuvent étre liés aux seules propriétés de la SLC.

(i) Une région particuliere n’appartenant pas a la superfamille des
immunoglobulines de la chaine A5 de la SLC permettrait I'auto-
agrégation de différents pré-BCR et donc de rassembler dans un
microenvironnement favorable les molécules Iga. et IgP nécessaires a
la transduction des signaux de survie et de maturation de la cellule
pré-B. Il est a noter que la cellule B immature exprime
quantitativement plus de pré-BCR de membrane qu’une cellule
mature. Ce phénoméne pourrait faciliter la co-agrégation de
récepteurs (Ubelhart et al. 2010).

(ii) La région pré-V[3 de la SLC (chez la souris) contient une extension
protéique (une « queue »), composée d’AA chargés positivement qui
peuvent entrer en contact avec d'autres molécules membranaires,
chargées négativement et exprimées a la surface des cellules
stromales, en contact étroit avec les cellules B en développement
(von Boehmer et Melchers 2010).

Ils peuvent étre dépendants du domaine VDJ porté par la chaine p.

On ne retrouve dans la littérature qu’un nombre restreint de ligands
(auto-antigénes) décrits comme capables d’interagir avec le « paratope » du
pré-BCR aux phases précoces du développement des lymphocytes B. Le
manque de description peut étre lié a la difficulté d’étude de ce répertoire
pré-immun, mais aussi parce que pendant longtemps on a considéré qu’un
signal « tonique » (indépendant du pré-BCR) pouvait suffire a engager le pro-
B vers la voie de la différenciation.

Certains auto-antigénes semblent néanmoins reconnus par les pré-BCR a ce
stade : la galectine 1, ’héparane sulfate, I'insuline sont généralement cités
(Hendriks et al. 2004) ; les protéines et les glycolipides de membrane, les
acides nucléiques également (Pillai et al. 2011). Selon les travaux de H. Plotz
(Plotz 2003), on peut penser que les cellules en apoptose présentes dans
I'environnement stromal médullaire expriment certains auto-antigenes qui
peuvent étre reconnues par les cellules B immatures, méme de facon
temporaire puisque les « macrophages a corps tangible » ont pour fonction
de les éliminer rapidement (Basten et al. 2010). Il semble toutefois que le LB
exprimant un « paratope » constitué de la combinaison de la SLC et de la
chaine p nouvellement formée, contribue par son interaction avec un auto-
antigene, a engager la cellule immature vers les stades ultérieurs de
différenciation cellulaire. Un CDR3 long (celui de la chaine p) (H. Wardemann
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et al. 2003) mais aussi une composition riche en AA chargés positivement ™

2L

(tels que Il'arginine par exemple), conduit par une interaction avec un
épitope chargé négativement a I'engagement du BCR et a la délivrance de
signaux de survie (von Boehmer et al. 2010). Il semble donc que reconnaitre
des auto-antigénes avec une bonne affinité donne un avantage sélectif aux
lymphocytes immatures qui expriment de tels pré-BCR (Kohler et al. 2008).
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Figure 3 : Signaux de survie engagés par le pré-BCR au stade de cellule immature dans la
moelle osseuse (inspiré de (Ubelhart et al. 2010; von Boehmer et al. 2010))

@ Organisation moléculaire du substitut de chaine légére

@ Signal tonique dépendant d’une région de structure différente de celles des
immunoglobulines au sein de la SLC. Elle permet un rapprochement de différents pré-BCR
constituant un environnement favorable a la transmission de signaux de survie

O La SLC est composée d’une queue protéique riche en AA chargés positivement qui peuvent
reconnaitre des ligands chargés négativement sur la cellule stromale peuplant la niche de
développement des cellules Bimmatures dans la moelle osseuse.

O Le paratope lui-méme, dans sa région CDR3, particulierement si elle est composée d’AA
chargés positivement peut engager des interactions avec des antigénes exprimés par la cellule
stromale (auto-antigénes) conduisant a la transduction de signaux. Les ligands connus pour ce
type d’interaction sont actuellement peu nombreux : galectine 1, héparane sultate, insuline ;
mais aussi apoptosomes (antigénes exprimés au cours de I'apoptose).

A ce stade d’expression du pré-BCR, on peut donc constater que la
qualité de ces signaux ont, au moins chez la souris, une importance relative
pour la survie cellulaire. Ils apparaissent assez peu « contraignants » pour la
préservation de cette cellule en voie de différenciation. Il semble que ce soit
surtout la capacité de la chaine lourde, nouvellement constituée, a s’associer
a la chaine légére qui soit évaluée, plus que la qualité du paratope en lui-



méme. Cette interprétation est toutefois en contradiction avec le dogme de
la sélection négative précoce des clones (dangereux) autoréactifs, mais fait
écho a ce qui a été décrit chez d'autres animaux tels que le poulet (bourse de
Fabricius) mais aussi chez des mammiféeres tels que le mouton (plaques de
Peyer iléales), ou le lapin (appendice) (Weill et Reynaud 2005). Pour ne
prendre que I'exemple du lapin, il est en effet décrit que pour tous les LB
immatures un unique gene VH se réarrange avec le géne constant des
immunoglobulines au stade de pré-B. Seuls quelques AA de la région
« framework » de la chaine lourde semblent importants pour I’évaluation
fonctionnelle du pré-BCR ainsi formé. Aprés I'étape de contréle de qualité,
certifiant la capacité de combinaison de la chaine lourde et de la SLC (et
ultérieurement de la « vraie » chaine légére), le paratope sera modifié soit
dans l'appendice, soit dans les plaques de Peyer par un phénomeéne de
conversion de génes et d’hypermutations qui apportent la diversification du
répertoire des Ac.

1-2-¢) Conclusion

Au stade pré-B, la qualité de reconnaissance du paratope pourrait avoir
un réle limité et I'autoréactivité pourrait méme constituer un avantage
sélectif pour la survie. Ainsi, il a été estimé que 15 a 20 millions de
lymphocytes B immatures sortent quotidiennement de la moelle osseuse.
Soixante quinze a 80 % de ces cellules exprimeraient un BCR autoréactif (H.
Wardemann et al. 2003). La transmission de signaux par le pré-BCR aura de
multiples conséquences sur les fonctions cellulaires : outre la survie, on va
voir qu’ils vont conduire a la prolifération cellulaire mais aussi a la
réactivation des enzymes RAG1 et RAG2 conduisant au réarrangement des
génes codant la chaine légére des immunoglobulines.

2) Signaux de survie du pré-B au B immature

Parmi les conséquences immédiates du « test de conformité » du pré-
BCR, le réarrangement des genes codant la chaine légére pour la constitution
du BCR et sa révision, sont essentielles.

2-1) Du pré-BCR au BCR

Deux événements importants suivent le contréle de qualité du pré-BCR :
une expansion clonale et un phénomeéne de maturation du BCR.
L’expansion clonale est un phénomene utile car elle permet d’augmenter de
facon importante le nombre de LB qui ont franchi la premiére étape de
sélection (en effet il a été vérifié que la chaine p est capable de s’associer a la
chaine légere). La maturation du récepteur exprimé par le LB immature se
fait, elle, a deux niveaux. D’une part, par l'induction du réarrangement des
génes codant la (« vraie ») chaine légére. D’autre part, par un processus de
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révision du BCR (« BCR editing ») qui vise a réarranger une nouvelle fois des
génes V(D)J des chaines légeres (plus exceptionnellement des chaines
lourdes) des immunoglobulines afin de réduire le potentiel d’autoréactivité
des LB produits et de diversifier le répertoire des cellules B (c'est-a-dire
élargir leur capacité de reconnaissance).

Il a été estimé qu’une cellule pro- (ou pré)-B peut vivre de fagon consécutive,
plusieurs fois cette séquence d’événements (essentiellement s’ils ne sont pas
fonctionnels) : réarrangement des chaine légéres « (sur les deux
chromosomes) puis en cas de réarrangement non fonctionnel,
recombinaison des génes sur la chaine A, (sur les 2 chromosomes
éventuellement); BCR editing. Ainsi de nouvelles alternatives de
réarrangement sont offertes au LB, tant que tous les moyens n’ont pas été
épuisés pour permettre a la cellule d’accéder au stade de maturation suivant
(Halverson et al. 2004). Plusieurs phases de BCR editing peuvent elles-
mémes se succéder chez la souris et, selon des modeéles mathématiques, il
est estimé que chaque LB mature aura réarrangé la chaine légere en
moyenne 2,5 fois (Nemazee 1998).

2-2) Le « BCR editing » : une révision élargie pour protéger et/ou pour
diversifier ?

2-2-1) Vision classique du « BCR editing »

D’un point de vue finaliste, on peut comprendre qu’il peut étre utile de
réviser un récepteur non fonctionnel. Quelle peut étre toutefois I'utilité de
réactiver la machinerie de réarrangement de genes pour un récepteur qui a
été jugé comme fonctionnel ? Selon la vision classique proposée par FM
Burnett, il faut rappeler la situation générée par la constitution du répertoire
immunitaire. On a vu en effet, que I'organisme produit quotidiennement 15
a 20 millions de LB dans la moelle osseuse, que la production des
immunoglobulines est le fait d’un réarrangement stochastique de génes qui
peut nécessairement conduire a générer des récepteurs autoréactifs, que les
contraintes de survie sont initialement peu drastiques et méme que
I"autoréactivité du pré-BCR est un bon moyen de vérifier que la chaine U sera
capable de s’associer a la chaine légere. De ce méme point de vue, on peut
donc concevoir que I'organisme a prévu un « garde-fou » pour se prémunir
du risque d’autoréactivité en périphérie : il s’agit d’'un second checkpoint,
intervenant aprés le contréle de qualité du pré-BCR. Celui-ci ne vise pas a
décider de la vie ou de la mort du LB selon la conformité ou non de son
récepteur, mais plutét un mécanisme de modifications du paratope généré
par I'intensité du signal transduit par le BCR combiné aux chaines Iga et Igf.
Ce mécanisme a deux finalités : il apporte un grand potentiel de diversité du
répertoire, puisque rappelons-le, les cellules qui vivent ces événements sont




Cellule stromale

en train de se diviser. Enfin, par le changement du paratope il peut amener a
réduire le risque d’autoréactivité du BCR. Ces données sont en accord avec la
théorie de délétion clonale proposée par F.M. Burnett (Burnet, F.M. 1970).
Selon ce dogme (figure 4), toute cellule B (ou T) reconnaissant un auto-
antigene est, soit éliminée par apoptose, soit mise en état d’anergie (Rolink
et Melchers 2002). Pour les lymphocytes B, (pour les LT, il n’a pas encore été
décrit') s’ajoute le phénomeéne de BCR editing qui permet de les sauver du
processus de délétion clonale. Il semble que ce processus soit d’ailleurs
privilégié aux dépens des mécanismes de mort cellulaire qui ne
surviendraient qu’en cas d’épuisement du phénomene de révision
paratopique. Le BCR editing permettrait ainsi d’épargner un large contingent
cellulaire (Halverson, Torres, et Pelanda 2004).

Auto-antigéne, haute avidité —  Apoptose, sélection négative

———————> Auto-antigéne, avidité moyenne ——  Anergie

Sélection positive pour les LB B1
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Figure 4 : La sélection clonale selon le modeéle classique : Les conséquences de I'interaction du
paratope avec un ligand selon les différentes constantes d’affinité mises en jeu. Vision en
accord avec la théorie de la délétion clonale proposée par FM Burnet.

Les LB autoréactifs sont éliminés s’ils présentent un BCR de haute avidité pour un auto-
antigene. lls sont placés en anergie pour des BCR de moyenne avidité.

Seuls les LB dont le BCR ne réagit pas avec un auto-antigéne et qui recoivent des signaux de
survie supplémentaires (BAFF) peuvent survivre en périphérie.

La sélection positive des LB B1 serait possible grdce a la reconnaissance avec une faible avidité
d’auto-antigéne. (D’aprés (Rolink et al. 2002)).

On a vu plus haut que c’est la transduction des signaux de survie par le
pré-BCR qui conduit au réarrangement des genes de chaine légere par le
biais de la réactivation des genes RAG. Il semble que ces mémes signaux
transmis par le pré-BCR soient aussi importants pour conduire au processus
de BCR editing. En effet des travaux rapportent que l'invalidation de la SLC

! Mais il semble exister d'autres mécanismes de conversion paratopique voir (Luning
Prak et al. 2011).



conduit chez la souris a une majoration du nombre de cellules B matures et
autoréactives périphériques et du taux d'auto-anticorps sériques
détectables, suggérant, selon ces auteurs, que c’est I'expression de la SLC qui
conduit a la sélection négative (ou au BCR editing) si les cellules expriment
un potentiel d’autoréactivité (R. A. Keenan et al. 2008). En I'absence de SLC,
le phénomene de BCR editing ne se mettrait plus en place et les cellules
auto-réactives ne seraient plus éliminées.

2-2-2) Vision actuelle des fonctions du « BCR editing »

Le BCR editing vise donc a modifier le paratope d’un récepteur pourtant
fonctionnel par une nouvelle recombinaison des genes V(D)J, lui conférant
alors une autre spécificité, c'est-a-dire la capacité de reconnaitre un autre
antigene que celui qui a conduit a la survie initiale du lymphocyte B. Certain
points invitent a s’interroger sur l'intérét du BCR editing : a-t-il pour but
premier de réduire le risque d’auto-immunité, et/ou de promouvoir la
diversité qu’il apporte au répertoire B? C'est la question que posent S.
Herzog et H. Jumaa (Herzog et Jumaa 2012). En effet, la révision paratopique
par BCR editing concerne préférentiellement (quasi exclusivement) la chaine
légere (Luning Prak et al. 2011). Or la spécificité paratopique, et notamment
I’autoréactivité, du BCR semble essentiellement supportée par la chaine
lourde (c'est-a-dire quelle que soit la chaine légere associée). Le remodelage
des chaines légéres par une nouvelle combinaison de genes semblerait donc
peu influer le potentiel autoréactif du paratope du LB au sortir de la moelle
osseuse. C. Vetterman et HM Jack proposent que l'autoréactivité du BCR
crée, par la qualité des signaux qu’elle engage (notamment la réduction de
I'expression de la chaine a du récepteur pour I'lL-7), offre des conditions
optimales pour la prolifération cellulaire aux dépens de la différenciation
(Vettermann et Jack 2010). L'expression d’un BCR autoréactif conduirait
donc a une intense expansion clonale des LB dont le BCR est fonctionnel
(encore une fois parce que la chalne lourde peut s’associer a la chaine
légere) et dans le méme temps conduirait a la diversification du répertoire
par le processus de BCR editing (Herzog et al. 2012). Ces réflexions sont
synthétisées dans la figure 5.
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Figure 5: Poids de la relation pouvant exister entre « expression du BCR » et « I'auto-
immunité » pour la constitution du répertoire périphérique.
[A] le réarrangement conduit a I’expression d’un BCR non autoréactif. Le LB est « sélectionné
positivement » et peut sortir de la moelle osseuse. Sa représentation périphérique est en
revanche trés faible (« une seule » cellule en périphérie).
[B] le réarrangement et la combinaison des chaines lourde et Iégére conduisent a I'expression
d’un BCR autoréactif. Ce mécanisme conduit a 2 phénoménes :
1) la prolifération de la cellule ;
2) la révision de son paratope. Ce processus de « BCR editing » crée de la diversité dans le
répertoire des cellules filles. Les paratopes des cellules filles sont a leur tour, testés :

(a) ils ne sont pas autoréactifs, les cellules sortent de la moelle osseuse. Leur nombre (n)
est important.

(b) ils sont autoréactifs : la (les) cellule(s) recommence(nt) le processus « prolifération/
BCR editing »... jusqu’a ce que leur paratope satisfasse aux critéres dle sélection (« n’ » cellules
sortent de la moelle osseuse) ou que le processus s’épuise ; la cellule autoréactive entrerait
alors en apoptose. C’est un moyen potentiellement séduisant pour peupler la périphérie d’une
population quantitativement importante et au répertoire diversifié.

2-3) Conclusion

Au stade de cellule immature la capacité de reconnaissance
d’antigenes du « soi » semble apporter de nombreux avantages sélectifs aux
LB. Au stade d’expression du pré-BCR l'auto-reconnaissance conduit a la
survie et a la prolifération cellulaire. Elle conduit également a réactiver les
genes RAG permettant I'expression de la chaine légére. Au stade
d’expression du BCR, la reconnaissance du soi conduirait encore une fois a la
prolifération cellulaire mais aussi au processus de diversification du
répertoire par la mise en place du processus de BCR editing qui vise a
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protéger |'organisme de cellules a potentiel autoréactif, mais aussi a
diversifier le répertoire immunitaire des Ac produits (figure 6).
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Figure 6 : Avantages liés au caractére autoréactif du pré-BCR et du BCR.

3) Devenir du lymphocyte B immature au sortir de la moelle osseuse

Un grand nombre de signaux vont controler la survie, la différenciation,
et la domiciliation des cellules B immatures hors de la moelle osseuse. Nous
ne documenterons ici que les roles du BCR et de BAFF et décrirons les
différentes étapes de maturation des LB T1, T2, MZB et LB Fo. Au sortir de la
moelle osseuse, la majorité des lymphocytes B expriment une IgM de
membrane, ils sont encore immatures, a un stade appelé transitionnel
«T1 ». lls migrent vers la rate ou ils colonisent les follicules lymphoides et
acquiérent I'expression du CD23 a leur membrane (stade T2) et pour une
partie d’entre eux, I'lgD (Cariappa et Pillai 2002; Allman et Pillai 2008). Ils
acquierent donc un certain nombre de marqueurs phénotypiques de
membrane qui les caractérisent selon leur stade de maturation (tableau 2),
extrait de (Bemark et al. 2012). On rappellera également que les différentes
étapes de maturation (jusqu’au T2) peuvent aussi se poursuivre dans la



moelle osseuse. Au cours de leur séjour splénique, les cellules B
transitionnelles vont vivre différents événements qui, tant en termes de &)
sélection que de différenciation, péseront sur leur devenir et leurs fonctions.

Pré-B T1 T2 T3 Fo MZB Mémoire Plasma-
naif (IgM switchée  blaste
only)

IgM Hi Hi Hi Low Low Hi - -
IgD Low Low Hi Hi Hi Low - -
CD5 Hi Hi  Low - - + - -
CD10 + + Low - - - -
CD20 Hi hi + + + + + -
CD21 -oulow + + + + + +
CD23 + + + + + - Low
CD24 Hi Hi Int Low Low Int Int
CD38 Hi Hi Int - - + Hi
CD27 - - - - - + + +
CD1c - - - - - + - -

Tableau 2 : Phénotype des LB en fonction de leur stade de maturation
(extrait de (Bemark et al. 2012)). Les cases vides correspondent a des absences de description

ou des données contradictoires

3-1) Réle du BCR et de BAFF

Dans la moelle osseuse, la capacité de reconnaissance des antigénes
du soi est un épisode critique, déterminant la survie, la multiplication et la
diversification du répertoire des lymphocytes B. On a vu aussi que selon
I'’étude de Wardeman et al. prés de 75 % des cellules exprimeraient un
répertoire autoréactif au sortir de la moelle osseuse (probablement de faible
affinité), c'est-a-dire au stade T1 (H. Wardemann et al. 2003). Au sein de la
rate, la maturation des cellules B va se poursuivre, et aboutira au stade de
cellules B matures naives qui représentent la majorité des cellules B
circulantes. Toujours selon les études de cette équipe, seules 15 a 20 % de
ces cellules B matures naives auraient encore un répertoire autoréactif (H.
Wardemann et M.C Nussenzweig 2007). Entre ces deux stades, un
événement majeur d’épuration et de diversification du répertoire autoréactif
s’est poursuivi (Chung et al. 2003). Plus encore, chez les souris élevées en
conditions germ-free, si le nombre de lymphocytes B transitionnels T2 est
normal, le nombre de lymphocytes B matures est réduit, soulignant que
I'environnement pése bien sur la génération et/ou la préservation des
cellules B non autoréactives (Loder et al. 1999).




3-1-1) Lymphocytes B en compétition pour 'acces aux signaux de survie

Il existe donc au sein de la rate d’autres points de contréle du
développement des lymphocytes B. lls impliquent principalement deux
protéines d’expression membranaire : le BCR lui méme et le récepteur du
facteur de croissance spécifique des lymphocytes B, le B cell Activating
Factor of the TNF superFamily (BAFF) et les molécules apparentées (APRIL).
Dans la moelle osseuse, on a vu que les signaux transmis par le BCR (les Iga
et IgP et les tyrosine-kinases associées) sont des éléments essentiels a la
survie des cellules immatures. Dans la rate, parallelement a la progression
dans le processus de maturation cellulaire, les conséquences liées a la
transmission de signaux par le BCR, ont changé. Il a été rapporté que
I’expression de facteurs anti-apoptotiques tels que la cycline D2, Bcl-X, et Al
n’était plus induite par la stimulation via le BCR (Chung et al. 2003).
L’acquisition de nouvelles molécules d’expression membranaire pourrait y
contribuer: ainsi le CD19 et le CD21 par leur association au BCR
modifieraient la quantité de signaux transmis par |'agrégation de nouvelles
phosphotyrosine-kinases. Il semble ainsi qu’un signal de forte affinité engagé
par le BCR conduise a un processus de mort cellulaire via Bim et la cascade
de caspases (Casola 2007). On se trouverait donc au sein de la rate dans une
situation inverse a celle qu’on observait dans la moelle osseuse, avec un
engagement vers la mort cellulaire quand on sollicite le BCR. Toutefois un
facteur extrinseque a la cellule B va contrebalancer ces événements,
permettant de trouver un état d’équilibre qui préserverait les cellules utiles a
I'organisme, tout en éliminant celles potentiellement dangereuses. Ce
facteur est la cytokine BAFF qui se trouve toutefois en concentration limitée.
Une compétition pour son accés se met donc en place entre les cellules,
générant un processus de sélection pour la survie. Seules les cellules qui ont
acces a une concentration suffisante de ce facteur de croissance, survivront.
Alors que les lymphocytes B immatures présents dans la moelle osseuse y
étaient insensibles, au stade de LB T2, ils expriment désormais le récepteur
BAFF-R. Rappelons que ce facteur de survie et de différenciation est produit
par les cellules stromales et par les macrophages au sein de la rate. Il agit en
inhibant les signaux de mort induits par Bim et la cascade des caspases
(engagées par le BCR). L'interaction BAFF et BAFF-R augmente |’expression
des différents membres de la famille de Bcl-2 et augmente la voie de
signalisation non classique NF-kB. On notera que BAFF agit sur la cellule B T2
sans induire de prolifération. Aprés cette étape de différenciation au contact
de BAFF, les propriétés du LB changent : un signal passant désormais par le
BCR ne sera plus pro-apoptotique mais conduira au contraire a la
prolifération ; un second contact avec BAFF induit |a encore un fort effet de
prolifération clonale (Rolink et al. 2002; F. Mackay et al. 2010).
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3-1-2) Différents scénarios possibles

Pour résumer ce qui se passe pour un LB au stade de maturation T2,

nous pouvons envisager différentes situations (figure 7)

Le

LB immature exprime un BCR peu autoréactif (faible quantité de

signaux transmis) : les besoins du LB en BAFF pour survivre sont faibles,

la cellule sera donc préservée car elle peut étre utile sans étre

dangereuse.

Le

LB immature exprime un BCR trés autoréactif (forte quantité de

signaux transmis par l'interaction auto-antigene — Ig membranaire). ll y a

une forte probabilité pour qu’il soit éliminé. Toutefois différentes

situations peuvent se présenter :

i)

i)

Les concentrations de BAFF sont limitées car il existe une large
population de lymphocytes B (« conditions physiologiques ») : il y a
compétition entre elles. La cellule autoréactive ne recoit pas
suffisamment de signaux de survie, elle est éliminée. Il serait
possible qu’une révision du BCR intervienne pour la sauver.

Les concentrations de BAFF intraspléniques sont
excédentaires (conditions pathologiques) : il existe par exemple une
lymphopénie périphérique : la cellule autoréactive peut alors
survivre et poursuivre sa maturation. Elle est potentiellement
dangereuse.

Les concentrations de BAFF extraspléniques sont
excédentaires (conditions pathologiques) : il est décrit que certains
processus inflammatoires chroniques conduisent a une expression
ectopique de ce facteur de survie (Guerrier et al. 2012): la cellule
autoréactive est la encore préservée et elle peut étre, la encore,
potentiellement dangereuse.
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Figure 7 : Equilibre des signaux délivrés aux lymphocytes B immatures au stade transitionnel
T2. Contrairement a ce qui se passe dans la moelle osseuse, les signaux par le BCR sont
promoteurs de mort cellulaire. Un LB peu autoréactif a donc des chances de survivre. Des
signaux extrinséques délivrés par linteraction de BAFF et de son récepteur aux LB
contrecarrent les signaux de mort délivrés par le BCR.

3-2) LB T2 : une cellule « carrefour ».

On vient de voir qu’une étape importante de la vie des LB se
déroulait dans la rate, par le jeu de signaux délivrés via le BCR (et d'autres
molécules membranaires sur lesquelles nous reviendrons), mais aussi par
I'intermédiaire de I’engagement du récepteur de BAFF. Cette étape
conduirait a une sélection clonale avec délétion d’'une grande partie, mais
non de la totalité, des lymphocytes B autoréactifs tout en préservant les
lymphocytes non autoréactifs, utiles a la défense de I'organisme. Une autre
étape importante de la différenciation des lymphocytes B transitionnels dits
« T2 », se déroule dans la rate (peut-étre de facon concomitante avec la
précédente) : la différenciation en deux sous populations distinctes”: les

2 A la lecture de la littérature, il n’est pas clair si les MZB et LB Fo dérivent tous deux du LB transitionnel
T2 ou T3, précurseurs qui expriment la molécule IgD a leur membrane. Comme une des caractéristiques
phénotypiques des MZB est |'absence d’IgD de membrane, 2 pistes de différeinciation me semblent
pouvoir étre proposées : soit le MZB dérive d’un précurseur avant qu’il n’exprime I'lgD de membrane, soit
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lymphocytes de la zone marginale (MZB; IgD'°) et les lymphocytes
folliculaires (Fo; IgD"™™). La encore, il semble que la tonicité du signal %
délivré par le BCR pese sur la voie de différenciation qui sera sélectionnée. Il

a pu étre évoqué qu’un signal faible transmis par le BCR d’un LB immature
I’engagerait vers la voie de différenciation des MZB, alors qu’un signal
intermédiaire I'engagerait vers la voie de différenciation des LB Fo (Cariappa

et al. 2002; Casola 2007).
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Figure 8 : le LB T2 est une cellule « carrefour ».
C’est a ce stade en fonction des signaux pergus via le BCR et BAFF, la sélection clonale s’opére.
C’est aussi a ce stade que I'orientation MZB ou LB folliculaire se mettrait en place.

3-2-1) Lymphocytes de la zone marginale de la rate (MZB)

- Les cellules MZB (population cellulaire connue depuis un peu plus de 30
ans) seraient sélectionnées positivement malgré leur faible capacité
d’auto-reconnaissance (Pillai et al. 2005; Pillai et Cariappa 2009). Leur
paratope présente un CDR3 « court », comparativement aux cellules
autoréactives qui présenteraient des CDR3 longs (H. Wardemann et al.
2003). D'autres signaux semblent donc nécessaires pour les sauver de la
mort par défaut de différenciation, parmi lesquels : BAFF, la signalisation
via les TLR, mais aussi (et surtout) le facteur NOTCH-2 et la voie de NF-
kB-1 (Pillai et al. 2009). Selon JC Weill toutefois, la différenciation des
MZB ne serait pas liée a une filiation ontogénique mais essentiellement
par sa localisation anatomique : la zone marginale de la rate (Weill,
Weller, et Reynaud 2009). Ainsi, les distinctions phénotypiques de méme
que les propriétés entre MZB et LB Fo seraient-elles plus floues (figure

il dérive d’un précurseur plus tardif (IgD+) mais il perdra cette molécule avec sa différenciation. Cette
hypothése mérite d’étre privilégiée, puisque les phénotypes ne semblent pas fixés (dans un premier
temps, tout au moins) et que les LB Fo (« de type Il ») sont susceptibles de se différencier en MZB (Weill et
al. 2009).




9). Au moins chez la souris, les MZB auraient une capacité d’auto
renouvellement, dispensant cette population d’un ensemencement %
régulier par les précurseurs issus de la moelle osseuse (Weill et al. 2009).
Au vu des caractéristiques de faible auto-reconnaissance des MZB on
pourrait imaginer une faible (ou I'absence de) relation de ces cellules
avec les maladies auto-immunes. Méme si les mécanismes en restent
obscurs, dans les thyroidites, comme dans les glandes salivaires
inflammatoires de la maladie de Sjogren (Guerrier et al. 2012), il apparait
toutefois que les MZB infiltrent les tissus malades. Leurs fonctions n’y
sont néanmoins pas clairement définies. Nous reprenons ici certaines de
leurs caractéristiques :

i) Leur localisation particuliere au sein de la rate, directement
connectée sur la circulation sanguine, leur conférerait un réle important
dans la surveillance immunitaire vis-a-vis de pathogénes a diffusion
hématogene, constituant une premiére ligne de défense pour
I'organisme. Les MZB ont été considérés comme des acteurs de
I'immunité naturelle (ou «intermédiaire »), faisant le lien entre
immunités innée et adaptative. Avec les LB B1, les MZB seraient a
I"origine de la production d’anticorps naturels, principalement dirigés (en
ce qui concerne les MZB) contre des épitopes polysaccharidiques,
exprimés a la surface de bactéries encapsulées, notamment
Streptococcus pneumoniae.

ii) Sila différenciation des MZB est classiquement considérée comme T
indépendante, ces cellules peuvent néanmoins interagir avec les cellules
T par leurs fonctions de présentation de I'antigene : ils seraient
responsables d’une réponse extrafolliculaire vis-a-vis des antigénes
protéiques qui se déroule dans la pulpe rouge ou a l'interface avec la
zone T dépendante de la rate. Certaines des caractéristiques
phénotypiques des MZB les distinguant des LB Fo ont été rappelées dans
la figure 8. Parmi les récepteurs membranaires, le CD21 fortement
exprimé permet l'interaction avec les pathogenes qui ont activé le
complément. Avec I'expression des TLR, le CD21 renforcerait la
différenciation rapide des MZB en plasmablastes, via notamment
I’expression de la molécule Blimp-1 (Pillai et al. 2005).

iii) Chez les rongeurs, la population MZB est faiblement représentée
alors qu’elle constituerait une portion importante des cellules chez
I'homme, chez lequel elles exprimeraient le marqueur CD27 (mémoire ?)
(H. Wardemann et al. 2007). Ces cellules auraient une demi-vie longue,
et ne se développeraient qu’aprées I'dage de 2 ans chez I'hnomme (3 a 4
semaines chez les rongeurs), age a partir duquel la zone marginale de la
rate s’organiserait. Les populations de MZB chez la souris et I'nomme se
distinguent également par le fait que chez I'homme, les MZB ont la
capacité de circuler et que leur BCR présente des mutations somatiques.
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Si le tropisme des MZB est effectivement la rate, il semble que ces
cellules puissent faire des « allers-retours » entre rate et follicules des
ganglions, afin d’engager des échanges dans ces organes lymphoides
secondaires. Cette circulation semble sous la dépendance de S1P1 et
S1P3 (récepteurs inhibés par le fingolimod) (Cyster et Schwab 2012).

LB Fo

LB mémoire
mature naif LB GC . switché
@
é_/{_’ Plasmocyte
(I8G, IgA)
SN

) hypermutations somatiques
Y + commutations isotypiques

e e
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Figure 9 : Différentes voies de production des lymphocytes MZB.
Le LB immature peut suivre 2 voies de différenciation : MZB ou LB Fo. Le MZB peut dériver du

—---

LB Fo naif. Le MZB peut se différencier a partir de LB du centre germinatif

3-2-2) Lymphocytes B folliculaires (LB Fo)

Au sein de la rate le LB transitionnel peut aussi se différencier en LB Fo.
Selon S. Pillai, 'engagement de la cellule T2 immature vers cette seconde
voie de différenciation (LB Fo) pourrait dépendre d’une transmission plus
importante de signaux via le(s) BCR(s) donc potentiellement de Ia
reconnaissance d’antigénes du soi avec une affinité supérieure a celle des
MZB (Pillai et al. 2009). Toutefois d'autres éléments pourraient y contribuer
et notamment la co-expression de I'lgD de membrane. Les propriétés
physico-chimiques de I'lgD, avec notamment sa structure charniére sans
pont disulfure, faciliteraient la liaison avec des épitopes d’accessibilité
difficile au sein des antigénes (Pillai et al. 2005). La co-agrégation des IgM et
des IgD par lintermédiaire de la reconnaissance avec leurs épitopes
respectifs renforcerait donc la quantité totale de signaux transmis via le BCR
(au sens général) et serait utile a I'engagement vers la différenciation du LB
Fo. Ce phénomene pourrait donc également sélectionner des récepteurs de
plus faible affinité pour les antigénes du soi.

Parallélement a I'acquisition d’un niveau moyen d’expression de la
molécule CD21, le LB Fo quitterait la rate pour ensemencer les structures
lymphoides secondaires en suivant un gradient de concentration de

I



CXCL13. Ces cellules « matures » mais naives, occuperont essentiellement
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deux niches: le sang et les zones B des différents organes lymphoides
secondaires tels que les ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer, la
rate. Tant que ces lymphocytes Fo n’auront pas rencontré d’antigénes pour
lesquels la reconnaissance via le BCR et l'environnement cellulaire et
moléculaire, conduisent a I'activation et a poursuite de leur différenciation,
ils circuleront entre les organes lymphoides secondaires. Sans les signaux de
survie délivrés par différents acteurs présents au sein des organes
lymphoides secondaires, la durée de vie des cellules B naives serait courte,
estimée a deux jours, alors qu’en présence de ces sighaux physiclogiques,
elle se prolongerait sur plus de 6 semaines (Rolink et al. 2002).

1) LB Fo et auto-immunité.

On a déja vu que certaines cellules matures exprimeraient un BCR
capable de reconnaitre des auto-antigénes exprimés par le noyau ou le
cytoplasme des cellules HEp2, considérées comme référentiel
d’autoréactivité (H. Wardemann et al. 2003). L'importance de cette
fréquence (illustrée dans la figure 10 extraite de I'article (H. Wardemann et
al. 2007) nécessite la mise en place de mécanismes de tolérance.

A Self-reactivity
Antigen
Naive experienced
0./0
100 e
80+
.0
60 ¢
. . -
401 JR—
. ®
20 —
0
e
Early Immature New Mature IgM+ IgG+
immature emigrant CD27+ memory

n=29 n=72 n=83 n=127 n=97 n=141

FIGURE 1 The frequency of self-reactive and polyreactive antibodies at different
stages during B-cell development and differentiation in healthy humans. Recombinant
monoclonal antibodies cloned from single human B cells were tested for (A) self-
reactivity by ELISA with human HEp-2 cell line lysates and indirect immunofluorescence
on HEp-2 cell slides and for (B) polyreactivity by ELISA with diverse antigens such as
DNA, LPS, and insulin (Meffre et al., 2004; Tiller et al., 2007; Tsuiji et al, 2006;
Wardemann et al., 2003). The frequencies of self-reactive (A) and polyreactive

(B) antibodies expressed by bone marrow-derived early immature and immature B
cells and circulating peripheral new bone marrow emigrants, mature naive B cells,
IgM* CD27"and IgG* memory B cells in individual donors are summarized (Meffre

et al., 2004; Tiller et al., 2007; Tsuiji et al., 2006; Wardemann et al., 2003). Dots represent
individual donors and horizontal lines indicate averages. The number of antibodies
tested in each B-cell population is indicated below the graphs.

Figure 10: Figure 1 extraite de l'article de Wardeman et al. montrant la distribution des
auto-anticorps autoréactifs vis-a-vis de cellules HEp2 (H. Wardemann et al. 2007).

i) Facteurs de tolérance indépendants du BCR
Selon la figure reproduite ci-dessus, nous pouvons apprécier qu’au
moins 15-20 % des cellules B conserveraient un potentiel d’autoréactivité.



Celui-ci s’exprimerait désormais chez une cellule mature et capable
d’exercer des fonctions qui pourraient se révéler agressives pour
I'organisme. Il existe donc des mécanismes qui concourent a limiter
physiologiquement I'expression de cette autoréactivité. Selon les travaux
de Shlomchik, ces cellules matures circuleraienten état d’anergie
(Shlomchik 2008). Cet état de non réponse, réversible, serait le résultat de
la conjonction de plusieurs acteurs, notamment de I'action de récepteurs
inhibiteurs (PD-1, CD5, CD22, CD24, FcyRllb, SIGLEC...) dont l'interaction
avec leurs ligands, couplée a la reconnaissance de I'antigéne du soi par le
BCR dans les conditions physiologiques, conduiraient a délivrer des signaux
inhibiteurs par lintermédiaire de séquences ITIM qui recrutent des
tyrosine-phosphatases intracellulaires. Ces co-récepteurs éléveraient le
seuil nécessaire a I'activation du LB via le BCR, de sorte que les signaux
passant par le récepteur pour l'antigene ne suffiraient plus a engager
I'activation cellulaire (Basten et al. 2010). Parmi les nombreuses molécules
membranaires exprimant ces propriétés régulatrices, les récepteurs SIGLEC
et apparentés (CD22 par exemple) reconnaissent des motifs sialylés
exprimés a la surface des antigénes dont certains épitopes peuvent étre
reconnus par le récepteur spécifique des LB. La reconnaissance des motifs
sialylés par les SIGLEC peut étre dépendante d’une enzyme, la Sialic Acid
Acetyl Esterase (SIAE) qui enléeve un dérivé acétyl en position 9-OH de
certains dérivés sialylés (Pillai et al. 2011). L’action de ces signaux
inhibiteurs pourrait étre évidemment renforcée par celle des populations
de cellules régulatrices telles que les Treg, mais aussi les cellules
dendritiques et la facon dont elles exposent les antigénes au systéme
immunitaire (Basten et al. 2010). Il apparait donc que des événements
extérieurs a la reconnaissance de |'auto-antigéne par le BCR peésent sur la
qualité de réponse du lymphocyte B.

ii) Facteurs de tolérance dépendants du BCR

Le LB semble également capable d’entretenir un état de non réponse
par une action directe sur le niveau d’expression du BCR a la membrane. En
effet il a été rapporté que le niveau d’expression membranaire du BCR
d’une cellule en anergie est inférieur a celui d’'une cellule en état de
répondre. Cette réduction du niveau d’expression pourrait étre liée a une
perturbation du trafic intracellulaire du complexe BCR — signalosome. Cette
perturbation pourrait mener a la rétention du BCR dans I'endosome
précoce, empéchant le routage vers I'endosome tardif, site ou le BCR
pourrait libérer I'antigene qu’il a capté en surface, afin que celui-ci soit
préparé en vue de sa présentation par le CMH, (Clark et al. 2011). Un défaut
d’exposition dans le CMH, de I'antigéne capté par le BCR a pour cette
cellule anergique des conséquences importantes, bien sir liées au défaut




de présentation de I'antigéne puisqu’elle ne contribue pas elle méme a
entretenir ou amplifier la réponse immunitaire. En retour elle ne regoit pas
non plus d’aide cognate ce qui limite encore les fonctions qu’elle pourrait
développer : sécrétion d'Ac affins ou synthese de cytokines par exemple. La
perturbation du trafic intracellulaire du BCR conduit aussi a limiter la
disponibilité des antigénes captés via le BCR pour d'autres médiateurs de la
réponse immunitaire comme les TLR. La encore, ce point sera abordé
ultérieurement. Les mécanismes précis conduisant a la perturbation du
trafic reste a préciser, mais pourraient faire intervenir les complexes des
ubiquitine-ligases aux fonctions essentielles dans |'adressage moléculaire
intracellulaire (Clark et al. 2011).

2) Conditions physiologiques de différenciation du LB Fo : rencontre d’un
exo-Ag.

Les signaux d’activation du lymphocyte B Fo sont délivrés par différents
acteurs que nous ne décrirons que brievement car ces événements sortent
du cadre de la relation du LB a I'autoréactivité. La séquence d’événements
est toutefois présentée dans la figure 11. Cette activation aboutit a la
formation de centroblastes a vie courte, mais aussi LB mémoire et
plasmocytes a vie longue. Parmi les cellules B qui ont bénéficié
(généralement au contact d’exo-antigénes) de cette séquence
d’événements activateurs dépendants de la collaboration avec les acteurs
de I'immunité innée, et adaptative notamment les lymphocytes T, certaines
peuvent étre (ou redevenir ?) autoréactives. Les résultats rapportés par
Tiller et al. laissent penser que |'action de |'Activation-Induced-cytidine-
Deaminase (AID) peut générer des paratopes autoréactifs par les
phénomeénes d’hypermutations somatiques induits au cours de la « réaction
centre germinatif » (voir la figure 10, plus haut) (Tiller et al. 2007; H.
Wardemann et al. 2007). Ce mécanisme « restaurerait» donc une
autoréactivité de forte affinité. Les mécanismes de compétition pour I'acces
a l'aide cognate délivrée par les LTy, aide probablement a I'élimination
d’une grande part de ces cellules. En effet, les cellules B du centre
germinatif présentent un haut niveau d’expression de molécules pro-
apoptotiques comme celles de la famille BIM et une réduction de Bcl-2
(anti-apoptotique) conduisant a réduire leur espérance de vie si elles ne
recoivent pas de signaux délivrés par les cellules Ty (Vinuesa et al. 2009).
Certaines semblent néanmoins capables de survivre et de produire des
auto-anticorps détectables en périphérie. Dans quel état d’activation
circulent-elles ; quelles sont leurs fonctions ? S’il semble que ce soit un
phénomeéne naturel, contribuent-elles aux processus pathologiques des
maladies auto-immunes ?
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Figure 11: Etapes d’activation du LB Fo par un exo-Ag au sein de Porgane lymphoide

secondaire. Place des différents acteurs.

1. Activation des LB naifs
Sur le lieu de pénétration, le xéno-antigéne est pris en charge par la cellule

dendritique (cellule de Langerhans) qui migre vers la zone médullaire du ganglion
lymphatique locorégional.

Parallélement, I'antigéne peut passer dans la circulation générale et au moment de
son passage dans le ganglion, étre « trappé » par les macrophages présents dans les
sinus sous capsulaires au sein de la région corticale des ganglions lymphatiques. Ces
macrophages présentent ces antigénes aux LB Fo naifs présents dans le ganglion.
Dans la zone corticale profonde (T-dépendante) du ganglion, I'interaction de la
cellule dendritique interdigitée avec les lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigene
conduit a leur différenciation en lymphocytes « helper » (T,). Certains T,quittent le
ganglion pour ensemencer d'autres organes lymphoides secondaires. D'autres se
différencient en LT Folliculaire Helper (Tg), population singuliérement impliquée
dans l'interaction avec les LB Fo et conduisant a leur maturation. Certains des Tgy
quittent eux-mémes le ganglion pour gagner les régions para folliculaires d'autres
organes lymphoides secondaires. D'autres restent sur place pour engager un
dialogue avec les LB Fo. lls prennent le nom de Tg, « pré-centre germinatif ». On les
distingue particulierement par leur capacité de production de I'IL-21, mais pas

uniqguement (King et al. 2008).



- Dans la zone corticale, on I'a vu, les macrophages des sinus sous capsulaires
présentent I'Ag aux LB naifs. Les LB capables de reconnaitre cet antigéne s’activent
et se chargent de peptides antigéniques qu’ils exposeront désormais a leur
membrane par I'intermédiaire de la molécule CMH,, lls migrent dans la zone corticale
profonde du ganglion au contact des Tgy pour engager une collaboration
« cognate ». De ce contact entre LB et LTy, différentes voies de différenciation
peuvent étre suivies.

- En région extrafolliculaire, deux phénomenes peuvent étre observés a la suite de
I'interaction entre le LB activé par I'antigene et le LTy, pré-GC : 1) la commutation de
classe des immunoglobulines produites par le LB. 2) la différenciation de LB en
cellules dites « non-centre germinatif » (« non GC- B cells »). Ces LB « non — GC »
peuvent se différencier en plasmablastes puis en plasmocytes et sécréter des Ac
spécifiques d’antigéne apres avoir quitté le ganglion (il n’y a pas eu de phénoméne
de maturation du paratope, les BCR restent donc en configuration germinale).

2. Réaction « centre germinatif »

- Certains des LB entrés en contact avec les T, pré-GC migrent vers le follicule
lymphoide primaire pour y former le « centre germinatif ». On a retenu qu’ils ont
déja subi une commutation de classe. Certaines études suggérent que Iaffinité du
BCR (avant les hypermutations somatiques) pourrait contribuer a cette orientation :
les LB exprimant d’emblée un BCR de forte affinité se différencieraient en
plasmocytes a vie courte dans la région extrafolliculaire. En revanche, les LB
exprimant un BCR de plus faible affinité peupleraient le follicule lymphoide primaire
pour y bénéficier d’un processus de révision paratopique (Phan et al. 2006). Se
mettrait alors en place la « réaction du centre germinatif », avec la formation du
follicule lymphoide secondaire.

3. Formation des follicules lymphoides secondaires

- Au sein de ce follicule lymphoide, les LB Fo (alors appelés centroblastes) entrent dans
un cycle intense de prolifération et forment la zone sombre du follicule. En son sein,
se déroule également le phénomeéne d’hypermutations somatiques mais aussi de
commutations isotypiques (un « second tour »). Les centroblastes n’expriment plus
d’immunoglobulines de membrane, et ce de facon transitoire.

- Certains LB (les « centrocytes ») sortent de la phase de prolifération cellulaire et
gagnent la zone claire du follicule ou ils testent leur BCR au contact des cellules
folliculaires dendritiques. Les cellules qui ont perdu la capacité de reconnaitre
I'antigéne entrent en apoptose. Celles dont la capacité de reconnaissance est
préservée entrent en compétition entre elles pour bénéficier de contacts avec le LTg,
spécifique de cet antigéne3.

- Pour engager un contact avec le LT, le centrocyte doit exposer un peptide
spécifique dans le CMH,; afin de mettre en place une collaboration « cognate ». Trois
issues lui sont alors offertes :

a) Il peut retourner dans la zone sombre du follicule lymphoide secondaire et
bénéficier d’un second cycle de prolifération, hypermutations somatiques...

b) Il peut devenir une cellule B mémoire, non sécrétrice d'Ac aprés avoir quitté le
centre germinatif.

c) Il peut se transformer en plasmocyte « post-centre germinatif » (post-GC) et
produire des Ac de haute affinité. Il essaime alors différents organes lymphoides
secondaires et méme la moelle osseuse, ol il peut résider de facon prolongée.

4. Mise en place de la réponse lymphocytaire B a la réintroduction de I’antigéne

- Si un nouveau contact est ultérieurement engagé avec le méme Ag : les cellules B
mémoire présentent I'antigéne au LTz mémoire. Ce contact conduit a I'expansion
clonale rapide des cellules B, avec une transformation rapide en plasmocytes et
Iinduction d’une réaction « centre germinatif ».

(Largement inspiré de (M. McHeyzer-Williams et al. 2012).
CD : cellule dendritique / « | » : interdigitée / « F » : folliculaire. Tg, : LT folliculaire helper.

} Il faut comprendre ici que le LT, pré-GC a lui méme subi un processus de maturation lui offrant deux
voies de différenciation : le LTy, au sens propre qui migre dans la zone claire du follicule lymphoide
secondaire et le LTgy mémoire qui lui migre dans la zone corticale profonde des différents organes
lymphoides secondaires.




4) Facteurs de survie des cellules B et homéostasie
4-1) Cellules matures

Une des caractéristiques remarquables du systéme immunitaire est sa
capacité a maintenir un nombre sensiblement constant de lymphocytes, en
dépit de la nature complexe des mécanismes pour y parvenir. Pendant
longtemps on a considéré que seuls les signaux passant par le BCR
contribuaient a entretenir la population B. La découverte de BAFF a changé
la perspective. On a vu que la qualité du signal passant par le BCR et les
molécules Iga et IgP associées, contribuait a la survie, la diversité et la
différenciation des LB. Des modeles de souris dont on perturbe
sélectivement I'expression des BCR de faible affinité ont montré que des
signaux de faible intensité passant par le BCR sont nécessaires aussi pour
maintenir la survie des cellules matures en périphérie, en association avec
la production de BAFF par les cellules stromales, les macrophages, et les
cellules dendritiques des organes lymphoides secondaires (F. Mackay et al.
2010).
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Figure 12 : Comme pour le LB T2, la complémentarité des signaux délivrés par le BCR et BAFF
est nécessaire a la survie des LB matures. /nspiré de (F. Mackay et al. 2010).

Des expériences conduisant a inhiber sélectivement les signaux passant par
le BCR ou BAFF-R ont montré que les deux voies apportaient des signaux
synergiques indispensables a la survie cellulaire. Si seule une voie est
engagée, elle conduit a la mort des cellules. Les mécanismes sous-jacents a
la survie passent par l'augmentation des signaux de survie (Bcl-2-
dépendants), mais aussi par I'inhibition de signaux pro-apoptotiques FOXO-
dépendants (F. Mackay et al. 2010) (figure 11).

4-2) Cellules mémoire

Concernant les LB mémoire (CD277) et leur dépendance aux facteurs de
survie, les données sont plus contradictoires. Successivement, les signaux
passant par le BCR puis par BAFF-R ont été jugés indispensables a la survie
de ces cellules. Des modeles expérimentaux complexes suggerent toutefois
gu’il n’en serait rien et actuellement, on considere que ces cellules peuvent
survivre de facon indépendante de signaux extérieurs du fait d'une
surexpression naturelle de facteurs de survie tels que Bcl-2 (Good et al.
2009).

4-3) Plasmocytes

Pour les plasmocytes, on sait qu’ils expriment CXCR4 conduisant a la
domiciliation dans la moelle osseuse via la production de CXCL12 (SDF-1). Il
semble que la production locale de SDF-1, tout comme [I'IL-16, et
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I'interaction du CD44 et de son ligand conduiraient a prévenir I'apoptose de
ces cellules. De méme si I'expression de Blimp-1 est requise pour conduire a
la différenciation des plasmocytes, ce facteur de transcription semble
assurer leur survie, puisque sa délétion conduit a la perte des
plasmocytes. Il a été rapporté que I'expression du CD35 et du CD21 (et leur
engagement régulier) contribue au maintien de I'expression du facteur
Blimp-1 et donc indirectement a la survie cellulaire. BAFF et APRIL semblent
également participer a la survie de ce contingent cellulaire, dans une
certaine mesure. On rappellera néanmoins que I'expression de BAFF-R
diminue au stade de maturation plasmocytaire de sorte que son role
semble peu important, expliquant en partie pourquoi les traitements par Ac
bloquant BAFF ont peu d’impact sur les fonctions de ces cellules. En
revanche I'atacicept, bloquant a la fois APRIL et BAFF semble avoir un
impact plus significatif sur les fonctions de ces cellules, suggérant qu’elles
sont plus sensibles a APRIL.

I B] Immunité innée et homéostasie des
lymphocytes B

Jusqu'a présent nous avons suivi la différenciation des lymphocytes B en
privilégiant la description des acteurs moléculaires propres aux LB: BCR,
facteurs de croissance (BAFF), cytokines (IL-21), chimiokines (SDF-1),
coopération cognate (LTqy)... Les interactions avec ces acteurs, pour
essentielles qu’elles soient, ne résument toutefois pas la pluralité des
échanges que le LB peut engager avec son environnement. Il suffit pour
s’en convaincre d’apprécier la richesse des récepteurs qui décorent la
membrane des LB (figure 13).
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Figure 13 : Ensemble des récepteurs exprimés par le LB mature et capacités d’interaction
avec différents partenaires de la réponse immunitaire. Activation dépendante de I'Ag (BCR)
et indépendante du BCR.

1) Systéeme du complément et autoréactivité

1-1)Récepteurs du complément et dualité fonctionnelle

Parmi les échanges que le LB peut engager, ceux entretenus avec le
systeme du complément sont singulierement duels. Pendant longtemps on
n‘a considéré que la relation étroite entre les Ac produits par les
lymphocytes B et leur capacité a activer la voie classique du complément.
L'identification de récepteurs (de «type 2») pour les protéines du
complément (C3, C4 et dérivés iC3b, C3d..) a la surface des cellules de
'immunité a également permis de comprendre comment le systéme du
complément pesait sur la réponse adaptative, notamment celle des LB. Il est
enfin décrit des récepteurs de type 1 comme le CR1 (CD35), le Decay
Accelerating Factor (DAF, CD55), le Membrane Cofactor Protein (CD46), dont
les fonctions sont au contraire d’inhiber I'action du complément afin d’en
assurer le controle et de protéger les cellules de I'h6te de toute activation
inappropriée ou prolongée. Certains de ces récepteurs inhibiteurs pourraient



également agir en amont du processus inflammatoire et peseraient sur
« I’éducation » du systéme immunitaire adaptatif, c'est-a-dire induisant la
tolérance des lymphocytes.

1-2)Récepteurs du complément et autoréactivité B

Des souris dont on a invalidé les génes codant pour les équivalents des
molécules DAF* ou du CD59 chez I'nomme, présentent des lIésions
inflammatoires de dermatites dorsales séveres, mais également un
processus de prolifération lymphocytaire et des Ac anti-chromatine dont la
fréquence de détection et le titre sont augmentés par rapport aux animaux
témoins (Song 2006). On ignore si les mécanismes de contréles de
I’autoréactivité passent par la régulation de |'activation du complément (« en
aval ») ou par un processus d’induction de tolérance centrale (« en amont »).
Il semble toutefois que ces protéines DAF et CD59, deux protéines liées par
ponts GPI, soient capables de s’associer aux radeaux lipidiques et par ce
biais, capables de réguler certains processus d’activation des lymphocytes
(Song 2006). De facon similaire, il a été décrit que les souris dont on a
invalidé le géne codant le CD21 (CR2) présentent des taux anormalement
élevés d'auto-anticorps anti-nucléaires. Le CD21 est une molécule dont
I’expression semble précoce dans I'ontogénie des B puisqu’elle est décrite (a
un faible niveau) a la membrane des cellules pré-B, dans la moelle osseuse.
Son expression est renforcée des le stade de lymphocyte transitionnel T2,
puis MZB et LB Fo. On sait que CD21 s’associe physiquement a de
nombreuses molécules dont les CD19 et CD81 pour s’associer avec le BCR au
sein d’un radeau lipidique et renforcer la signalisation de ce complexe. On vu
plus haut, l'importance de la signalisation « BCR » (c'est-a-dire la « quantité »
de signal transduit) pour les événements de sélection aux étapes de
maturation « post T1 » des lymphocytes B. Un défaut d’expression du CR2
pourrait donc contribuer a biaiser le répertoire auto-immun par un
mécanisme de réduction du « signalosome » associé au BCR (lsadk et al.
2006).

1-3)Systéeme du complément et autoréactivité B

On connait depuis longtemps le lien qui existe entre déficits en protéines
de la phase fluide de la voie classique (Clys, C4 et C2) et le risque de
développer une connectivite de type lupus érythémateux systémique. Selon
MJ Lewis et M Botto, trois hypotheses peuvent étre formulées pour en

* On décrit chez les rongeurs deux protéines proches de DAF chez I'homme : une

protéine totalement homologue (DAF), avec notamment le lien GPI, et une autre

présentant une portion transmembranaire (Crry). Elles sont toutes deux issues du
méme gene dont le transcrit mature selon un épissage alternatif ().
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expliquer les mécanismes (Lewis et Botto 2006). On peut les résumer comme
suit :

1) Défaut de clairance des Ag conduisant a leur dépét dans les tissus.

Les Ag normalement transportés a la surface des globules rouges
(grace aux récepteurs pour le complément) se détachent par défaut
de forces de rétention et al.ors qu’ils devraient étre détruits dans le
foie ou la rate, ils se déposent dans les tissus. lls y déclenchent des
[ésions inflammatoires par activation du complément.

2) Défaut de clairance des cellules en apoptose.

On verra plus bas dans quelle mesure les effecteurs du systeme
immunitaire (dont le systéeme du complément) participent a la
clairance des cellules en apoptose. Pour le moment, nous retiendrons
gu’un défaut d’élimination de ces cellules contribue a générer une
inflammation locale et une rupture de tolérance du systeme
immunitaire.

3) Défaut d’induction de tolérance centrale (au sein de la moelle osseuse).

Les auteurs ne détaillent pas cette hypothése mais parallelement aux
aspects développés plus haut dans le cadre de [|‘anomalie
d’expression du CD21, il est possible que le défaut d’expression des
protéines du complément ou de leurs récepteurs conduise a un
défaut de «trappage » des auto-antigenes dans les organes
lymphoides, conduisant a un défaut d’éducation du systeme
immunitaire par défaut d’auto-antigénes présentés.

En conclusion, dans le cadre de la relation entre les lymphocytes B,
systeme du complément et auto-immunité pathologique, on peut donc
décrire trois types de perturbations : un défaut intrinseque d’induction de
tolérance centrale; une anomalie d’exposition d’antigenes au systéme
immunitaire (« rupture d’ignorance ») ; une amplification de l'inflammation
par défaut de controle du systeme du complément.

2) Récepteurs Toll like (TLR) et autoréactivité.

2-1) TLR et lymphocytes B

Les travaux de ces dernieres années ont souligné combien la qualité de
la réponse immunitaire adaptative était dépendante d’effecteurs et de
médiateurs de I'immunité innée. On vient de voir les relations duelles entre
LB et systeme du complément. On en décrit de comparables avec le
systeme des récepteurs de l'immunité innée ou Pattern Recognition
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Receptors (PRR). Les PRR sont des molécules invariantes présentes chez
toutes les espéces vivantes et capables de transduire des signaux de danger
pour un organisme quand ils sont mis en contact avec leurs ligands, motifs
conservés, partagés par différents pathogenes (PAMP). On distingue
différents type de PRR: les Toll like receptors (TLR) ; les Récepteurs de type
Lectine C (CLR); les récepteurs des Retinoic-Acid-Inductible-Gene-I-Like
(RLR) et Nucleotide Binding Oligomerization Domain like Receptors (NLR ou
NOD Like Receptors). Ces PRR contribuent a déclencher une premiére
barriere de défense et participent a la mise en place de la réponse
inflammatoire. Parmi les nombreux récepteurs de l'immunité innée
exprimés par une cellule, la relation entre LB et TLR est particulierement
documentée. L'expression des TLR par les LB et leurs interactions avec leurs
ligands ont en effet des conséquences primordiales pour l'activation et
I'orientation fonctionnelle de ces cellules. Il est d’ailleurs considéré
gu’apres la stimulation via le BCR et le ligand du CD40, l'interaction de TLR9
avec ses ligands délivre un signal essentiel a I'acquisition de I'ensemble du
panel de propriétés des LB, tant pour I'amplification que pour le contréle de
la réponse immunitaire (Mauri et Bosma 2012). En revanche, la
participation des TLR au développement ontogénique des LB n’est pas
clairement définie. Selon JC Weill, les TLR ne sont pas exprimés (ou a un
tres faible niveau) sur les cellules immatures puisque seules les cellules
CD27+ exprimeraient les TLR2, 6, 7, 8, 9 et 10 apres stimulation via le BCR
(Weill et al. 2009). Pour d'autres auteurs, I'expression précoce des TLR a la
membrane des LB immatures contribuerait a délivrer des signaux de survie
et de prolifération (Rolink et al. 2002). Guerrier et al. (Guerrier et al. 2012)
comme Capolunghi et al. (Capolunghi et al. 2008) par exemple, rapportent
gue l'interaction de TLR9 avec un ligand (qu’il soit exogene, endogéne ou
synthétique) facilite la différenciation du lymphocyte B immature T2 en
MZB (ou MZB like). Isnardi et al. rapportent enfin que des patients
présentant une anomalie des voies de transduction MyD88 ou IRAK-4
présentent des anomalies de production d'Ac auto-immuns en relation avec
un trouble de la genése centrale du répertoire B (Isnardi et al. 2008).

2-2) Ligands des TLR

Pendant longtemps on a considéré que les TLR interagissaient
exclusivement avec les PAMP. Il a toutefois été montré qu’ils pouvaient
engager des signaux d’activation cellulaire a la suite d’interactions avec de
nombreux ligands endogénes qui peuvent étre considérés comme des
motifs associés aux dommages cellulaires (DAMP). Le tableau 3 reprend les
différents TLR, leur ligands, leurs sites d’expression et précise s'ils sont
exprimés par les LB, chez I'hnomme.




TLR . Ligands . Sites d’expression LB
Exogenes Endogenes
TLR1 i Trlacyl—llpo— Membrane +
peptides
- HSP70
- fibronectine
- Hyaluronate
TLR2 - T'riacyl—et'diacyl - Héparane Membrane "
lipo-peptides sulfates
- LDL
-  HMGB1
- oACCristalline
TLR3 - ARN double brin - ARN Intracellulaire *
TLR4 - LPS - HSP (60,70) Membrane -
TLR5 - Flagelline - Membrane *
TLR6 i d|acyl lipo- = Membrane ++
peptides
TLR7 - ARN simple brin - ARN Intracellulaire  ++
TLR8 - ARN simple brin - ARN Intracellulaire +
TLR9 - ADN - ADN Intracellulaire  ++
TLR10 ? ? Membrane ++

Tableau 3 : Présentation des différents TLR chez I'homme, leur cibles exo et endogénes ; leur
expression extracellulaire ou intracellulaire ; leur expression a la surface du LB. D'aprés
(Marshak-Rothstein 2006)

* Fonction de I’état d’activation cellulaire pour 'homme

2-2-1) Conséquences de '’engagement des TLR

L'interaction des TLR avec leurs ligands déclenche des signaux
d’activation cellulaire qui, en fonction de la cellule sollicitée, peuvent initier,
amplifier et diversifier la réponse immunitaire. Il a été rapporté que cette
signalisation peut favoriser les processus d’hypermutation somatique et de
commutation isotypique (Herlands et al. 2008). Ces signaux d’activation
impliquent généralement l'interaction de la molécule adaptatrice MyD88,
puis IRAK-4 et rejoignent la signalisation NF-kB. Dans le cadre de ligands
endogenes, c'est-a-dire de molécules du soi, un rapprochement avec la
physiopathologie des maladies auto-immunes (MAI) est envisageable. De
nombreuses études ont donc été engagées pour apprécier dans quelle
mesure ces acteurs de lI'immunité innée pouvaient étre impliqués dans les
mécanismes d’initiation ou de progression des lésions de MAI (Marshak-
Rothstein 2006).

2-2-2) TLR et physiopathologie des MAI

Plusieurs arguments plaident pour une participation active des TLR dans
les MAI. Ainsi on peut retenir (Marshak-Rothstein 2006) :
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(1) Uexpression des TLR (membranaire, ou endosomale) intéresse des
cellules impliquées dans les MAI (cellules dendritiques et LB, par
exemple).

(2) La reconnaissance par les TLR de ligands exogénes connus comme
associés au déclenchement ou exacerbation des poussées de MAI
(exemple des virus tels que I'EBV).

(3) La sollicitation des TLR induit un profil d’activation cellulaire associée
aux MAI (profil Th17, interféron de type | par exemple).

(4) Il existe une boucle d’amplification d’expression des TLR au niveau des
LB (TLR7 notamment) apres la production d’interféron a par les cellules
dendritiques plasmacytoides (Crampton et al. 2010).

(5) Les TLR reconnaissent des ligands endogénes associés a la souffrance ou
I"apoptose cellulaire.

(6) On décrit une co-localisation des ligands reconnus par les récepteurs de
I'immunité adaptative (Ac anti-antigénes nucléaires solubles ou ADN
double brin, par exemple) et les TLR (7, 8, 9 respectivement).

(7) Indirectement, certains médicaments contrélant les poussées de MAI
comme les anti-paludéens de synthese, agissent par blocage de
I"acidification des endo-lysosomes, et consécutivement, par blocage de
I'activation des TLR7 et 9.

2-2-3) Apport des modeéles animaux

Des modeles expérimentaux de souris chez lesquelles les genes codant
TLR7, 8 et 9 ou MyD88 (molécule adaptatrice commune aux différents TLR)
ont été inactivés, montrent que I'absence de TLR réduit la quantité d'auto-
anticorps détectable dans le sérum, ou modifie le profil d’autoréactivité,
avec disparition des Ac anti-ADN double brin chez les souris KO pour TLR9,
par exemple (Christensen et al. 2006). De facon intéressante, les souris KO
pour TLR8 présentent une exacerbation des manifestations auto-immunes
chez les lignées de souris sensibles. || semblerait donc que la présence de
TLR8 atténue les effets pro-inflammatoires de TLR7 au contact de ligands
endogenes (Demaria et al. 2010).

Comme pour les effecteurs du systeme du complément, il apparait que
les TLR sont des éléments d’activation mais aussi de régulation cellulaire qui
peuvent peser sur le développement des LB et I'expression de leurs
propriétés autoréactives. lls illustrent comment les différents mécanismes
pésent a la fois sur les propriétés intrinseques du systéme immunitaire, en
agissant sur l'ontogénie des cellules immunitaires, leur apportant un
« formatage » particulier qui sélectionnera le panel de réponses que le
systeme immunitaire peut offrir dans un environnement particulier.
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I-C] Synthése

Au terme de cette présentation rappelant le réle de I'autoréactivité et
de I'immunité innée au cours de I'ontogénie et de '"homéostasie des LB, il
apparait donc que la constitution du répertoire immunitaire est jalonnée de
nombreux niveaux de contrdles (« checkpoints ») qui interviennent tout au
long de la vie de ces cellules. Malgré ces contréles, la capacité
d’autoreconnaissance n’est pas annihilée. Aux stades précoces, les premiers
contrdles contribuent a fagonner le répertoire pré-immun alors qu’au stade
de cellules matures, les derniers mécanismes de contréle, s’ils modifient
peu le répertoire, contribuent a prévenir une auto-immunité pathologique
en modulant la réactivité des cellules (figure 14). De grands progres ont été
faits dans la connaissance des processus qui, isolément et par leur
association, construisent la réponse des lymphocytes B et surtout son
contréle. Nous allons maintenant nous intéresser au répertoire des Ac
circulants, reflet probable d’une grande partie de la production globale de
la réactivité des LB dans I’organisme (répertoires naturel et adaptif).

Treg Ignorance
T SIGLEC

FH
AID/ BCR Editing?? | 19 C4
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BCR Editing (probable) complément
Ac (IgM) naturels
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BCR Editing TLR
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TLR? 2‘3”‘e checkpomt
1er checkpomt BAF

pro-B pre- T1/T2 Pénphérle
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| . Organesllymphoides
Moelle osseuse | | Rate secondaires
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Figure 14 : Maturation des LB B2 et constitution du répertoire. Siege des différents niveaux
de contrdles et mécanismes impliqués.
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I1] Le répertoire des anticorps ; la place de
I’autoréactivité

S50

Aprés avoir décrit les événements rencontrés par le LB qui
conditionnent son devenir et contribuent a fagonner son répertoire, nous
allons aborder I'étude des Ac circulants. Nous développerons ensuite les
facteurs génétiques et environnementaux qui pésent sur I'émergence d’'un
répertoire autoréactif pathologique. Outre l'intérét de I'analyse du
répertoire des Ac circulants pour mieux appréhender le comportement du
systéme immunitaire face a différentes situations d’agression ou d’induction
de tolérance, on peut aussi s’interroger sur I'implication du répertoire dans
I’'hnoméostasie des cellules B aux fonctions multiples (figure 15). Concernant
la polarisation fonctionnelle des LB, si on implique de nombreux facteurs non
dépendants de signaux BCR (réle de la coopération T, role de I'immunité
innée, role de facteurs homéostatiques, de chimiokines, de cytokines), le réle
de signaux BCR ne doit pas étre négligé.
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Figure 15: Multiplicité des fonctions des LB: quel est le role de la reconnaissance
antigénique dans le controle de ces fonctions ?




Il A] Le répertoire des Ac et autoréactivité
physiologique

Quotidiennement 15 a 20 millions de lymphocytes B sont produits. Nous
avons vu que seule une fraction de ces cellules pourra suivre toutes les
étapes de différenciation et nous rappellerons ici la durée de vie de ces
cellules, en fonction de leur stade de maturation : LB TO-T1 (« sans avenir »
de différenciation) : deux a trois jours; MZB : vie longue (capable d’auto-
renouvellement ?); LB Fo, cellule mature et naive : vie longue (1-3 mois,
dans les conditions physiologiques) ; plasmablastes : 2-3 semaines ; cellules
mémoire et plasmocytes: plusieurs années probablement. Si seules
certaines cellules sont capables de sécréter des Ac lors de sollicitations
antigéniques, on sait que le répertoire des Ac circulants est tres large car il
témoigne de I'accumulation de nombreuses spécificités (place des Ac
naturels et de la réponse des B mémoire ?). La constitution de ce répertoire,
son maintien et son réle dans I’homéostasie du systéme immunitaire sont au
cceur des questions que pose notre projet de travail. En toute hypothese,
I'ensemble des spécificités d'Ac qui compose le «répertoire» de
reconnaissance des lymphocytes B est formé d’une part du répertoire dit
« adaptatif » (ou « immun ») et d’un répertoire dit « naturel » (encore appelé
« pré-immun »). De nombreuses caractéristiques les distinguent et leur
analyse peut permettre de cerner certaines propriétés fonctionnelles des
cellules qui les produisent.

1) Répertoire adaptatif et autoréactivité

Le répertoire adaptatif des Ac est composé de spécificités acquises
traduisant la capacité des lymphocytes B a s’adapter a l'environnement
auquel il a été confronté. Ce répertoire peut étre assimilé a la somme de
spécificités Ac traduisant I'accumulation des expériences immunitaires de
I'individu (héritage antigénique et mémoire immunologique). Ces Ac
présentent des spécificités de reconnaissance singuliéres ciblant tel ou tel
épitope d’agent pathogene, mais aussi toute autre molécule (auto-antigéne)
susceptible d’activer une réponse immunitaire adaptative (Tiller et al. 2007,
H. Wardemann et al. 2007). On rappellera qu’ils sont surtout produits par
des LB qui ont été activés et qui ont bénéficié une aide « cognate », ou
polyclonale, ayant conduit aux phénomeénes d’hypermutations somatiques et
de commutations isotypiques (figure 11).
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2) Répertoires naturels des anticorps : ses caractéristiques

La notion de répertoire naturel est évoquée depuis les toutes premieres
descriptions des propriétés lytiques du sérum décrites par les chercheurs de
I'Institut Pasteur de Paris au début du XX°™ siecle. On le qualifiait de
« naturel » ou « pré-immun » car on considérait ces Ac comme produits en
dehors de toute stimulation antigénique externe a I'organisme. Cette notion
est toutefois floue car elle ne précise pas leur origine et notamment
I'importance des auto-antigenes ni celle de la flore intestinale pour sa
constitution. A titre d’exemple : la production d'Ac (dits « naturels ») dirigés
contre un antigéne de groupe sanguin non exprimé par un individu, serait
sous la dépendance de la colonisation bactérienne du tube digestif. En effet,
les Ac dirigés contre les Ag de groupes ABO ne sont détectables qu’apres
plusieurs mois de vie. La question est de savoir si la présence de la flore
intestinale facilite I'émergence de spécificités qui seraient apparues sans
elle, ou si elle participe activement a la constitution du répertoire qui serait
« amputé » en son absence.

Landsteiner rapportait que si les Ac naturels anti-antigénes de groupe
sanguin étaient largement distribués au sein de I'espéce humaine, leurs
titres étaient variables d’un individu a l'autre (Avrameas et Ternynck 1995).
Les données de la littérature ne semblent toutefois pas s’accorder sur les
concentrations d’Ac naturels circulants. Des titres estimés a un quart de la
concentration des immunoglobulines circulantes ont été rapportés
(Avrameas et al. 1995; A. Coutinho et al. 1995). Quelle(s) population(s)
cellulaires est (sont) a I'origine de la génération du répertoire d'Ac naturels ?
On ne retrouve que trés peu de données dans la littérature, les recherches
n’ayant été menées qu’a partir de populations globales de cellules extraites
d’organes lymphoides et de clones cellulaires immortalisés par EBV®. Les
résultats ne semblent donc pas représentatifs des conditions physiologiques
Toutefois, il a été rapporté qu’en fonction de I'origine de I'organe lymphoide
(primaire, secondaire), la quasi totalité des clones transformés pourraient
produire des auto-anticorps autoréactifs, et que plus de la moitié seraient
polyréactifs. Outre les LB B1 (Montecino-Rodriguez et al. 2006; Sauerborn et
H. Schellekens 2009), il a été évoqué que les lymphocytes MZB pouvaient
étre a l'origine de la production d'Ac naturels dirigés contre les xéno-
antigenes (Pillai et al. 2005). On a vu que des LB qui ont subi des
hypermutations somatiques sont susceptibles de produire des auto-
anticorps circulants (Tiller et al. 2007) sans qu’il y ait de manifestations
pathologiques chez les individus qui les hébergent. Ces Ac ne répondent
toutefois pas a la stricte définition des Ac naturels puisqu’ils sont codés par

Ces cellules « manipulées » sont-elles vraiment le reflet de celles qui produisent les Ac naturels in vivo ?
Probablement pas.
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des genes qui ne sont plus en configuration germinale. Existe-t-il d'autres
populations a I'origine de la production des Ac naturels ? La question reste
aujourd’hui ouverte.

Si initialement les Ac naturels étaient considérés uniquement d’isotype
IgM, les classes IgA et IgG ont ensuite été décrites (Avrameas et al. 1995).
Selon certains travaux, I'lgM constitue le caractére le plus représentatif des
Ac naturels ayant des propriétés de polyréactivité et de faible affinité. En
revanche, les Ac naturel de classe IgG seraient de plus forte affinité avec un
gain de spécificité pour I'Ag-cible (Adib et al. 1990). De facon intéressante,
les répertoires respectifs des Ac naturels de classe IgM et IgG pourraient
n’étre que partiellement chevauchants, c'est-a-dire que des Ac naturels
d’isotypes différents partageraient la reconnaissance de certains épitopes,
alors que d'autres épitopes seraient reconnus par des Ac d’isotypes
différents (Nobrega et al. 1993). On peut I'expliquer au moins partiellement
par le fait qu’une collaboration pourrait étre engagée (l1gG), ou non (IgM),
avec les lymphocytes T en fonction de la nature des antigenes thymo-
dépendants (IgG) ou indépendants (IgM). Les mécanismes d’activation
polyclonale (via les TLR, par exemple) pourraient aussi conduire a la
commutation isotypique.

2-1) Propriétés des Ac naturels : des caractéristiques encore mal définies.

A la lecture de la littérature (revue in (Avrameas et al. 1995)), le
répertoire d’Ac naturels est tres hétérogene et son origine reste indéfinie. La
frontiére avec le répertoire adaptatif est parfois imprécise. Deux propriétés
essentielles semblent qualifier les Ac naturels : la polyréactivité et la faible
affinité des Ac. Un méme Ac naturel serait ainsi capable de réagir, a la fois,
avec certains antigenes du soi et avec des exo-antigénes. Cette polyréactivité
pourrait étre liée au fait que les genes codant les immunoglobulines sont en
configuration germinale (absence d’hypermutations somatiques). Selon les
résultats des travaux de Tarique Khan (Khan et Salunke 2012), le phénomeéne
d’hypermutations somatiques stabilise la structure du paratope, lui
conférant une spécificité plus restreinte et dans le méme temps une affinité
plus importante (Khan et al. 2012). L’équipe de M.D. Kazatchkine évoquait
déja ce phénomene en 2003 (Oppezzo et Dighiero 2003). Au contraire, les Ac
en « configuration germinale », présenteraient une certaine « laxité »
conformationnelle du fragment Fab, leur conférant des capacités de
polyréactivité. Dans I'exemple cité dans l'article de Khan, I'Ac non muté a la
capacité de se fixer a quatre épitopes différents, par I'intermédiaire de six
topologies paratopiques différentes (Khan et al. 2012). Ces propriétés ont
particulierement été appréhendées lors de I'évaluation des fonctions des
immunoglobulines  polyvalentes utilisées en thérapeutique (IglV)
(Djoumerska-Alexieva et al. 2010; Vani et al. 2008). In vivo, il a été observé
qgue le pH dans I'environnement immédiat des immunoglobulines (exemple
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d’un contexte inflammatoire) peut influencer les propriétés de
reconnaissance de celles-ci (Dimitrov et al. 2008). Parmi les Ac naturels, deux
grandes populations ont été individualisées :

2-1-1) Les Ac naturels produits aprés contact antigénique.

Contrairement a la définition classique, il existerait une population
d'Ac naturels ayant des spécificités « acquises » (Avrameas et al. 1995). Elle
constituerait la population majoritaire d'Ac naturels. La production de
certains Ac naturels pourrait dépendre de la collaboration avec les
lymphocytes T. Malgré cette collaboration, les LB ne bénéficieraient pas de
processus de maturation et a la différence des cellules adaptatives ne
présenteraient pas d’hypermutations somatiques. lls ne persisteraient que
par I'intermédiaire de stimulations antigéniques répétées, probablement
par l'intermédiaire d’un réseau de réactivités croisées, parfois sans un
rapport direct avec I'antigene cible qu’ils reconnaissent. Il semble donc que
la quantité de signaux délivrée a ces cellules soit primordiale pour la
synthéese de ces Ac, mais n’induise pas de différenciation plasmocytaire.

2-1-2) Ceux produits indépendamment de toute stimulation antigénique

La deuxieme population d’Ac naturels serait constituée d'Ac dont la
production serait indépendante de toute stimulation antigénique. lls
exprimeraient de larges capacités de reconnaissance (polyspécificité), et
notamment d’autoréactivité. Les cellules a I'origine de production de cette
population pourrait étre activée par un effet « bystander », bénéficiant de
facteurs de croissance en dehors de stimulation antigénique spécifique. Elle
serait minoritaire et circulerait a faible concentration (Avrameas et al.
1995).

2-2) Cible des Ac naturels

2-2-1) Une muiltiplicité de cibles mal caractérisées :

Les premiéres cibles décrites pour les Ac naturels ont été les antigenes
de groupe sanguin. Ces Ag ne constituent toutefois pas les seules cibles
puisqu’il a été décrit des Ac naturels anti-spermatozoides, anti-lymphocytes
voire méme vis-a-vis de différents tissus (foie, estomac, thyroide...)
(Avrameas et al. 1995) sans caractéristique précise de la cible épitopique.
On les retrouve chez de nombreuses especes et ce des la naissance et en
dehors de toute stimulation exogéne (conditions « germ free »). La
production des Ac « anti-tissus » serait influencée par les agressions des
« tissus-cibles » puisque les titres augmentent aprés une lésion tissulaire.
De méme il a été décrit des Ac naturels anti-tumeur, capables de lyser des
cellules tumorales au moins in vitro (Chow et al. 1989). On décrit aussi, chez
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les sujets sains, des Ac naturels reconnaissant des cibles antigéniques
classiquement associées aux processus pathologiques: des Ac anti-ADN
double brin, anti-nucléosomes, anti-Fc des immunoglobulines (facteurs
rhumatoides). Ces résultats nous interrogent sur la frontiere entre auto-
immunité physiologique et pathologique. Au total, les Ac naturels peuvent
donc reconnaitre de trés nombreux auto-antigenes du soi: antigenes
ubiquitaires ; Ag intracellulaires ou membranaires ; antigénes circulants;
protéines, carbohydrates, lipides, acides nucléiques; Ag présents chez
I'homme ou chez d'autres espéces animales (Ac « hétérophiles »). Ainsi,
certains Ac naturels polyspécifiques sont capables de reconnaitre des
structures antigéniques aussi différentes que de 'ADN simple ou double
brin, des antigénes protéiques du cytosquelette ou des phospholipides (A.
Coutinho et al. 1995). Outre les antigénes du «soi», les Ac naturels
seraient capables de reconnaitre une large population d’antigenes issus
d’agents pathogénes, qu’ils soient d’origine bactérienne ou virale : ils
constitueraient une premiere ligne de défense.

2-2-2) Des épitopes publics ou privés ; exposés ou masques :

L'équipe de S. Avrameas et M.D Kazatchkine rapporte que si les Ac
naturels sont dirigés contre des composants antigéniques du soi (autorisant
a les appeler auto-anticorps), ils ne seraient pas strictement spécifiques de
I'individu qui les produit puisqu’ils reconnaitraient plutot des déterminants
antigéniques « publics », présents chez tous les individus d’'une méme
espeéce, et parfois mémes communs a des espéces différentes (Ac anti-ADN
et anti-récepteur de I'acetylcholine, par exemple) (Oppezzo et al. 2003). En
revanche, il semblerait impossible d’identifier chez un individu, des Ac
naturels dirigés contre des épitopes « privés ». Ceux-ci auraient été éliminés
ou seraient soumis a un contrdle trés strict (exemple du réseau idiotype
anti-idiotype que nous évoquerons plus loin). En revanche le répertoire
dirigé contre des épitopes publiques (antigenes «li», déterminants
monomorphiques du systéme Rhésus, etc.) ne serait pas neutralisé et
constituerait méme un élément majoritaire du répertoire B naturel
physiologique. La raison de ce phénomene pourrait étre liée a I'exposition
de ces différents antigenes privés et publics. Au travers des données de la
littérature, les hypotheses suivantes illustrées dans la figure 16, peuvent
étre proposées :

i) Des antigenes particulierement exposés (« épitopes privés »),
directement accessibles pour le BCR et non masqués par des motifs qui
interagissent avec des récepteurs inhibiteurs (tels les SIGLEC), ou des
réseaux (exemple de lidiotype) engagent un processus de délétion
clonale ou de révision paratopique des LB (absence d’autoréactivité
pathologique potentielle).
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ii) Des épitopes masqués ne seront pas aptes a induire un processus de
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pathologique potentielle).

iii) Des cellules faiblement autoréactives peuvent interagir aussi avec des
xéno-antigénes sélectionnant ainsi des clones producteurs d'Ac naturels
utiles a la préservation de I'intégrité de I'organisme dans sa défense et
dans I’"homéostasie (auto-immunité protectrice utile).

iv) Des cellules faiblement autoréactives capables d’interagir avec des
antigénes du soi (épitopes publics ?) constituant des déchets pour
I'organisme (Plotz 2003). Ceux-ci doivent étre éliminés avant que leur
accumulation ne constitue une situation dangereuse (auto-immunité
protectrice « dangereuse »).

Les cellules faiblement autoréactives représentent une population utile

pour occuper la niche des cellules circulantes (notion d’homéostasie

lymphocytaire).
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Figure 16: Schéma représentatif de I'ensemble des auto-antigénes susceptibles d’étre
reconnus par les Ac naturels (inspiré de (Plotz 2003)).



2-3) Répertoire naturel : ontogénie, développement et régulation

2-3-1) Le concept d’immunculus : une reconnaissance d’un « soi » dynamique

Certains Ac naturels autoréactifs seraient produits trés précocement
au cours la vie. Malgré l'apparition de nouvelles réponses liées a la
colonisation par la flore bactérienne et aux nouvelles « expériences
antigéniques » du systéme immunitaire, ces premiers Ac persisteraient tout
au long de I'existence et confereraient une relative stabilité a une fraction du
répertoire. Ces Ac constitueraient pour certains le « répertoire primordial ».
Cette somme des réactivités naturelles autoréactives et polyréactives
traduirait la « vision singuliére de I'organisme » par le systeme immunitaire.
En effet, nous I'avons vu, le systéeme immunitaire a une autoreconnaissance
sélective. La « vision » de I'ensemble des auto-antigénes, résultat de toute la
production d'Ac naturels serait donc biaisée : partielle, ou « déformée ».
Globalement elle constituerait un « immunculus » (l. R. Cohen et D. B. Young
1991), au méme titre qu’on a décrit un « homonculus », pour le systeme
nerveux central (figure 17 A). Pour I'immunculus (ensemble des récepteurs
constituant le répertoire), la représentation que le systeme immunitaire
aurait des Ag de I'organisme dépendrait du nombre (de la richesse) des
épitopes exposés par les différents tissus (« soi exposé »). Selon Poletaev et
al., cet immunculus constituerait une image « métabolique » de I'organisme
(Poletaev et Osipenko 2003) avec de possibles variations dynamiques.
L'immunculus serait susceptible d’évoluer en fonction des nouveaux
antigenes (auto-antigénes, mais pas uniquement) exposés au systeme
immunitaire tout au long de la vie d’un individu. Les capacités de variations
seraient toutefois restreintes. En effet, cette équipe suggere que le systeme
immunitaire se servirait de cette vision du « monde des antigénes » comme
d’un modeéle (ou « patron ») de I'état d’homéostasie de I'organisme, reflet de
son état de base «idéal ». L'immunculus servirait ainsi de « gyroscope
métabolique » (selon les termes de I'article) permettant, en cas de déviation
prolongée par rapport a cet état de base, d’induire des mécanismes
compensateurs ou réparateurs visant a restaurer 'homéostasie (Poletaev et
al. 2008). A la « connaissance » de l'organisme qu’apporterait I'immunculus
(« gnothi seautdn ») (Avrameas 1991), le répertoire naturel dirigé contre les
xéno-antigénes (composé d’ailleurs pour partie des mémes Ac, polyréactifs),
fournirait a I'organisme une véritable image « holographique » de I'ensemble
de son état métabolique. Cette image serait opérationnelle en tout lieu et en
tout instant, puisque le répertoire des Ac sériques est effectivement
identique quels que soient le lieu et le moment (du nycthémere) ou on les
recueille et les étudie (figure 17 B).
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2-3-2) Fonctions de 'immunculus : de nouvelles hypothéses.

Les Ac naturels réagissent avec des Ag du soi ou des xéno-antigénes.
Ils favorisent leur opsonisation, la fixation et I'activation des protéines du
systeme du complément ainsi que la phagocytose par les macrophages, et
finalement leur élimination par la rate et le foie. Tres tot, Grabar et al. ont
indigué que ces Ac naturels pouvaient particper au transport et a
I’élimination physiologique de déchets de I'organisme et de xéno-antigénes,
limitant ainsi leur toxicité (Grabar 1975). lls y contribuent ainsi au maintien
de I'homéostasie selon deux mécanismes: élimination avant que ces
déchets/agents agresseurs ne soient toxiques, mais aussi avant que la
réponse inflammatoire qui devrait étre mise en place pour les éliminer ne
produise elle méme des dégats tissulaires. Il est évoqué que l'un des
mécanismes d’action des immunoglobulines polyvalentes intraveineuses
passe par cette capacité (Berneman et al. 1993; Gronwall et al. 2012). Le
tableau 4 rappelle quelques unes des fonctions qui ont été associées aux Ac
naturels (Avrameas et al. 1995).

Fonctions biologiques

Clairance

Mise en place de la réponse
immunitaire

Elimination de cellules en apoptose

Elimination de déchets cellulaires

Elimination de cellules stressées ou tumorales
Opsonisation d’agents infectieux

Présentation antigénique

Interaction via les fragments Fc et leurs récepteurs
exprimés par la cellule présentatrice d'Ag

Par I'intermédiaire du réseau idiotypique

Par action sur le réseau des cytokines (transport ?)

Immunorégulation Par interaction avec les cellules T et B (Fc

récepteurs...)
Prévention de MAI ( ?)

Activité catalytique « Abzyme ? »

Tableau 4 : fonctions associées aux Ac naturels (d’aprés (Avrameas et al. 1995))

Poletaev et al. suggerent également que le systeme immunitaire ne
fait pas de distinction « soi » ou « non-soi» (Poletaev et al. 2008). Nous avons
vu dans l'introduction combien cette notion de discrimination entre « soi
toléré » et «non-soi» rejeté est aujourd’hui contestable. Plus
spécifiguement, ces auteurs s’interrogent sur ce qui distinguerait, pour un
BCR ou un TCR, un épitope du soi d’un épitope étranger, a I'échelle atomique
et des échanges électrostatiques. Ces auteurs proposent que les cellules de
I'immunité ne réagiraient qu’a « ce qui change » (sur deux plans : quantitatif
et temporel). Elles seraient donc sensibles a I'émergence d’un épitope dont
la concentration augmenterait « subitement ». C'est ce phénomene (« ce qui
change rapidement ») qui conduirait a la mise en place d’une réponse de la
part des Ac naturels pour tenter de restaurer I'état initial. A I’échelle d’un




unique lymphocyte, la vision « du probleme » (par le biais de I'épitope qui
émerge) serait extrémement restreinte, mais la « connectivité » du systeme
immunitaire (le « dialogue » entre les cellules) permettrait d’envisager une
vision plus globale a I'échelle antigénique pour aboutir a une réponse
coordonnée, « intégrative ». A cette connectivité cellulaire peut étre
associée une connectivité moléculaire représentée notamment par le réseau
idiotypique. Pour appuyer |'assertion de I'absence de distinction « soi — non
soi », les auteurs rappellent que sur la vingtaine d’AA susceptibles de se
combiner pour former un épitope, seuls certains d’entre eux semblent
cruciaux pour linteraction avec le paratope. Plus encore a I'échelle des
échanges de liaisons électroniques, il existe de nombreuses communautés
structurelles (redondances « stéréochimiques ») entre les AA, de sorte que
« l'univers du possible » des épitopes ne serait pas infini, et que seuls
« quelques » milliers d’épitopes pourraient exister en termes de
reconnaissance paratopique. Combinés de facon aléatoire, ces épitopes
génereraient toute la diversité des protéines que I'on connait (Plotz 2003),
mais la vision de l'ensemble des antigenes par le systéme immunitaire
resterait elle, limitée au nombre des épitopes (« mimotopes ») qu’ils sont
capables de reconnaitre avec plus ou moins d’affinité. Ce phénomene de
restriction présenterait un avantage pour notre systéme de défense : a
produire des récepteurs qui reconnaissent des motifs partagés entre soi et
non-soi, le systéme immunitaire peut aussi les utiliser a des fins d’élimination
de motifs étrangers, quitte a faire évoluer ces récepteurs dans un second
temps pour les rendre plus efficaces par le biais de mutations somatiques
(« répertoire éduqué »). Cette vision d’'un nombre limité d’épitopes reconnus
par le systéme immunitaire fait écho a 'analyse d’"HP Plotz que nous avons
déja évoquée plus haut (Plotz 2003).
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Figure 17 : Représentation schématique des homonculus et immunculus

(A) Représentation de I’homonculus, projection des terminaisons nerveuses sur les aires
motrices ou sensitives du cerveau. Apprécier la distorsion de la représentation du corps en
fonction de la richesse de I'innervation de I'organe ou du membre (d"apres Godefroid, J.- 1988,
extrait de http://www.afblum.be/bioafb/hominisa/hominisa.htm)

(B) Vision schématique des répertoires naturels (primordial (« naif ») et acquis (« éduqué »)) et
adaptatif.

Noter que le répertoire adaptatif correspond a la somme des expériences immunitaires ayant
conduit a I'émergence de réactivités d’Ac immuns spécifiques d’antigenes. La base de
production des Ac adaptatifs repose-t-elle sur le socle des cellules produisant les Ac du
répertoire naturel ?

Le répertoire naturel primordial est constitué d'Ac présents a la naissance. On le considere
stable tout au long de la vie. Le répertoire naturel acquis se construirait aprés la naissance. La
forme sphérique donnée a ces deux répertoires tente de traduire la dimension de régulation
générée et entretenue par l'intermédiaire du réseau idiotypique. Inspiré de la lecture de
(Poletaev et al. 2003; Poletaev et al. 2008).

2-4) Le réseau idiotypique

On ne peut évoquer le répertoire d'Ac naturels sans évoquer le
réseau idiotypique (Anténio Coutinho 2003). Son existence et ses fonctions
ont été largement débattues et méme contestées. Nous rappellerons ici
brievement son origine, son mode de fonctionnement et quelques unes de

ses fonctions.

2-4-1) Les idiotypes

Les paratopes sont constitués d’une architecture (framework) et de
Régions Déterminant la Complémentarité (CDR). Ce sont celles-ci qui
constituent surtout les idiotopes. Chaque Ac exprime donc une singularité
idiotypique (somme des idiotopes a et ) liée a sa capacité a reconnaitre un
épitope particulier. Cet idiotype est produit par la recombinaison des génes
V(D)J a laquelle s’ajoutent les phénomeénes de diversité N, de combinaison

)

Répertoire naturel



des chaines légeres et lourdes et évidemment, les hypermutations
somatiques. On comprend toutefois qu’il existe différents degrés de
singularité entre les différents Ac produits par un organisme. Certains
idiotopes se ressemblent (idiotopes « partagés ») alors méme qu’ils sont
exprimés par différents Ac. Méme chez des individus différents, on
considéere que des Ac (alors qu’il existe des variations alléliques au sein de
chaque sous groupe d’homologie des genes V) peuvent partager des
idiotypes : appelés « idiotypes publics ». lls seraient principalement portés
par les Ac naturels produits par des génes en configuration germinale. En
revanche, il peut exister des idiotopes privés, uniquement exprimés par
certains Ac, particulierement ceux du répertoire adaptatif: les
hypermutations somatiques apportent en effet des particularités de
spécificités qui sont propres a chaque individu et a son histoire antigénique.

2-4-2) Le réseau idiotype- anti-idiotype

Les idiotopes sont des « épitopes » exprimés par des protéines (les
immunoglobulines), dont la concentration peut considérablement varier sur
des temps brefs. Par ailleurs, I'immunculus, particulierement sensible aux
variations rapides de concentrations d’un Ag (Poletaev et al. 2008), par le
biais des Ac naturels va rétablir une situation d’équilibre transitoirement
perturbée. Cette régulation passera par une réaction en cascade d'Ac anti-
idiotopes (premiére, deuxiéme génération...), restaurant le maillage du
réseau et son équilibre (« connectivity »). Cette hypothese s’inscrit dans
une vision « internaliste » autorégulée du systéme immunitaire dont nous

avons évoqué les limites dans I'introduction.

Il B] Répertoire des Ac et autoréactivité
pathologique.

Contrairement a ce qui a pu étre évoqué par le passé, on a vu que la
reconnaissance des antigenes du soi, était utile a la construction d’un
systeme immunitaire efficace. L’autoreconnaissance permet notamment
aux LB de proliférer et de diversifier le répertoire de reconnaissance
antigénique par le biais du BCR editing. L’autoreconnaissance apparait aussi
utile a I'homéostasie du systéme immunitaire et pour le maintien de
I'intégrité de I'organisme. La production naturelle d'Ac, constitue, nous
I'avons vu, une premiére ligne de défense vis-a-vis de nombreuses sources
d’agressions qu’elles soient endogenes ou environnementales (figure 18 A).
Néanmoins, toute perturbation des mécanismes de controle de cette
autoréactivité physiologique peut générer un déséquilibre favorable a
I’émergence d’une autoréactivité pathologique.
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(A)

1) Autoréactivité pathologique : facteurs génétiques, épigénétiques et

environnementaux.

L’émergence d’une autoréactivité pathologique est le résultat de la
conjonction de processus complexes qui impliquent des facteurs génétiques
et environnementaux. Parmi les facteurs de I'hote a I'origine d’une réponse
immune inappropriée, on peut distinguer ceux qui concernent directement
le systéme immunitaire mais aussi des éléments qui sont lié au « soi » (le
statut du tissu ou de la cellule). Concernant les agents qualifiés
« d’environnementaux », on peut également distinguer les facteurs
endogenes: rble de limprégnation hormonale ou plus récemment
évoquée, la biodisponibilité de la vitamine D (Hewison 2010; Hewison
2012); et des événements proprement exogénes, qu’ils soient d’origine
infectieuse ou toxique. Une susceptibilité individuelle et un environnement
« favorable » seront donc intriqués dans l'induction ou la progression
d’événements auto-immuns pathogenes. Nous proposons de décrire
certains processus qui pourraient expliquer I"apparition d'Ac auto-immuns
associés a une maladie auto-immune (figure 18 B).
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Figure 18 : Autoréactivités physiologique et pathologique.
(A) Fonctions potentielles de I'autoréactivité physiologique. (B) Facteurs d’émergence d’une
autoréactivité pathologique.

1-1) Auto-immunité et contréle de la réponse auto-immune.

Un criblage pangénomique réalisées sur des cohortes trés larges
d’individus (Maier et Hafler 2009) a apporté la démonstration qu’il est
possible de trouver de nombreux genes associés au codage de facteurs
d’amplification ou de régulation de la réponse immune. A des fins
d’illustrations, nous avons extrait quelques données du tableau présenté
par I'équipe de Bana Jabri dans la revue publiée a propos de la maladie
cceliaque (Abadie et al. 2011) (tableau 5). Ce tableau présente I'avantage
d’illustrer le fait que certains dysfonctionnements du systeme immunitaire
ne prédisposent pas a une seule MAI, mais constituent un socle commun a
des pathologies aussi différentes que sont le lupus, le diabéete de type |, Ia
rectocolite hémorragique, la maladie de Crohn.



Odds ratio

(intervalles de confiance)
HLA 6-7*
Voies de
costimulation
CTLA4/CD80
CD28
ICOS/ICOSLG
CD247
CIITA
PNTP22
Cytokines /
Chimiokines /
Récepteurs
IL12A
IL21 1-1,3
CCR3/5/2
CCR4
IL18R
ILIR
Immunité innée
TLR7/8

Geénes candidats

1-1,3

1-1,3

Tableau 5 : Exemples de facteurs de contrdle de la réponse immunitaire, pour lesquels il a
été montré un polymorphisme associé a des facteurs de susceptibilité de maladies auto-
immunes telles que la maladie cceliaque, le lupus, le diabéte, la PR... (Abadie et al. 2011).

* Odds ratio donné a titre d’exemple pour les alléles HLADQB1*02 et DQB1*08 associés a la
maladie cceliaque.

Ce tableau montre que si la présence d’alleles HLA «a risque »
confere un odds ratio proche de 7 pour la maladie cceliaque, les facteurs de
risque associés a d'autres genes de susceptibilité contrélant la réponse
immunitaire est souvent proche de 1,5. Individuellement, ces genes
conféreraient donc un risque faible. Leur action combinée chez un méme
individu et dans un environnement particulier, pourrait contribuer, par
synergie, a perturber la régulation de la réponse immunitaire. La figure 19,
également inspirée de I'article de B. Jabri (Abadie et al. 2011), montre
I'impact de ces polymorphismes sur la mise en place de la réponse
immunitaire dans la maladie cceliaque. On appréciera qu’ils touchent tous
les partenaires, et toutes les phases, de la réponse immunitaire, de
I'ontogénie a la réponse effectrices.
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Outre

peuvent peser tant sur la qualité de fonctionnement du systeme immunitaire
(exemple : relation Epstein Barr Virus et facteurs de survie des LB) (Ascherio
et Munger 2010), mais aussi sur la qualité du tissu, cible du processus
pathologique (génération par exemple, d’une infection chronique a bas bruit,
avec une composante de dégénérescence cellulaire et d’inflammation
chronique). Enfin la composante temporelle, difficile a appréhender ne doit
pas étre négligée. Elle peut avoir un impact tant sur I'ontogénie du systeme
immunitaire (un événement extérieur particulier peut peser sur la qualité de
la réponse engagée plusieurs années plus tard), que sur la composante
tissulaire, cible de I’autoréactivité. Le tableau 6 résume quelques uns de ces

les facteurs génétiques, les événements

éléments.

environnementaux



Somme des événements conduisanta: Facteur limitant (L)
MAI

Situation une réponse immunitaire la tolérance une souffrance o/N / Déclenchant (D)
« amplifiée » immunitaire tissulaire Forme clinique
1 QAR INENENENENY 222 N Situation physiologique
2 AAQAA ENENENENEW 222 N Environnemental (L)
3 AAA EVRANEN 222 N Environnemental (L)
Facteur d’amplification +
4 QA 22283889 (o] .
aad R FRESIS Environnemental (D)
Facteur detolérance +
5 AAA 222322 0
S ahaalabade Environnemental (D)
6 AR SNy 222 N Rémission (par rapporta la
situation 4)
P Poussée (par rapport a la
7 APQAA 1% Sy 2228 %2 0 situation€)
0000 Q0 Forme plus agressive (par
e AGAAAE MRS SIEESEIESE 2 rapport a la situation 4)
20080 Forme bénigne (par
3 anad S ilatatade 0 rapport a la situation 4)
DA 22099 Forme histologique pure
o8 B SICESRIES ] (pas de signe clinique)
Autre atteinte tissulaire
11 AQRATT* 1y 222282 (0] (Ex: Dermatite herpétiforme /

maladie cceliaque)

Poids respectifs du patrimoine génétique / Environnement

++/+ ++/+ +/+++

Tableau 6 : Facteurs prédisposant a I’émergence d’une maladie auto-immune.
IlIs peuvent étre liés a une susceptibilité individuelle a générer une réponse immunitaire plus
agressive, ou au contraire liés & un défaut de la régulation immunitaire. A cette susceptibilité
individuelle de forte connotation génétique (pas exclusivement), s’ajoute la composante de
souffrance tissulaire qui peut étre majoritairement sous dépendance environnementale.
Chaque symbole peut étre considéré comme un facteur de prédisposition
(< : « amplification » de la réponse immunitaire) ou de protection ( < « tolérance »).
(£) symbolise un facteur d’agression tissulaire. Pour faciliter la lecture, les facteurs qui
s’ajoutent sont présentés avec une police de taille augmentée et en gras. Une couleur
différente peut traduire la participation d’un facteur environnemental autre que celui qui a
engagé le processus initial.
Pour illustration, quelques variables sont ajustées pour expliquer les phases de rémission, de
poussées, des formes cliniques plus ou moins sévéres...
« Facteurs limitants » : Eléments dont l'absence expliquerait pourquoi il n’y a pas de
manifestation auto-immune pathologique.
* (]) symbolise d'autres composantes génétiques, facteurs de susceptibilité par amplification
de la réponse immunitaire. Inspiré de (Abadie et al. 2011).

1-2) Facteurs de susceptibilité spécifiques des LB.

Si un dysfonctionnement intrinseque du systéme immunitaire constitue
un facteur de prédisposition pour le développement de maladies auto-
immunes, ce dysfonctionnement peut étre le résultat de I'association de
multiples anomalies qui, isolément, n’auraient aucun effet pathologique.
Certaines de ces anomalies peuvent, nous l'avons vu, concerner plus



spécifiguement le LB dans ses différentes étapes de différenciation ou de

survie,

qgue nous avons déja développées.

Nous évoquerons plus

précisément celles rencontrées dans les modéles animaux de maladies

auto-immunes et en pathologie humaine (tableau 7) (Basten et al. 2010).

On notera que les génes impliqués codent généralement

i) des facteurs régulant la qualité (quantité) du signal transmis par le

BCR : qu’ils soient dépendants de molécules intracellulaires associées a

la transmission du signal (lyn, BLK...), ou a des co-récepteurs modulant
ce signal (PD-1, CTLA-4, CR2, FcyRIL...).
ii) des facteurs influengant la capacité du LB a survivre (facteurs pro- ou

anti-apoptotiques) mais aussi BAFF.
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Possible équivalent

Anomalies Souris chez I'homme / MAI Réf.
associée(s)
Tolérance centrale
Ly108 (SLE-1) PTPN22 : SLE, PR,
Perturbation du flux Ca™ (NZW) Basedow, Myasthénie,
(Kumar et al.

Résistance a |'apoptose

Anomalie de la SLC

Anomalie du BCR editing

Anomalie paratopique

Inclusion allélique

Résistance a |'anergie

& expression de facteurs anti-apoptotique comme
Bcl-2 (NOD, NZB)

Invalidation du ligand de Fas (MLR)
& populations B autoréactives en périphérie

<1 expression de RAG avec

Perturbation du BCR editing

(persistance de cellules autoréactives)

(NZB, MLR Ipr, NOD)

Z vitesse de maturation des cellules de la moelle
osseuse.

Inversement < BCR editing

(role de I'IL-6 sur le maintien de I'activité de RAG)

Maintien de I'expression de ’ARNm (sans qu’il y ait
expression protéique) d’une chaine légére non
fonctionnelle : diminution du niveau d’expression
du BCR (conduit a une résistance a |'apoptose)

On peut aussi avoir une dilution du BCR auto-
réactif a la surface (avec les mémes conséquences
sur la transduction de signaux)

(NZB, MLR Ipr, NOD)

Relation avec BAFF ?

Anomalie du contréle homéostatique

Anomalie de la
production de BAFF

Canale Smith / ALPS

BLK
BANK (SLE)

SLE
Diabéte de type |

SLE
PR

Sjogren, SLE, PR

2006)

(R. A. Keenan et
al. 2008)
(Panigrahi et al.
2008)
(Eisenberg
2012)

(Dérner et al.
1998)

(Hillion et al.
2007)

(E Meffre et al.
2000)

(Bridges et al.
1993)

(Gerdes et
Wabl 2004)

(F. Mackay et
al. 1999)
(Tangye et al.
2006)



Tolérance centrale ou périphérique
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Anomalie du systeme du DAF, CD59, CR2, Clgrs, (Lse(\JAZE 82?216;
complément C4,C2: 2006)
(Marshak-
Rothstein 2006;
Anomalie des TLR TLR7, 8,9 g?rzli)tgg-sen et
Demaria et al.
2010)
< expression de FcyRIlb conduit a une ¢! de
iffé iati LB dactif llul ;
FeyRilb différenciation des LB autoréactifs en cellules LES, Good Pasture, PTAI (Tsuchiya et
matures de type plasmocytes Kyogoku 2005)
NZB, NOD, MRL
"o POCD-L (516 g
& expression a la (Peters et al.
CD40 :
surface des LB 2009)
Anomalie de la L
ErEuTiem oS GERes & de la propension a former des centres (Zaheen et A.
germinatifs (MLR / NZB) Martin 2011)

germinatifs

Tableau 7 : Anomalies de I'ontogénie et de ’'homéostasie des LB pouvant conduire a une
autoréactivité pathologique.

2) Souffrance cellulaire et autoréactivité

Nous avons déja évoqué le rbole du systeme immunitaire pour
I’élimination des cellules en apoptose ou en souffrance, notamment par le
biais des Ac naturels. Nous allons illustrer ici la multiplicité des facteurs
impliqués dans ce contréle (systéemes de régulation, mécanismes effecteurs
de la réponse immunitaire).

Le contrdle de I'apoptose cellulaire est un phénoméne essentiel pour
la préservation de I'homéostasie générale d’un organisme pluricellulaire.
Plusieurs voies coexistent pour mener la cellule vers la mort physiologique.
Nous n’évoquerons pas ici les mécanismes moléculaires de ce processus
mais insisterons sur le devenir des cellules apoptotiques. Nous verrons qu’il
existe aussi un véritable dialogue (appelé « efferocytose®») entre d’une
part la cellule en apoptose et d’autre part le voisinage cellulaire sollicité
pour la faire disparaitre sans trace (Erwig et Henson 2007). Différents
exemples permettront de juger de l'importance de ces événements : il est
considéré que 10" polynucléaires neutrophiles sont quotidiennement
éliminés par apoptose, probablement dans le foie, la rate et la moelle
osseuse (Erwig et Henson 2008). Au sein des épithéliums, plus d’un million
de cellules mourraient chaque seconde, dans le cadre du renouvellement
tissulaire physiologique (Griffith et Ferguson 2011). Durant la vie foetale, la
croissance, le retour a I'état physiologique aprés la grossesse et le
vieillissement sont des situations qui amplifient encore le contingent de

6 . N
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cellules en apoptose a éliminer. C'est dire I'importance et la nécessaire
efficacité des mécanismes sollicités.

2-1) Mécanismes physiologiques : Signaux émis par la cellule en apoptose

2-1-1) « Don’t eat me signals »

Une cellule qui n’est pas engagée sur la voie de |'apoptose doit se
proteger des capacités de phagocytose exprimées par les cellules voisines :
comme les cellules épithéliales, mésenchymateuses (Walsh et al. 1999) ou
les macrophages tissulaires. Les cellules vivantes expriment des récepteurs
membranaires (CD31, le CD200, le CD47) qualifiés de récepteurs « don’t eat
me signals ». Le CD47, notamment, se lie a la Signal Regulatory Protein
(SIRPa) qui est un puissant immunorégulateur (Ravichandran et Lorenz
2007).

2-1-2) « Find me signals »

Une cellule qui amorce le programme d’apoptose régule
négativement I'expression de ces marqueurs membranaires et libére des
signaux (« find mesignals ») tels que la lysophosphatidylcholine, le
sphingosine 1-phosphate (S1P), un fragment soluble de la fractalkine
(CX3CL1), ou encore des nucléotides ATP et UDP. Ces signaux favoriseraient
I'afflux de cellules phagocytaires a proximité de la cellule en apoptose
(Ravichandran 2011).

2-1-3) « Eat me signals »

La cellule en apoptose exprime a sa membrane de nouvelles
molécules de surface : notamment par le biais de I'asymétrie des
phospholipides de membrane: phosphatidylsérine, annexine V,
calréticuline (normalement sur la face interne de la membrane cellulaire).
Elle adsorbe aussi des facteurs solubles circulants, constituant autant de
« eat me signals ». Parmi les facteurs adsorbés, on retrouve de nombreux
effecteurs de I'immunité innée : la Mannose Binding lectin, le C3b, le Clq
(et d’autres membres de la famille des collectines, SP-A et D), la CRP (et
d'autres molécules de la famille des pentraxines) et enfin des IgM. Ces
effecteurs solubles peuvent se fixer a la membrane de la cellule en
apoptose par le biais des molécules nouvellement exprimées
(phosphatidylsérine, annexine V, calréticuline) qui créent des structures
d’échanges proches de celles qu’on retrouve sur les lipoprotéines (LDL)
oxydées. On définit ces partenaires solubles comme des « opsonines », elles
facilitent le processus de phagocytose. Il en existe d'autres qui ne sont pas
des effecteurs du systeme immunitaire et qu’on appelle encore des
« molécules-pont » (« bridge molecules ») telles que la thrombospondine 1
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(TSP-1), le milk-fat-globule-EGF factor 8 (MFG-E8), le growth arrest-specific
6 (Gas-6), mais aussi la f2-glycoprotéine | et la protéine S capables de se
fixer a la phosphatidylsérine (Erwig et al. 2008). Ces événements sont
précoces dans la chronologie de I'apoptose cellulaire et il est important
d’insister sur cette dimension de contrdle temporel des événements, car ce
« timing » constitue un témoin de qualité du bon déroulement du
processus.

2-2) Réponse de la cellule phagocytaire

2-2-1) Tolérance

Dans les conditions physiologiques, les signaux émis par la cellule en
apoptose sont considérés comme des SAMP (Self Associated Molecular
Patterns). lls vont avoir une influence critique sur les conséquences de
I'apoptose cellulaire. Les phagocytes expriment en effet des récepteurs
susceptibles de reconnaitre ces cellules en apoptose. Le CD14 par exemple,
capable d’interagir avec des ligands exogénes (LPS via le TLR-4), mais aussi
avec les cellules en apoptose, cette fois sans engager de processus
inflammatoire. On décrit également les CD36 (scavenger receptor), CD68
(macrosialin), et Lox1 (lectin like LDL oxidised particle receptor) qui exercent
ces mémes fonctions de reconnaissance de cellules en apoptose a la surface
des phagocytes. Si I'ensemble des signaux est délivré selon une bonne
séguence temporo-spatiale, ils génerent un contexte qualifié par certains
de « keep calm » (ou « keep-out ») pour la cellule phagocytaire. Celle-ci
répondra en effet de facon adaptée avec notamment la synthése privilégiée
de cytokines anti-inflammatoires comme le TGF} (ou méme, par |'absence
de production de cytokines, qu’elles soient anti-ou pro inflammatoires)
(Birge et Ucker 2008; Griffith et al. 2011).

2-2-2) Activation du systeme immunitaire et réponse inflammatoire

Durant cette phase d’apoptose, I'objectif principal est de limiter la
libération de composants intracellulaires qui pourraient traduire la
souffrance cellulaire (nécrose) et générer des signaux d’alerte : ce sont par
exemple les protéines du choc thermique (HSP70) ou I'amphotérine
(protéine de famille des High Mobility Globulin Box-1 (HMGB-1)) deux
protéines capables de se lier aux récepteurs TLR, mais aussi NOD et RAGE.
Ces composants (HMGB-1, HSP, nucléoline..) sont appelés Damage
Associated Motif Patterns (DAMP). lls générent pour la cellule qui interagit
avec eux (macrophage ou la cellule dendritique) des signaux d’activation
avec une forte composante de stimulation de I'inflammasome (via NF-kB) a
I’origine de la réponse inflammatoire locale. Celle-ci conduit a la libération
secondaire de radicaux libres, de métalloprotéases, de cytokines pro-
inflammatoires et autres dérivés toxiques pour l'environnement cellulaire




conduisant a une nécrose tissulaire étendue (appelée « dégénérescence
secondaire ») avec secondairement le risque de développer une fibrose

tissulaire.

2-2-3) De la réponse immunitaire agressive utile, a la pathologie

Si la signalisation membranaire traduisant la mort cellulaire disparait
rapidement, la source de stimulation de la réponse inflammatoire se tarit et
les processus de réparation et de cicatrisation peuvent alors s’engager.
Plusieurs évocations imagées ont été retenues pour illustrer ces processus ;
Si la détersion est utile, le processus s’apparente alors a la « politique de
terre brllée », nécessaire pour limiter la diffusion centrifuge de I'agent
agresseur causal. Michal Schwartz prend I'image d’un feu de forét (« agent
agresseur ») qu’on circonscrit par [|'établissement d’un pare-feu
(« destruction du tissu sain liée réponse de I'hGte »), ol les arbres ont été
coupés pour éviter I'extension de lincendie (Nevo et al. 2003). Si
I’événement « agresseur originel » n’est pas maitrisé, deux types de
phénomeéne pourraient étre observés :

1) Absence de pare feu : les cellules agressées meurent par
dégénérescence avec extension centrifuge de I'agent causal.

2) Mise en place d’un pare feu « surdimensionné » mais inefficace
Elle conduit elle méme au développement de Iésions tissulaires (la
dégénérescence secondaire), pouvant masquer le processus lésionnel
initial. Certains évoquent ce processus comme un élément essentiel dans la
traduction d’une autoréactivité pathologique (Nevo et al. 2003).

Selon les données récentes, cette présentation résumée de la
clairance des cellules en apoptose ne reflete pas toute la complexité des
mécanismes mis en jeu. De nombreux éléments pésent effectivement sur
I'orientation de la réponse immunitaire mise en place pour gérer
I’élimination de ces cellules. Avec une réponse duelle : la tolérance ou le
rejet par la mise en place d’une réponse inflammatoire. TS Griffith et TA
Ferguson donnent un apercu de cette complexité au travers de 6
questions: «qui», quoi», «quand» «oU»  «pourquoi» et
«comment » ? (Griffith et al. 2011). Les réponses a ces questions
permettraient d’envisager de nombreuses situations conduisant a orienter
la réponse immunitaire vers la tolérance ou inversement le rejet
immunitaire. Elles sont résumées dans la figure 20 et nous n’en
présenterons que quelques unes pour illustrer ces différentes voies
d’évolution.

a) Origine des cellules
Il apparait que les cellules lymphoides en apoptose sont plus
immunogenes que les cellules d’origine mésenchymateuse, notamment

pall



les cellules lymphoides activées et particulierement quand elles
expriment le CD154, ligand du CD40.
b) Cause de la mort cellulaire
Les cellules infectées en apoptose sont (évidemment) plus
immunogenes que les cellules non infectées: les mécanismes en jeu
sollicitent notamment d'autant plus les PRR.
c) Cellules phagocytaires sollicitées
La phagocytose des cellules en apoptose réalisée par les cellules
dendritiques est accompagnée d’un environnement plus immunogene
que celui observé quand les macrophages sont sollicités. Ainsi des
cellules en apoptose injectées par voie sous cutanée induisent une
situation de rejet, alors que par voie systémique elles sont tolérogénes.

La multiplicité des effecteurs ne traduit donc pas une simple
redondance visant a assurer la bonne élimination des cellules mourantes,
mais bien la mise en jeu de processus complexes, adaptés a des situations
bien précises. Ces événements pourraient constituer autant de points de
fragilité face a I'extréme diversité de pressions environnementales pour le
déclenchement d’un processus pathologique.
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Figure 20 : Six questions pour illustrer les éléments du contréle de la réponse immunitaire
(« tolérance » ou « réponse inflammatoire ») dans la gestion de I’élimination des cellules en

apoptose.
Les éléments intervenant pour la tolérance se situent du c6té « vert » de la balance. Les

éléments pesant vers la réponse inflammatoire se situent du cété « rouge ».
Certains éléments (le sepsis par exemple), se situent entre les deux. (d’apres (Griffith et al.

2011).



I11] Conclusion

Au vu de I'ensemble des données aujourd’hui acquises, I'implication
de l'autoreconnaissance de l'organisme par le systeme immunitaire
apparait comme un événement critique pour son fonctionnement. Il
concerne a la fois la réponse innée et la réponse adaptative (construction
du répertoire, régulation et homéostasie lymphocytaire, phase effectrice).
Ainsi, une autoréactivité naturelle impliquant des récepteurs faiblement
autoréactifs et polyréactifs participe a des mécanismes de premiere
défense (élimination des déchets endogenes et de pathogenes). Elle
participe aussi au maintien d’un état d’équilibre entre un « soi exposé » et
un « soi reconnu ». Toute altération de l'un aura des conséquences sur
I'autre et nécessitera la mise en place de processus correctifs. L'exemple du
remaillage du réseau idiotype anti-idiotype des Ac naturels aprés I'induction
d’une réponse immune en est une illustration classique. Cette hypothese
d’autorégulation parait trop restrictive et ne satisfait pas a toutes les
contraintes de contréle imposées au systéme immunitaire que nous avons
développées dans les chapitres précédents. Un équilibre doit en effet
s'instaurer entre ce «soi exposé» susceptible d’étre modifié en
permanence (événements endogénes et exogenes), et le « soi reconnu »
susceptible d’étre altéré en de nombreuses occasions (répertoire
autoréactif modifié a la suite d’epitope spreading, d’'une aide T, ou de
signaux TLR inappropriés...). Ces éléments soulignent combien un répertoire
primordial peut s’appauvrir ou s’enrichir de nouvelles spécificités au cours
de la vie de l'individu. La question que nous nous sommes posés, était de
savoir si nous étions en mesure d’appréhender cette nouvelle empreinte
par des techniques d’acceés facile.

L’autoréactivité peut constituer, au travers des récepteurs
exprimés, une représentation interne (« miroir ») de l'ensemble des
antigénes exposés dans |'organisme. Il s’agit d’'un phénomene dynamique.
En condition physiologique, la surexpression d'un antigéne induit
I’émergence d’un Ac spécifique et conduit a la mise en place de systéme de
controle afin de restaurer un nouvel état d’équilibre. Pour appréhender ces
événements intriqués et complexes, des données préalables constituent
des jalons précieux. Un répertoire immunitaire présente des communautés
de reconnaissance chez des individus ayant un méme statut clinique
(Mouthon et al. 1995). En effet, si chaque individu présente des singularités
de réactivités d’Ac, propres a son patrimoine génétique et a son histoire
antigénique (« fingerprint »), certaines spécificités sont liées a la
reconnaissance d’'un « soi exposé public », constitué de motifs ne faisant

pas I'objet d’un polymorphisme intra- voire inter-espéce (Oppezzo et al.
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2003). Outre I'homogénéité de réponse, ce « soi public » pourrait aussi
contribuer a entretenir la stabilité du répertoire. Ces données ont été
rapportées notamment pour des sujets sains (Mouthon et al. 1995). Ce
« soi public physiologique » pourrait il étre substitué a un «soi public
pathologique » dans différentes situations de dérégulation du systéme
immunitaire ? Cette hypothese pourrait expliquer les résultats obtenus
dans les déficits immunitaires (Lacroix-Desmazes et al. 1999) et différentes
maladies auto-immunes (Sharshar et al. 1998; Stahl et al. 2000a).

IV] Objectif : Recherche de nouveaux
biomarqueurs dans les maladies auto-immunes.

En pratique médicale, nous avons encore d'importantes attentes. La
prise en charge optimale d’un malade repose en effet sur I'établissement
rapide du diagnostic et du pronostic, pour proposer un traitement adapté
dont il faudra apprécier le rapport « bénéfice — risque ». Pour chacune de
ces étapes, nous souhaiterions pouvoir disposer de marqueurs pertinents.
Dans le cadre des maladies auto-immunes, le panel de marqueurs
biologiques disponibles reste encore aujourd’hui tres limité. La prise en
charge thérapeutique est souvent retardée. On peut citer en exemple, la
polyarthrite rhumatoide (PR), pathologie pour laquelle, nous disposons
d’outils biologiques performants. Néanmoins, il reste a optimiser et a
valider de nouveaux marqueurs précoces pour une prise en charge plus
rapide, alors que la stratégie et les alternatives thérapeutiques se sont
clarifiées par le biais de la publication de « guidelines » (Aletaha et al.
2010).

De maniere générale, les marqueurs biologiques utilisés pour le
diagnostic de maladies auto-immunes font appel a l'identification «a
I'unité » de spécificités singulieres d'auto-anticorps qui se distinguent
nettement chez le malade de ce qui est observé chez le sujet sain, soit par
la cible gu’elles reconnaissent et/ou leur titre, et/ou leur affinité, voire leur
isotype. Si des combinaisons d'auto-anticorps sont utilisées en routine, leur
emploi reste souvent limité. Dans d'autres pathologies comme la sclérose
en plaques, on ne dispose d’aucun marqueur auto-immun validé en
pratique courante. On peut donc estimer qu’il existe un manque important
et un réel intérét a développer de nouvelles stratégies d’identification de
spécificités d'Ac. Outre I'attente en termes de précocité diagnostique et de
prise en charge thérapeutique, I'identification de nouveaux biomarqueurs
peut contribuer a une meilleure compréhension du processus
physiopathologique sous jacent, et a I'établissement de nouvelles pistes de
traitement. Dans le cadre d'une meilleure compréhension
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physiopathologique, on peut encore citer I'exemple de la PR avec
I'identification de la réactivité spécifique vis-a-vis de motifs épitopiques
citrullinés, mais aussi celui la maladie cceliaque, avec la mise en évidence
des Ac anti-transglutaminase tissulaire et du réle de la désamination de Ila
gliadine dans la genése et I'entretien du processus |ésionnel. Basant notre
réflexion sur ce qui était connu des fonctions de I'autoréactivité dans le
maintien de 'homéostasie générale de I'organisme, nous avons développé,
avec toute I'équipe I'Institut d’immunologie du CHRU de Lille et I'équipe
d’accueil EA2686, un axe de recherche visant a identifier de nouveaux
marqueurs de maladies auto-immunes.

Bénéficiant d’une étroite collaboration avec de nombreux services
cliniques du CHRU de Lille, dans le domaine du diagnostic biologique des
maladies auto-immunes (Service de Neurologie D, dirigé par le Professeur
Patrick Vermersch ; Service de Rhumatologie, Professeur René Marc Flipo ;
Service de Médecine Interne, Professeur Pierre Yves Hatron, Eric Hachulla,
David Launay) et dans I'optique d’identifier de nouveaux biomarqueurs
spécifiques de ces pathologies, deux axes de recherche ont été
développés, de facon initialement paralléle :

Le premier axe visait a apprécier I'impact de la citrullination sur la
génération d’épitopes cibles de réactivité discriminantes dans les
pathologies auto-immunes telles que la PR et la SEP.

Le deuxieme axe beaucoup plus large, s’est intéressé a juger les
performances d’une évaluation globale des réactivités d'Ac sériques
qui pouvaient étre révélées par immuno-empreinte a partir d’'un
extrait protéique issus de tissus humains sains ou atteints de
différentes pathologies. L'objectif de cette démarche vise a
s’émanciper de ['utilisation (nécessairement) limitée de cibles
identifiées, et a lui substituer un substrat issu d’un extrait tissulaire
complet, le plus proche possible des conditions du vivant.
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Le détail méthodologique est développé dans chacune des publications
présentées. Nous n’aborderons ici que des données générales de I'immuno-
empreinte monodimensionnelle et de I'immunoprotéomique
bidimensionnelle, mises a jour. Elles permettent de comprendre globalement
I"approche qui a été développée tout au long de I'étude.

A] Immuno-empreinte monodimensionnelle

1] Aspect technique

Séparation électrophorétique : Les gels d’électrophorése sont réalisés en
gradient d’acrylamide 5-10-20 %. Les substrats protéiques (cellulaire ou
tissulaire) sont lysés en solution de Laemmli et réduits par 10 % de DTT. Ils
sont ensuite chauffés a 100°C pendant 10 minutes. Un milligramme
d’extrait protéique est déposé par gel. La migration des protéines s’effectue
pendant 12h a 90 volts dans un tampon associant 0,25 M de Tris, 1,92 M de
Glycine et 1 % de SDS. Les protéines sont ensuite transférées du gel sur une
membrane de nitrocellulose ou de PVDF en milieu semi-sec a 0,8 mA/cm2
pendant 2 heures. La qualité du transfert protéique est contrdélée par une
coloration réversible au rouge Ponceau. En vue de I'immunomarquage, les
sites de fixation aspécifiques de la membrane sont saturés dans du TNT
(Tris-HCL pH 8 15 mM, NaCl 0,3 M, Tween 20 0,05 %) contenant 5 % de lait
délipidé. La membrane est découpée en bandelettes sur lesquelles seront
incubés les sérums de patients (dilués au 1/100e) pendant une nuit a 4°C.
Chacune des bandelettes est ensuite incubée avec |'anticorps secondaire
anti-IgG humaines couplé a la peroxydase, dilué au 1/10000e en TNT
contenant 5 % de lait délipidé, pendant 1 heure a température ambiante. La
révélation est réalisée a I'aide d'une trousse commerciale de
chimiluminescence (GE Healthcare) sur des films radiographiques (GE
Healthcare).

1] Analyse des images d'immuno-empreinte
1) Repérage des bandes de réactivités

Les films d'immuno-empreinte sont numérisés avec le logiciel Quantity
One (BioRad, Hercules, CA). L'analyse des profils est exclusivement
gualitative : les bandes de réactivité sont relevées comme « présentes » ou
« absentes » sans prise en compte de leur intensité. La détection et
I"alighement des bandes de réactivité sont réalisés par le logiciel Diversity
Database 2.2 (Biorad). Des sérums de références dont les spécificités ont
été identifiées par d'autres méthodes sont utilisés comme témoins internes
pour faciliter I'alignement des bandes de réactivité.




2) Analyse statistique

Les données de I'analyse sont exprimées en mode binaire (bande de
réactivité présente = 1 ; bande absente = 0). Les profils de réactivité sérique
des différents groupes sont analysés par 3 outils statistiques.

2-1) Analyse en composantes principales (ACP) permet de

vérifier, sans a priori, si la combinaison des différentes réactivités sériques
des patients permet de les grouper selon leurs pathologies. Les coefficients
attribués aux patients en fonction de leurs profils permettent de visualiser
leur distribution sur un graphe selon des coordonnées générées par I’ACP.
Ces mémes coefficients utilisés avec le test non paramétrique de Kruskall-
Wallis permettent d’évaluer si ces réactivités se projettent de maniere
significativement différente, donnant une idée de la pertinence de
I'approche.

2-2) Le test du khi-2 (ou fisher Exact si n < 10) permet de
comparer la fréquence de reconnaissance d’une bande de réactivité au sein

de différentes populations de patients et de sujets sains. Les résultats de
cette approche sont utilisés pour I’analyse linéaire discriminante.

2-3) Analyse linéaire _discriminante : Appliquée a I'analyse des

réactivités observées chez les patients, I'analyse linéaire discriminante
(ALD) peut conduire a l'identification de réactivités Ac discriminantes
caractérisant certains des groupes étudiés. C'est une démarche pas a pas
qui génére des coefficients (« Lambda de Wilks ») qu’elle attribue aux
bandes de réactivité jugées discriminantes. Ces coefficients ont un « poids »
plus ou moins important en fonction de la discrimination qu’ils apportent.
Ne sont retenus que les coefficients Lambda de Wilks compris entre 0,1 et
0,9. Pour nous assurer de la pertinence des données générées par I'ALD,
seules les bandes de réactivité présentant une fréquence de distribution a
tendance significative (p < 0.2 (test du khi-2 ou Fisher exact si effectifs
inférieurs a 10)) sont retenues pour la LDA. Pour un individu donné, la
présence ou l'absence des bandes de réactivité identifiées comme
discriminantes permet de calculer des coordonnées graphiques selon un
axe (si deux populations d’individus sont comparées) ou n-1 axes (pour n
populations étudiées, exemple deux axes pour trois populations étudiées).

Pour illustrer les résultats de nos études, prenons un exemple: soient trois
groupes d’individus : « malades 1 » ; « malades 2 » et « sujets sains » pour
lesquels la LDA identifierait deux groupes de réactivités discriminantes :
selon le premier axe : réactivités Al, B1 et C1... auxquelles elle affecte les

coefficients a1, bl et c1... Selon le 2°™ axe, les réactivités A2, B2, C2... et les
coefficients a2, b2 et C2... Pour la représentation graphique objectivant

I’éventuelle discrimination des groupes d’individus, il est possible de
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calculer des coordonnées pour chaque sujet selon qu’il présente ou non ces
réactivités discriminantes : Coordonnées (X,Y) :

X = présence de la réactivité Al (oui=1/non=0)xal+B1(1/0)x b1l

+C1(1/0) xcl...

Y = A2 (0/1) x a2 + B2 (0/1) x b2 + C2 (0/1) x C2...
Par exemple, les individus du groupe « malade 1 » pourraient ne présenter
que les réactivités Al et A2, leurs coordonnées seraient donc (Alal;
A2a2); les individus du groupe malade 2, ne présenter que les réactivités
B1 et B2 (coordonnées Blbl; B2b2) et les sujets sains les réactivités C1 et
C2 (coordonnées Clcl; C2C2). En pratique, une courbe ROC permet de
juger des performances en termes de sensibilité et spécificité de la
discrimination proposée par I’ALD. Pour illustrer ces performances, nous
allons illustrer les données présentées dans le tableau 8 (a partir de chiffres
fictifs).

Réactivité Fréquence observée chez ( %)

Sujets sains  Malade1l Malade 2

Réactivité 1 60 5 2
Réactivité 2 1 35 75
Réactivité 3 1 25 35
Réactivité 4 35 70 5

Tableau 8 : Tableau de données fictives pour illustrer les performances de la LDA.

Dans cet exemple, intéressons-nous d'abord aux trois premieres
réactivités. La réactivité 1 est principalement observée chez les sujets sains,
alors que les réactivités 2 et 3 sont principalement retrouvées chez les
sujets malades (groupes 1 et 2). Si un individu (sans préjuger de son statut
« sain » ou « malade »), présente la réactivité 1 et non la 2 ou 3, la LDA le
classe dans la catégorie « sains». Inversement s’il ne présente pas la
réactivité 1 mais la 2 ou 3 (ou les deux), la LDA le classe dans la catégorie
« malades ». Si un malade présente la réactivité 1, une analyse basée sur
cette seule information proposerait un mauvais classement de catégorie
(celle des « sujets sains »). Si cet individu présente, outre la réactivité 1, les
réactivités 2 et/ou 3, la LDA peut le reclasser correctement. Pour la
réactivité 4, les données présentées laissent suggérer qu’il n'y a pas de
différence de distribution entre les sujets sains et malades du groupe 1. Si
toutefois on a analysé au préalable la réactivité des sérums vis-a-vis des
réactivités 1, 2 et 3, I'analyse de la fréquence de distribution de la réactivité
4 prend une autre dimension. Si I'individu présente une réactivité 1 mais
pas 2 ou 3, la LDA ne considérera pas la réactivité 4. A I'inverse, si I'individu
ne présente pas de réactivité 1 mais une réactivité 2 et/ou 3, alors la LDA
analyse la distribution de la réactivité 4 entre les groupes malades 1 et 2.
On voit alors que la réactivité 4 est plus fréquemment observée dans le
groupe malade 1. La LDA associe cette réactivité a ce groupe (etc.).
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B] Immunoprotéomique bidimensionnelle

1) Extraction protéique

Les culots cellulaires et tissulaires sont repris dans un tampon de lyse
UTC 4 % (8 M Urée, 2 M Thiourée, 4 % CHAPS, 40 mg de DTT dans 5 mL, %
comprimé d’anti-protéases compléete Roche®). Aprés dissolution, les
échantillons sont centrifugés a 14 000 rpm, 10 min a 4°C. Le surnageant est
récupéré est soumis a un kit de purification 2D-Clean Up (GE Healthcare®),
utilisé selon les instructions du fabricant. Les culots protéiques sont ensuite
repris dans du tampon UTC 4 %. La concentration protéique de I’échantillon
est déterminée par technique de Bradford (Quick start Bradford dye
reagent- Bio-Rad®).

2) Iso-électrofocalisation

- Réhydratation des strips.

Des strips, de gradient de pH 3-11 non linéaire induit par des
immobilines (immobilines Dry Strip, GE), sont réhydratées pendant une nuit
par adsorption passive de 500 pg de I'échantillon protéique repris dans une
solution de réhydratation (3,5 mL UTC 2 %, 42 uL de DeStreak, 42 L
d’IPGphor 3-11 NL, traces de bleu de bromophénol).

- Isoélectrofocalisation (IEF).

L'isoélectrofocalisation (40 000 Vh pendant 18 h) est réalisée sur
I’Ettan IPGphor3 (GE Healthcare®), les protéines sont ainsi séparées suivant
leur point isoélectrique).

3) Electrophorése bidimensionnelle

Apres rééquilibration des strips dans deux tampons différents, elles
sont immobilisées a la surface de gels de polyacrylamide en gradient 8-18 %
par une solution d’agarose. La séparation des protéines selon leur masse
moléculaire est réalisée a 3W par gel pendant 18 heures. Un gel est
conservé en vue d’une coloration au bleu de Coomassie colloidal, les autres
sont transférés en milieu semi-sec sur une membrane de nitrocellulose ou
de PVDF en vue de limmunomarquage réalisé comme précédemment
(immuno-empreintes mono-dimensionnelle).

4) Caractérisation moléculaire
La superposition du gel coloré et des membranes d’'immuno-empreinte
bidimensionnelles permet de cerner les protéines (spots) cibles potentielles
des réactivités discriminantes. Au sein du gel coloré au bleu de Coomasie, les
spots protéiques sont excisés par un robot (Proteineer workflow™, Bruker
Daltonik GmbH) muni d’une aiguille de 2 mm puis placés dans une plaque 96
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puits. La préparation de I'échantillon et la digestion protéique sont
effectuées conformément aux instructions du fabricant (kit de digestion
trypsique, DP 384, Bruker Daltonik GmbH). La spectrométrie de masse par
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization time of flight) puis
I’analyse de spectre par le logiciel Flexanalysis 2.4 software (Bruker Daltonik
GmbH) permettent d’obtenir I'empreinte peptique massique des protéines

« spotées ». L'identification du spectre s’effectue en interrogeant la base de
données Mascot (Matrix Science Ltd.) grace au logiciel ProteinScape 1.3
(Bruker Daltonik GmbH). Chaque identification est fournie avec un score
Mascot correspondant a-10*Log(P) ou P est la probabilité que I'événement
observé soit lié au hasard. Ces scores sont disponibles pour la spectrométrie

de masse (MS) et la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS).
L'ensemble de cette étape est réalisée au sein du Laboratoire de
physiopathologie de la barriere hémato-encéphalique, E.A. 2465, IMPRT-IFR

114, Université d’Artois, LENS, France par le Dr Sophie DUBAN DEWEER
(Ingénieur). Roméo CECCELI (responsable).

C] Recherche de similitudes de séquence :

Cette approche fait appel a I'analyse de séquences peptidiques générée
a partir de la base de données NCBI/BLAST :
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch&PROG DEF
=blastn&BLAST PROG DEF=megaBlast&SHOW DEFAULTS=0on&SHOW DEF
AULTS=on&BLAST SPEC=0OGP 9606 9558.
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I] Identification de nouveaux biomarqueurs
d’auto-immunité : une premiére approche
conventionnelle.

1) La désamination enzymatique : processus physiologique

La citrullination (déimination ou encore désamination) est un processus
enzymatique transformant un résidu acide (arginine) en résidu neutre
(citrulline). Ce processus est physiologique et intervient pour de nombreuses
fonctions cellulaires. Par exemple, au niveau cutané, la citrullination
participe au processus de « cornification » des kératinocytes par le biais de la
protéolyse et la génération de nouvelles liaisons intermoléculaires. Pour le
systeme nerveux central, la citrullination est associée a la maturation de la
myéline mais aussi a I'organisation des couches de myéline pour faciliter la
transmission de l'influx nerveux. Au niveau cellulaire lui-méme, la
citrullination participe au controle d’événements transcriptionnels (effets sur
les histones), mais aussi au catabolisme des protéines (transformation des
AAs en urée). Ce ne sont pas les mémes enzymes qui catalysent la
citrullination intra protéique et la transformation d’AAs libres en citrulline
puis en urée. Le processus de citrullination des protéines est contrélé par
I'activité de peptidyl-arginine-deiminases (PAD) dont le fonctionnement
requiert de hautes concentrations de calcium intracellulaire. Ces conditions
de concentrations calciques sont observées au cours de l'activation et la
différenciation cellulaire mais aussi lors de l'apoptose et de la nécrose des
cellules (Quirke et al. 2011). On décrit cinq isoformes de PAD (Chavanas et al.
2004), dont lI'isoforme PAD-4, principalement exprimées dans les cellules
inflammatoires telles que les macrophages ou les polynucléaires
neutrophiles (Chang et al. 2005). L'activité PAD est également retrouvée
chez un pathogéne Porphyromonas gingivalis, responsable de périodontites
chez I'homme. Un lien potentiel entre la PR et ce pathogene est
actuellement exploré (Detert et al. 2010; Berthelot et Le Goff 2010; de Smit
et al. 2011; Routsias et al. 2011; Farquharson et al. 2012).

2) Citrullination et polyarthrite rhumatoide

Dés 1964, était rapportée la présence d'Ac dirigés contre des structures
intracellulaires périnucléaires des cellules de la muqueuse jugale. Ils ont été
dénommés Ac anti-facteurs périnucléaires (FPN). Vingt ans plus tard étaient
également décrites des spécificités d'Ac dirigées contre des structures
tissulaires de I'cesophage de rat au niveau de la couche kératohyaline de
I’épiderme pluristratifié de cet organe. Ces Ac ont été appelés Ac anti-
kératine (AKA). La découverte de ces deux spécificités a conduit a la mise au
point de tests diagnostiques (dont certains commercialisés, les AKA), basés




sur I'immunofluorescence indirecte, avec des performances globalement
médiocres, notamment en termes de sensibilité (~30-50 %). Ces tests
présentaient toutefois une spécificité bien supérieure (> 90 %) a celle des
dosages des facteurs rhumatoides (FR), de sorte que la prescription de cette
sérologie est pendant longtemps restée complémentaire de celle des FR.
C’est au milieu des années 1990 que la cible de ces Ac (FPN et AKA) était
précisée avec l'identification des Ac anti-filagrine (Girbal et al. 1993). En
1998, I'’équipe de W. van Venrooij rapportait I'importance de la citrullination
de certains motifs épitopiques de la filagrine dans I'interaction spécifique des
Ac présents chez les malades souffrant de PR (Schellekens et al. 1998). A
partir des années 2000, a la demande du Professeur René Marc Flipo du
service de Rhumatologie du CHRU de Lille, nous avons mis en place un test
immuno-enzymatique évaluant la réponse Ac vis-a-vis d’épitopes citrullinés
et non citrullinés dans les sérums des patients souffrant de PR mais
également d'autres connectivites (Sjogren, LES...). Cette approche nous a
permis de positionner les performances des différents tests disponibles dans
le cadre de la sérologie rhumatoide et d’encourager les prescripteurs a
abandonner les tests utilisant les approches d’IFl (Ac anti-kératine ou anti-
facteur périnucléaires). Cf. Article 1.

3) Citrullination et sclérose en plaques

La modification structurale d'un antigéne peut perturber les mécanismes
de reconnaissance par le systeme immunitaire, permettant a cette molécule
d'acquérir ou de perdre un statut d'immuno-dominance. Dans les maladies
auto-immunes, plusieurs équipes ont rapporté que des modifications post-
traductionnelles d'antigénes jusqu'alors tolérés, pouvaient conduire a un
processus pathogéne. Ces observations ont été documentées dans la PR
(Schellekens et al. 1998) mais aussi dans la maladie cceliaque (Dieterich et al.
1997). D'autres substrats moléculaires que ceux décrits dans la PR peuvent
subir le processus de citrullination physiologique, et notamment la protéine
basique majeure (MBP) de la myéline, décrite comme principale cible des
processus auto-immuns dans la SEP. La MBP citrullinée (MBP-C8) est un
composé naturel qui participe a la myélinogenése (D. D. Wood et Moscarello
1989). Elle constitue toutefois un produit immature qui prédomine dans les
Iésions inflammatoires de la SEP (Boggs et al. 1999). Cet isomére semble
capable d'induire des lésions d'encéphalomyélite auto-immune chez I'animal
(Cao et al. 1999). Dans une forme clinique de la SEP (Marburg),
particulierement évolutive, la MBP-C8 constitue I'isomere prédominant de
cette protéine au sein de la myéline, avec 18 des 19 résidus arginyl,
citrullinés (Wood et al. 1996). Enfin, il a été montré une réactivité
lymphocytaire T vis-a-vis de certains épitopes de la MBP-C8, chez I'Homme
(Tranquill et al. 2000). Nous avons proposé d’analyser la réponse humorale
dirigée contre des peptides de la MBP, avant et aprés citrullination, dans le
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sérum et le LCR de patients atteints de SEP et d'autres pathologies
démyélinisantes. Le choix des peptides a été guidé par : l'antigénicité
potentielle des épitopes, leur caractere encéphalitogéne chez I'animal, la
citrullination physiologique de ces épitopes in vivo. Nous avons montré que
la citrullination de certains épitopes de la MBP conduisait a une modification
significative de la réactivité des anticorps du LCR et du sérum dans les
populations de patients étudiées. Cf. article 2.
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EXTENDED REPORT

Evaluation of anti-citrullinated filaggrin anfibodies as
hallmarks for the diagnosis of rheumatic diseases

i, E Solou-Gervais, D Lefranc, L , ) Shilia, ) Goetz, V Dutoit, A-L Fauchais,
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Bodground Ansi-flaggrin arfibodies (AFA] are among the most acific anfibodies for rheunaioid
mﬁmwﬂjmhhr%ﬁmﬂhmdﬂdmnﬁhﬂlﬁgﬂﬁgﬂnlﬂ#mh
desmcind by indirect immunofuorescance {arti dsrafin amsinadies, AFA| or by nee anzyma immunogssays
[BlA). Thair companafie parkonmance neads fo be essoblished.

Objedive: To compare thess echnicd procedunes #o opimiss the serdogical diognasis of rheumaioid
arfhiis.

Methods: Resds obinined wsing AKA and BA were compored in 271 sera fom 140 pafients with

S and of el e rheumoioid orfvifis of wariows sioges, 78 pofients with ofher ouloimmune diseases, and 33 healthy

oty afiliotive jocts. ELA were sucmssivaly unde rioken with citnllinoted lineor fibggrin pepfide fhoma made BA] or
citnulinaded papfide (CCF2, ial ki), # id focior [RF) wos ossessed by BA in ol

Comapordene b peofionis.

hﬁﬂﬂlmﬂlﬂl‘_ hhmﬂumhhrmiﬁmd:pﬁﬂﬂmﬂmmlmh

mi 140 with rf id arfhrifis, fhose with wary recnt diseose fless thon six monfs’ durafion

&:Eﬁ“ m n-ﬂ]url:llﬁdmn:qnt-m I his group, hmiﬂr&nﬁﬂ:ﬂlﬁ:ﬁuﬂdh
ﬁlﬁ = 5%, Meverthaless this assoy remoinad the most oouroie when com pored with AKA, or home made BA
Cadsc, Free ek using linear Hlaggrin papfides. Tha cambinafion of aré-CCP2 and RF anly dighly increased #he sansiinity
Conchsions Kits using gyclic papfides 0P were more suiioble thon either AKA or BA
e S T uﬁghlﬂnmipqi:hhhmk&nhﬁmﬂh.

eent papers have highlighted the sarly ireatment of

theumatoid arthritis with disesse modifying antirheu-

matic drugs (DMARD) in. Several independent studies
have shown that =ven a brief delsy in starting DIMARD
treatment can have a significant impact on disease activity
years later. * However, these findings hawve shifted the
medical problem from “how o treat™ to *“how o male an
early diagnesis of rhenmotoid arthr s,

The diagnosis of rheumatoid arthritis is cumently based on
American College of Bheuma tology { ACR | criteria However,
these criteris were established in 2 population of patients
selected on the bass of their disesss status, with a view o
classifying different forms of the disesse rather tham different
ways of disgnesing it. New criteria are emerging for the
detection of very early rheumatoid arthrits (less than =x
manths in duration). A recent study has demonstrated the
value of hinlogical markers by 1wing dizgnostic models of
enive arthritiz? Markers such as rhevmainid facior (RF)
and anti-cydic dimullinated (filaggring peptide amtibodies
(ant-0CF antibodies) were selected from among five other
criteria.  Persiskence of dismse asociaied with enosive
arthritis was partoularly associzied with the presence of
anti-C P antibodies.

Anti-filaggrin antibodies are a sub=st of 2 large pamel of
antihodies, previously @lled ant-perinuclear factor (AFF)
when detsced in buccal muoosal cells, or 2t -leratin
antibodies (AKA) when detecied in epithelisl el of the
siratum amewn of rat oesophagos. AKA and AFFhave been
shown to remgniss both a 3740 klm protein amd three
o ofila ggrin relsted proteins extracted fom human epidenmis
ar rat ossophagis® I humans, this protein has been
identified 25 a newralacidic isoform of filaggrin that may

be mvalved in the aggregation of cytokeratin intermedizie
filsments. Recent data have shown that citullination of
cpitopes was emential o detet antibodies rdated to
rhaumataid arthritic’” Morsover, antibadiss to citrullinatsd
pepiides appear to be highly spedfic hallmarks of the
disease ™ In sddition, they are assodated with the more
active and severe forms of rheumatoid arthritis * The immune
response to d trullinaied epdtopes is believed to be imvahed in
the pathophy=alogy of rhenmainid arthriti= Very recent data
have shown that the dimllination of peptides culd enhame
the stahbility of the HLA-DRBI*0M0] MHC dass [T peptide
complex, and therefre could enhance the presentation of
citrul linated epitopes to the Tmmme sy stem. ="

For the detedtion of these specific antibodies, various
technical procedures have been wsed . Imrmmmaf] vorescenos
methods,* western hlotting' and enmyme immunoesyps' ™
have been used with varying degrees of sensithvity amd
specificity. A& mew ion of commencial ereyme imm-
noxsay {EIA) ki (CCP2) using a cpclic peptide that iz not
derivedl from filaggrin & now awvailhle for rheumatoid
arthritis dia gnesis.

Our aim in this sdy was to esthblish the nelative
performane of several anti-citullinated peptide antibody
detection methods in order o optimise the dizgnosis of
rhenmatoid arthritis. We evaluated 271 sera to compare both
the sensitivity and spedficity of AKA, anti-linear citrullinated
lineear filsggrin peptide antbodies," and anti -OCP2 antihadies.
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IgG reactivity aganst citrullinated myelin basic protein in
multiple sclerosis
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Abstract

mmm&m&mmmmmhﬁmmmuMﬁmﬂmm@m
However, the mwvolvement of the mmme response to madified MBP in the pathophysiology of MS remams
speculative. The aim of this study was to compare the levels of immmoglobulin G antibadies to several MBP épitopes, before and after
citmullination, in the cerebrospinal finid (C5SF) and sera of M5 patients using enzyme-linked immmosarbent assay (ELISA). We analyzed
antibady reactivity against varions MBP-peptides in the CSF and sera of 50 MS patients, and 30 patients with other neurolozical diseases
(OND) as comyols. The peptides tested were: MBP,, ., (peptide 1), native (peptide 1) and citrullinated (peptide 3) MEP.; ...
(ARG, — Cit,;, ), and native (peptide 4) and citmilinated (peptide 5) MER,., 1an, 17 —* Cillyag 5p). All selected peptides
cmldmppuummmmmﬂﬁmdmdlﬁnﬂﬂlﬂpmm A higher reactivity against peptide 4 was found in the C5F
of M5 patients compared with OND patients (P < 0.0001), but mot against citrollinated peptides (peptides 3 and 5). However, we
observed that the citmllination state of peptide 2 modified the patterns of mmune reactivity more markedly in M5 patients (P < 0.0001)
than in OND patients (P < 0.02). Althooph some MEP epitopes could be a potential tarpet in M5, our data did not demonstrate amy
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difference of antibody response to MBP peptides m thewr citrllinated forms. £ 2001 Elsevier Science BV, All nphis reserved.

Kpwords: Mubipla selarovs; CSF: Myalin basic pressis Citrnllimatise: Amtoantibody mactivity

1. Imirodumction

In omitiple sclerosis (MS), inflammatory lesions could
be linked mainly to an aggressive immmme reaction to
several myelin antizens (Reindl et al, 1999). The strong
encephalitogenic property of myelin hasic protein (MBE),
together with the in vivo and in vitro reactivity of specific
CD4* T cells, makes MBP a likely candidate as a poten-
tial target antipen in pathopenic processes. It has recently
been reported that, among the specific T cells, the emer-
zence of particularty naive CD45RA T cell subsets, differ-
inz with respect to epitope specificity and fimctionsl anti-
gen awvidity, could explain the pathological process
demryelinating diseases (Muraro et al., 2000). Nevertheless,
the presence of myelin reactive T cells is also detected in

" Comwponding asthor. Clinigne Meurologiqua, Hbpital B Salangre,
CHEU da Lille, 79037 Lilla Codax, Framca.
E-man! address jdesaraiGchme-iille fr (1. do See).

healthy individuals (Jingwm et a1, 1997). Likewice, ciroo-
lating amioantibodies agminst MBP peptides, such as
MEP,, ,,.. have been detected in normal serum (natoral
auteantbodies) (Tankovic and Dferdjfjevic, 1991). Ant-
boddies with specificity for self antizens are controlled by
idiotypic interactions in semum  Slight modifications of
target self anfizens could expose neo-epitopes to the im-
e system, change the petwork repulation of suboreac-
tivity, and might support specific immume reactivity asso-
ciated with pathologic conditions (Hurez et al, 1907;
Tuohy et al., 1999).

MBP accounts for approximately 35% of central ner-
been described (Roth et al, 1087). Furthermore, various
tioms, such as phosphorylation, deamidation and dtrullina-
tion, hawve been described (Detbler ef al | 1975; Chou et al |
1976; Wood and Moscarello, 1989). Tt has also been
reported that the chronic inflammatory process itself could

C1E3-5728,/01 /8 - seo Front matter €32001 Elssviar Science BV, All rights roserved.
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4) Synthese de ces travaux et discussion des articles let 2

Dans les deux études que nous avons menées, nous avons pu confirmer
I'impact de modifications post traductionnelles sur le statut
d’'immunoréactivité de certains auto-antigenes. Dans le cadre des
connectivites et pour I'épitope 306-324 de la filagrine (« cfc6 »), il apparait
qgue des patients souffrant de PR, mais aussi certains patients souffrant de
lupus ou de syndrome de Sjogren, présentent une réactivité 1gG plus
importante que celle observée chez 99 % des sujets sains, c'est-a-dire par
rapport au seuil défini pour la méthode. Toutefois, c’est uniqguement dans le
cadre de la PR que la citrullination de cet épitope lui confére un statut de
cible de réactivité discriminante pour 50 a 70 % des patients. Chez les
patients souffrant de lupus ou de Sjogren et présentant une réactivité
anticorps vis-a-vis de cet épitope « cfc6 », la citrullination ne modifie en rien
la réactivité des sérums, c'est-a-dire qu’elle ne s’accompagne d’aucun gain
ou perte de réactivité. La réactivité Ac observée chez ces patients semble
donc indépendante de I'état de citrullination de cet épitope. On peut
supposer que chez les patients lupiques ou souffrant d’un syndrome de
Sjogren, la reconnaissance « fine » de I'épitope par les Ac se fait a distance
de celui (ou ceux) comprenant le(s) motif(s) arginine ou citrulline.
L’acquisition d’une réactivité Ac dirigée contre I'épitope cfc6 n’est donc un
phénomene spécifiqguement lié a la citrullination que dans la PR. Dans
I"'approche développée au laboratoire, c’est I'estimation du différentiel de
réactivité (réactivité vis-a-vis de I'épitope citrulliné dont on « soustrait » la
réactivité vis-a-vis de I'épitope non citrulliné) qui permet de distinguer la
cohorte de patients souffrant de PR par rapport a celle des autres
connectivites. Cette approche n’est pas simple a mettre en ceuvre et a été
rapidement supplantée par I'utilisation plus aisée des tests commercialisés
dits de deuxiéme génération (Ac anti-CCP2) proposant d’évaluer la réactivité
vis-a-vis d’un seul épitope citrulliné et dont la conformation cyclique expose
spécifiquement le site d’interaction épitopique aux Ac spécifiques présents
chez les patients souffrant de PR.

Dans les pathologies inflammatoires démyélinisantes, comme la SEP, la
citrullination de la MBP a été associée au processus de régénération de la
myéline. L'isomére C8 de la MBP constitue la forme la plus citrullinée de
cette protéine. Il a été rapporté différentes réactivités immunitaires dirigées
contre cette protéine, dont une particuliére ciblant le motif 151-170,
citrulliné, de la MBP (Tranquill et al. 2000). Contrairement aux travaux
publiés dans la littérature, nous rapportons dans le travail que nous avons
mené (article 2), que la réactivité des Ac vis-a-vis du motif 151-170 de la MBP
semble indépendante de son état de citrullination (comme ce que nous
observions chez les patients lupiques vis-a-vis de I'épitope cfc6 de la
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filagrine). En revanche, nous avons constaté que la citrullination pouvait
aussi conduire a masquer des épitopes immunodominants au cours de S
certains processus pathologiques, puisque nous avons observé que des <
patients souffrant de SEP présentaient une réactivité significativement plus
importante vis-a-vis de |'épitope 108-126 de la MBP quand il était exposé
sous sa forme non citrullinée par rapport a la situation ou il était citrulliné.

Les sérums de patients souffrant de SEP présentaient dans cette étude moins

de réactivité « IgG » (a la fois dans le sérum et dans le LCS) vis-a-vis de cet
épitope citrulliné que les sujets souffrant d'autres pathologies neurologiques
inflammatoires, suggérant que dans la SEP, cet épitope pourrait ne plus étre
suffisamment exposé pour entretenir I'immunculus spécifique de cette
molécule MBP.

De facon générale, ces travaux nous ont amené a 2 conclusions. Il est
certes possible d’analyser le retentissement spécifique de modifications post
traductionnelles de certains épitopes sur le répertoire de patients souffrant
de MAI, mais cette approche n’est pas facilement transposable d’une
maladie a I'autre. Notamment dans la SEP, le processus de citrullination ne
produit pas d’épitopes spécifiquement reconnus par les patients par rapport
aux autres pathologies inflammatoires démyélinisantes. Plus encore, méme
pour la PR alors que le processus de citrullination génere des épitopes
spécifiguement reconnus par les patients, la sensibilité de la démarche ne
dépasse pas 70 % alors que la maladie est installée, et au mieux 50 % lors la
premiére année d’évolution de la maladie (Dubucquoi et al. 2004; Avouac et
al. 2006).

I1] Identification de nouveaux biomarqueurs de
I’auto-immunité : une nouvelle approche sans a
priori.

1) L’analyse sans « a priori » du répertoire autoréactif permet-elle de
révéler la signature d’un processus pathologique ?

Dans la SEP, les protéines impliquées dans la constitution de la myéline
ou les produits générés par la réaction gliale qui siege dans le tissu nerveux
sont décrits comme les principales cibles d’'une réponse immunitaire
inappropriée. Que les études se rapportent au répertoire T ou au répertoire
B, aucune n’a permis de distinguer clairement une réponse immunitaire
spécifique de la SEP par rapport a celle observée chez des patients souffrant
d'autres pathologies inflammatoires démyélinisantes voire de la réponse
physiologique observée chez le sujet sain (Brokstad et al. 1994; Reindl et al.




1999). L'analyse sans a priori du répertoire T est d’interprétation délicate
(Tuohy et al. 1997; Tuohy et al. 1999). Nous avons fait le choix d’analyser le
répertoire des lymphocytes B autoréactifs avec I'analyse des Ac sériques
dans les pathologies auto-immunes avec atteinte du systéme nerveux
central. Des travaux ont rapporté, des la fin des années 1990, des variations
séquentielles des réactivités lymphocytaires T qui ciblaient la molécule
protéine lipo-protéique (PLP) de la myéline au cours de I'EAE et chez un
groupe d’individus souffrant de SEP (Tuohy et al. 1997). lls ont montré des
modifications de ce répertoire sur une durée relativement courte mais ne
retrouvaient pas de schéma commun d’évolution des profils de réactivités
chez les différents individus (ou animaux) du groupe malade (Tuohy et al.
1997; Tuohy et al. 1999). Toutes les spécificités des récepteurs T variaient
d’un individu a l'autre. Si ces résultats étaient interprétés comme liés au
phénomene d’extension épitopique (epitope spreading), ils montraient qu’a
I’échelle de la seule molécule PLP, et sur une durée relativement restreinte,
ce phénomene restait sous la dépendance de la singularité de réponse
immunitaire propre a l'individu, et ne suivait pas un schéma bien défini,
commun a différents individus qui pourtant souffraient de la méme
pathologie. Des travaux ont toutefois montré qu'il est possible de décrire un
profil homogéne de reconnaissance immunitaire composé d'anticorps
naturels dirigés contre différents auto-antigenes, dans le sérum de sujets
sains (Lacroix-Desmazes et al. 1995; Mouthon et al. 1995). D'autres études
ont également montré qu’il est possible de distinguer des sujets atteints de
différentes maladies auto-immunes par la révélation de profils de réactivité
qui se distinguent de ceux observés chez les sujets sains (Sharshar et al.
1998; Stahl et al. 2000b). Ces travaux suggérent que I'immunculus composé
de I'ensemble des réactivités Ac qu’héberge un individu est susceptible de se
modifier de facon durable (et mesurable) en fonction des conditions
pathologiques auxquelles I'individu est exposé et surtout en fonction des
modifications d’expression antigénique générées par cet état pathologique.

2) Analyse globale des profils de réactivités sériques chez des patients
souffrant de pathologies neurologiques centrales & composante auto-
immune : Sclérose en plaques, neurolupus, neuro-Sjégren.

Nous avons analysé les réactivités des Ac sériques dans trois situations
pathologiques chroniques associées a des manifestations neurologiques
centrales de type inflammatoire : la sclérose en plaques (SEP), le neurolupus
(NL), le syndrome de Sjogren avec atteinte centrale (neuro-Sjogren, NGS).
Dans le cadre de la SEP, des patients souffrant des trois formes évolutives
(rémittente, secondairement progressive, progressive primaire) ont pu étre
étudiés. Dans le cadre du neurolupus, les profils de réactivité des IgG
sériques ont été comparés a ceux obtenus chez les patients souffrant de
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lupus sans atteinte neurologique centrale. Pour appréhender le
retentissement sur le répertoire des Ac de I'individu, il semblait nécessaire
d’utiliser une démarche d’analyse plus large que celle ciblant des réactivités
particuliéres (« a l'unité »). Nous avons proposé, d’utiliser une approche
d’'immuno-empreinte a partir de tissu cérébral sain mais aussi de tissus
nerveux issus de sujets souffrant de SEP, pour comparer les profils de
réactivités des différents groupes de sujets. Cf. articles 3 (SEP) et 5 (NL).
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Article 3

The Jommal of Enmsaology

Distortion of the Self-Reactive IgG Antibody Repertoire in
Multiple Sclerosis as a New Diagnostic Tool®

Didier Lefranc,™ Lionel Almeras,* Sylvain Duvbucguool,* Jérime de Seze,*F
Patrick Vermersch,’ and Lionel Prin*

To date, none of the myelin-aociated Ag targets defimitively diserims E the i resp observed in moltiple
a5 natoral svioamtibody resctivities can belp to distingpich betwern normal individeals snd patients fering from verioos
ME patients and 17 bealthy sobj The ly=ic of the @ profile wus performed by Western blotting, and dats were
spbjected to linesr diseriminant analydc. Particolar patternc of IgG resetivity were foond in bealthy sobjects, Sjogren patients,
and ME patients. Moreover, this spproach separated the three climieal formes of M5 with 2 bigh concordanee rate with the chinical
data () valoe, T7.8%). Our stody soggests, for the first time, that sexom IgG Ab repertoires are able to distingmih M5 patient-.,
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New antigenic candidates in multiple sclerosis:
Identification by serological proteome analysis
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Myelin antigen tamgets that are clearly associated with pathogenic events in multiple sclemsis
(ML 5.) patients remain to be defined. We recently demonstrated thet the analysis of global IgG
antibody responss against human brain antigens using one-dimensional (1-0) immunobdot-
ting. allowed us to discriminate M 5. petients from controls (both healthy subjects and
patients with Sjogren’'s syndrome). Additionally, this approach also differentisted the three
clinical forms of M5 Indeed, 42 brain antigenic bands (26 from healthy brain and 16 from
theM.5 brain) showed the discriminant Ig& immune responses. The aim of our study was to
characterize the 26 discriminant antigenic bands detected in healthy brain. Protein identifica-
tion wes successively performed by 1-D and two-dimensional {2-0) immunoblottings using
sera from 18 M5, patients, followed by mass spectrometry (MS) analysis and a database
saarch. One hundred and two entigenic spots were then detected on 2-D immunoblots, with
M_.5 sera against healthy brains. Secty-four spots were successfully matched with 2-D Coo-
massie brilant blue stained gels, which were further salacted for MS analysis and annotated
leading to the identification of 14 of the 26 discriminant antigens. Thus, serological proteome
analysis may provide a useful tool for the identification of potentially new M5 -associated

antigens, whose relevance io physiopathological events remains to be defined.

Kaywors: Antigens, IMmunobioting / Mutipls Sciemsis / Two-dimensional gel elactmphoresis

1 Introduction

Muitiple sclerosis (M_5.) is a chronic inflammat ory disease
that leads fo selective demyelination and varying degrees.
of axonal loss in the cantral nervous system (CHNS). During
the past two decades, ML5. has langely been considersd
as a T-cell-medigted disease [1]. Thus, experimental
of M5, can be pessively transferred by myslinreactive
T-cells [2]. However, it is now recognized that antibody-
dependent immune mechaniems are also imohed in the

Comespondence: Dt Lioned Prin, Department of immunciogy,
PFasearch Canter-Medicing school, FE93045 Lille Cadex, Franca

Abbrevigtions: CMS, central nervous system; CSF cerebro-
spinal fluid; GAPDH, piycarakdehyde 2 dedtydrogen-
&5a; GRAP, glial fiorillary acidic protsing MEBF, mysin basic pro-
Eein; Al 5., mulliple sciemosis; PP, primary progressive; AR, emit-
ting-relapsing, SERPA, serlogical profeome ansiysis; SP
EECONOAry Progessie
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formation of M.5. lesions [3-6]. Mumerous studies have
reported the recognition of CNS myelin auioantigens.
(myelin basic protein (MBP), proteclipid lipoprotein, mye-
lin oligodendmcyte ghycoprotein) [7-9] by autcantibodies
present in sera collected from M_S. patients, and haaltiy
subjects [10, 11]. Uniil now, information conceming the
imnvolvement of specific antigens in pathogenic processes
in M5 has been scama Additionally, the maolecular
mechanisms involved in myelin dameage remain unclear
[12, 13]. Thus, the identification of specific antigenic tar-
geis in M 5. is a crucial step towards understanding the
pathological mechaniem and developing usseful diagnos-
tic and therapeutic tools.

In a previous study [14], we compared, by 1-D immuno-
(healthy subjects and patients with Sjogren's syndrome)
and M_5. patients againat a broad range of human brain
homogenates (healthy and M.S. brains). Linear discrimi-

* Current addre=s; MICH FRE 25623 CNRS, Medacing Linkersity
La Timone, 122346 Marssille, Francs
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Characterization of Discriminant Human Brain Antigenic
Targets in Neuropsychiatric Systemic Lupus Erythematosus
Using an Immunoproteomic Approach

Didier Lefranc,' David Launay,? Sylvain Dubucquoi,! Jéréme de Seze,” Patricia Dussart,!
Marie Vermersch,! Eric Hachulla,* Pierre-Yves Hatron ? Patrick Vermersch,®
Luc Mouthon,” and Lionel Prin’

(bjective. To characterize discriminant human
brain antigenic targets in patients with neuropsychiat-
ric systemic lupus erythematosus (NPSLE), wsing a
stand ardized immunoprotesmic approach.

Methods. Self-lg(z reactivity against normal and
injured human brain tissues was studied by Western
blotting of sera from 169 subjects, 16 patients with

NPSLE, 12 patients with SLE without neuropsychiatric
manifestations (non-NPSLE), 32 patients with Sjo-
gren's syndrome with or without ceniral mervons in-
volvement, 82 patients with multiple sclerosis, and 27
healthy subjects. A proteomic approach was them ap-
plied to characterize discriminant antigens identified
after comparisons of all patterns.
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Results. The serum self-Iglc reactivity patterns
against human brain tissue differed significantly be-
tween patients with NPSLE and the comtrol groups
Four normal brain antigenic bands were specifically or
preferentially recognized by sera from NPSLE patients
(p240, p™, p77, and p24). Protein band pl4d was
characterized as microtobule-associated protein 2B
(MAP-2B), p77 as HspT0-71, and p24 as triosephos-
phate isomerase. Protein band p™ was not character-
ized. In contrast, 1 other protein band (p56, character-
ized as septin 7) was never recognized by sera from
NPSLE patients but was recognized by a majority of
sera from non-NPSLE patients.

Conclusion. Our findings show that the immuono-
protecmic approach is a reliable method for assessing
serum self-Igl: reactivities against human brain tissme
in NPSLE. Our characterization of some of the identi-
fied discriminant antigens, such a5 MAP-IB, triose-
phosphate isomerase, and septin 7, suggesis that the
stability of neuronal microtubules might be imvolved in
the pathophysiology of NPSLE.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chromic
autoimmune disease characterized by multisystemic
manifestations. Central nervous system (CNS) imvolve-
ment has been reported to ocour in 6-95% of SLE
patients, depending on the criteria applied (1.2), but the
exact prevalence is probably between 6% and 12% (3).
The features of neuropsychiatric SLE (NPSLE) are
extremely diverse and include neurologic and psychiatric
syndromes (4). The diagnosis of NPSLE is difficult and
remains a challenge because the drugs uwsed for the
management of SLE, infections, or other mon-SLE-
related pathologic conditions may be responsible for the
neuropsychiatric manifestations and have to be exdoded
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3) Synthése des résultats obtenus et discussion des articles 3,4 et 5

L'analyse que nous avons menée montre qu’il est possible d’observer
des profils de réactivité des Ac sériques différents selon I'origine du tissu,
méme chez les sujets sains. Ainsi les extraits protéiques de tissus cérébraux
sont la cible d’une réactivité des IgG sériques plus riche que celle observée
sur le muscle par exemple. Par ailleurs, nous avons observé que les profils de
réactivité des Ac étaient différents selon que le substrat testé était le tissu
cérébral lésé ou le tissu sain. Comme cette observation a également été faite
chez les sujets sains, ces résultats suggérent que des réactivités du répertoire
autoréactif physiologique peuvent étre dirigées a la fois contre des antigenes
du tissu cérébral sain mais aussi contre du tissu cérébral altéré (role des
modifications post traductionnelles, des processus lésionnels ?). Nous avons
également observé que les profils de réactivité des sujets sains (comme ceux
des malades) étaient plus riches sur le tissu sain. Le répertoire des antigenes
exprimés au sein des tissus lésés serait donc plus restreint. Toutes ces
premieres observations ont fait I'objet de discussions dans les articles
publiés, en préalable aux interprétations plus détaillées concernant les
modifications des profils. En effet, notre travail a particulierement illustré le
fait qu’il existe des différences interindividuelles de profil de réactivités Ac
chez les individus, quel que soit le groupe étudié. Il a surtout montré qu'il
existe des similitudes de réactivités au sein des groupes d’individus malades
ou non, et méme selon les pathologies (« SEP /NGS/ NL »). Analysées
individuellement, certaines réactivités se distribuent de facon
significativement différente. On note toutefois qu’il s’agit le plus souvent
d’une expression en « plus ou moins fréguemment observée » et non en
« tout ou rien ». La valeur prédictive diagnostique de ces premiéres analyses
reste trés modeste. L'association de |’analyse linéaire discriminante (LDA) au
recensement des différentes réactivités a apporté des données utiles
d’interprétations complémentaires. Cette analyse statistique a montré que
c’est la combinaison des réactivités qui permet de caractériser au mieux un
groupe d’individus par le biais des différentes spécificités d'Ac qu’ils
expriment. Ainsi, un groupe présentant une pathologie particuliére ne se
distingue pas des autres par une réactivité originale qui ne réagirait qu’avec
un unique antigéne mais bien par un ensemble de réactivités, c'est-a-dire
une modification plus globale de I'immunculus. Cet immunculus regrouperait
des spécificités propres a l'individu (réactivités « privées »), des réactivités
partagées par les sujets sains (« réactivités publiques physiologiques ») mais
aussi des réactivités publiques partagées par des individus souffrant de la
méme maladie (« réactivités publiques pathologiques »). Ce sont ces

137



« réactivités publiques » que la LDA met en valeur. Dans la comparaison SEP-
NGS et sujets sains, 162 bandes de réactivité ont été repérées par immuno-
empreinte monodimensionnelle sur I'extrait protéique issu d’un cerveau
sain, et 79 sur le cerveau issu d’un sujet souffrant de SEP. A partir de 16
réactivités particulieres (9 sur le tissu sain et 7 sur le tissu pathologique),
identifiées par la LDA, les performances diagnostiques de cette approche ont
pu étre évaluées a plus de 95 % de sensibilité et prés de 89 % de spécificité
quand il s’agissait de distinguer les profils de réactivités de patients souffrant
de SEP et ceux de sujets sains. Elles atteignaient 100 % de sensibilité et de
spécificité quand il s’agissait de distinguer les patients souffrant de
neurosjogren (NGS) des sujets sains ou souffrant de SEP. La LDA présente
également I'avantage de classer les réactivités. Elle a ainsi montré qu’il était
possible d’identifier des réactivités associées au statut « malade » des
individus (qu’ils souffrent de SEP ou de NGS) par rapport aux sujets sains. Les
sujets sains ne présentaient pas ces réactivités, mais d'autres qui leur sont
propres (réactivités publiques physiologiques). Ces derniéres ne sont plus
observées (ou moins fréquemment) chez les sujets atteints de neuropathies
inflammatoires. Les sujets souffrant de neuropathies expriment un groupe
de réactivités qui suggerent une relation entre réactivités Ac et agression
tissulaire. Outre la classification « sain » ou « malade », la LDA montre donc
une classification en fonction de la pathologie: distinguant « SEP » et
« NGS ». Cette démarche « pas a pas » décrite dans le paragraphe consacré a
la méthodologie suggere I'interdépendance des réactivités entre elles. Ainsi,
cette démarche appliquée aux patients souffrant de différentes formes
cliniques de SEP, a permis d’observer, pour la premiere fois, des marqueurs
sériques caractéristiques de ces formes cliniques. La LDA, par les profils
qgu’elle a identifié a partir de 29 réactivités singuliéres, permet d’associer des
combinaisons discriminantes de réactivités associées a 89 % des sujets
souffrant de forme rémittente, 86 % des formes secondairement
progressives, et 90 % des formes progressives primaires de la maladie.
On notera enfin que si I'analyse a porté sur des groupes « homogenes » de
patients qui présentaient des formes cliniques particuliéres de la SEP, ces
patients étaient analysés a des ages différents de la maladie (début de la
maladie plus ou moins distant du prélevement effectué pour I'analyse).
Malgré cette relative hétérogénéité liée a I'histoire de la maladie, il semble
donc possible d’identifier une signature spécifique des formes cliniques,
traduisant une relative stabilité des profils associés au statut pathologique.
Dans le NL (article 5), la méme démarche « pas a pas » illustre que les
patients souffrant d’'une atteinte cérébrale ne présentent pas le méme profil
de réactivités d’lgG sériques que des patients qui n’en souffrent pas. Avec
des performances qui atteignent une sensibilité proche de 97 % et spécificité
de prés de 95 % alors que cette entité clinique, rare, et parfois discutée,
reste de diagnostic délicat. Ces résultats sont donc superposables a ceux




obtenus pour la SEP puisqu’ils montrent que I'analyse du répertoire
permettrait de distinguer les formes cliniques d’un processus pathologique.
Cette étude montre également qu’il peut exister un sous groupe (ou « tronc
commun ») de réactivités partagées entre des patients souffrant de deux
pathologies distinctes, mais touchant toutes deux un organe précis, le
systeme nerveux central, en 'occurrence. L'analyse présentée dans |'article
(article 5) ne dit pas si les spécificités « partagées » des Ac sériques
observées chez les patients NL et NGS s’étendent également aux patients
souffrant de SEP.

La méthode d'analyse sans a priori par immuno-empreinte
monodimensionnelle (IEMD) des profils de réactivité a permis de cerner
certains antigenes du systéme nerveux central, comme cibles d’un profil de
réponse anticorps spécifique de pathologies. Ces résultats offrent des
perspectives intéressantes en termes de prise en charge des patients.
Toutefois I'absence de caractérisation des cibles antigéniques vis-a-vis
desquelles les réactivités spécifiques étaient observées, ne permet pas de
développer des outils diagnostiques. Il s’agit d’'un facteur limitant la
compréhension physiopathologique. Une approche protéomique a donc été
envisagée pour la caractérisation des cibles de réactivités discriminantes
avec le développement de techniques d'électrophorése bidimensionnelle et
de préléevement des spots d’intéréts pour |'analyse en spectrométrie de
masse (article 4). Des collaborations ont été engagées dans un premier
temps avec le Dr Gilbert BRIAND (Laboratoire de Spectroscopie de Masse,
P.P.F. de I'Université de Lille 2) puis secondairement avec la plateforme de
spectrométrie de masse du Laboratoire de physiopathologie de la barriere
hémato-encéphalique, E.A. 2465, IMPRT-IFR 114, Université d’Artois, LENS,
France (Roméo CECCELI). Dans I'article présenté (cf. article 4), I'analyse par
immunoprotéomique bidimensionnelle (IPBD) a été réalisée a partir de 26
réactivités discriminantes identifiées chez les individus de trois groupes :
sains, souffrant de SEP, et de NGS mais également des individus présentant
les trois formes cliniques de SEP (rémittente, secondairement progressive et
progressive primaire). A partir d’'un extrait de cerveau de sujet sain,
I’électrophorese bidimensionnelle a révélé plus de 800 « spots » protéiques.
Parmi ces spots, la réalisation conjointe de techniques d’'immuno-empreinte
2D a permis de repérer par superposition avec le gel de migration protéique,
21 protéines considérées comme cibles des réactivités discriminantes
observées lors de I'approche monodimensionnelle. L’analyse par
spectrométrie de masse en MALDI-TOF des protéines a permis de générer
des spectres de séquences peptidiques. Leur comparaison aux bases de
données Swissprot, propose des identifications pour les antigénes candidats.
Parmi les antigénes putatifs on peut citer : I'alpha énolase, des enzymes de
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glycosylation, des protéines du cytosquelette, des protéines du choc
thermique. Il s’agit majoritairement de protéines ubiquitaires.

Cette approche d’identification de nouvelles cibles de réactivités était
originale pour notre équipe. Dans un premier temps, nous avons été
confortés par nos résultats en constatant que d'autres équipes utilisant (ou
non) la méme méthodologie d’identification, repéraient les mémes cibles de
réactivités, notamment 'alpha-énolase. A titre d’exemple, la réactivité anti-
alpha-énolase a été retrouvée dans la PR (Saulot et al. 2002; A. Kinloch et al.
2005), la sclérodermie (Terrier et al. 2008; Terrier et al. 2010), les maladies
inflammatoires du tube digestif (Vermeulen et al. 2008; Vermeulen et al.
2011), d'autres connectivites (Pratesi et al. 2000), I'encéphalopathie associée
a la thyroidite de Hashimoto (Yoneda et al. 2007), et les hépatites auto-
immunes (Ballot et al. 2003).

Une analyse comparée des résultats obtenus par les approches
d’'immuno-empreinte mono- et bidimensionnelle ont toutefois révélées
certaines discordances. Cette observation suggére que les conditions
d’extraction et de migration protéique associées a I'lPBD ne permettent pas,
en fonction de la masse moléculaire et du point iso-électrique (pl) de repérer
toutes les protéines présentes dans un extrait protéique tissulaire. Ainsi, les
protéines de masse moléculaire supérieure a 130 ou inférieure a 20 kDa ne
se retrouvent pas dans le gel de séparation bidimensionnelle. Il en est de
méme pour les protéines de pl supérieur a 9, ou inférieur a 4. Parallelement,
il est apparu que les protéines faiblement représentées au sein du tissu
pouvaient ne pas atteindre le seuil nécessaire a leur détection aprés
coloration au bleu de Coomassie colloidal (BCC) pour lidentification par
MALDI-TOF. Dans ce travail (article 4), des approches visant a améliorer les
performances d’identification ont été proposées. Nous serons amenés a les
évoquer ultérieurement quand nous discuterons des limites qui se sont
révélées a I'usage de cette méthode.

Dans le cadre du NL (article 5), un des objectifs secondaires de notre
travail, a été d’évaluer la pertinence physiopathologique des antigenes cibles
de réactivités discriminantes. Les protéines Microtubule-Associated Protein
2B (MAP-2B), Heat shock protein (Hsp) 70-71, Septin 7, et triosephosphate
isomérase ont été identifiées comme les cibles des réactivités distinguant NL
et lupus sans atteinte neurologique. Sur ces 4 cibles potentielles, deux
étaient communes avec celles rapportés comme distinguant la SEP et les
autres pathologies ou les formes cliniques de SEP (Almeras et al. 2004). La
MAP-2 dont I'expression est restreinte aux neurones a été rapportée dans
d'autres travaux, comme cible associée aux NL (Williams et al. 2004). La
triosephosphate isomérase a également été rapportée comme cible associée
au NL (Sasajima et al. 2006). Sans mettre en doute les résultats des différents
travaux, lidentification répétée des mémes cibles de réactivités
discriminantes comme |’'alpha-énolase, la triosephosphate-isomérase, les
Heat-Shock-Proteins, les protéines du cytosquelette, quelle que soient les
pathologies auxquelles les équipes s’intéressent, nous aménent a nous
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interroger sur la pertinence des antigenes identifiés par cette méthode
couplant une approche d'immunoprotéomique et la spectrométrie de
masse, comme cibles de réactivités traduisant un processus pathologique
spécifique. Pour illustrer cette réflexion, nous rapportons quelques unes des
cibles identifiées dans différentes pathologies auto-immunes (tableau 9). Elle
nous amenera a discuter dans le chapitre suivant de la valeur et des limites
recherche et d’identification de

de cette méthode de nouveaux

biomarqueurs.

Maladie
(substrat)

Identification

Référence

SEP
(extrait de cerveau
humain)

EAE
(extrait de cerveau
souris)

Neurolupus  (extrait
de cerveau humain)

Neurolupus  (lignée
SKNSH)
DEVIC (extrait de

cerveau humain)

Polyarthrite
Rhumatoide
(fibroblaste)
Protéine
recombinante

- Aconitate hydratase, mitochondrial

- Actin, cytoplasmic 1 et 2

- Alpha enolase

- Aspartate aminotransferase. Mitochondrial

- CDC10 cell division cycle 10 homolog

- Creatine kinase f3 chain

- Dihydropyrimidinase related protein-2

- Fructose-bisphosphate aldolase A

- Fructose-bisphosphate aldolase C

- Glial fibrillary acidic protein, astrocyte (GFAP)
- Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
- Heat Shock Protein (60 kDa) mitochondrial

- Malate dehydrogenase. Cytoplasmic

- Neurofilament triplet L protein

- Phosphatidylethanolamine-binding protein

- Phosphoglycerate mutase 1

- Pyruvate kinase. M1 isozyme

- Triosephosphate isomerase

- Aconitase hydratase 2 mitochondrial
- Filament protein, alpha

- Internexin neuronal intermediate

- Malate dehydrogenase 1

- Phosphoglycerate mutase 1

- Pyruvate dehydrogenase brain specific
- MAP-2B

- Hsp70-71

- Triosephosphate isomerase

- Septin 7

- Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M (hnRNP M)
- Multifunctional protein ADE2
(Phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide

synthase)
- Phosphoglycerate kinase 1

- Triosephosphate isomerase

- Aconitate hydratase

- Dihydropyriminidase related protein 2 OS

- Neurofilament (haut, intermédiaire, bas)

- Phosphatidylethanolamine-binding protein
- Triosephosphate isomerase

- Annexin 11

- BIP

- Lamin A/C

- Alpha enolase

(Almeras et al. 2004)
(article 4)

(Zephir et al. 2006; El
Behi et al. 2007)
(article 7)

(Lefranc et al. 2007)
(article 5)

Notre laboratoire
(Launay et al. article
en préparation)

Notre laboratoire
(Zéphir et al. article
en préparation)

Notre laboratoire
(Dubucquoi et al.
article en
préparation)

(Saulot et al. 2002)
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APECED

Artérite giganto
cellulaire

Hypertension
artérielle pulmonaire

Sujets sains

- Aldose reductase Notre laboratoire
- Heat Shock cognate 71kDa Protein (article 9)
- Pancreatic regenerating protein 1 alpha

- Pancreatic triacylglycerol lipase
- Pancreatic a-amylase
- Peroxiredoxin-2

- Actin cytoplasmic 1 (Régent et al. 2011)
- Actin cytoplasmic 2

- ANKRD26-like family C member 1A

- Annexin A2

- Coatomer subunit

- Far upstream elementbinding protein 2

- Fumarate hydratase mitochondrial precursor

- Lamin A/C

- Mitochondrial import receptor subunit TOMMA40
homolog

- Nucleophosmin

- Protease regulatory subunit 8

- Protein disulphide-isomerase A3

- Putative heat shock protein HSP90, subunit a2

- T-complex protein 1, subunit 3

- UDP-glucose 6-dehydrogenase B

- Vinculin

- AGAT2 (Terrier et al. 2008)
- BRDT

- Calumenin

- DAP kinase

- G6PD

- Glutaminase

- HSP27

- HSP70

- Kelch-like ECH
- P61-YES

- PHF15

- PI3-kinase

- Tropomyosin
- Vimentin

- Actin (Servettaz et al. 2008)
- Alpha Enolase

- Glyceraldehyde-3-phosphate-deshydrogenase

- Prolyl-4-hydroxylase 3 subunit

- Vimentin

- o Tubulin chain 3

Tableau 9 : Antigenes cibles de réactivités décrites comme spécifiques de pathologies dans
différentes maladies et méme chez le sujet sain. S’en dégage la notion de « déja vu » (Petrak
et al. 2008; Rabilloud et Lelong 2011). En gras, les antigénes fréquemment cités comme cibles
de réactivités discriminantes.
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I11] Quel est le sens des modifications du
répertoire des auto-anticorps observées.

Parallelement a I'identification des cibles de réactivités discriminantes,
notre approche méthodologique a soulevé quatre questions dans la
problématique des pathologies auto-immunes qui nous intéresse :

1) Comment évoluent les profils de réactivité sous traitement ?

2) Peut-on transposer dans les modeéles animaux, les observations faites
chez 'homme ?

3) Quelle est la valeur prédictive des modifications de profils de réactivités
observées ?

4) Quelle sont les parts respectives des répertoires naturel et adaptif qui se
modifient au cours des pathologies auto-immunes ?

1) Impact des thérapeutiques sur ces profils de réactivité.

Si les profils de réactivités semblent relativement stables chez des
patients présentant la méme forme clinique de la maladie, les traitements
pourraient toutefois les faire évoluer. Cette observation pourrait ouvrir la
perspective d’évaluer |'efficacité des traitements. Dans le cadre de la SEP,
notre laboratoire a mené une analyse séquentielle de la réactivité des Ac
sériques vis-a-vis d'Ag extraits de cerveau, avant et un an apres I'introduction
d’un traitement immunomodulateur par l'interféron béta. L'analyse a été
menée a partir d’'une cohorte de 56 patients souffrant de forme rémittente
de SEP et de 32 sujets sains. (Cf. article 6).
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Evolution of self-reactive IgG antibody repertoires in
patients with relapsing-remitting multiple sclerosis
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1. Imtroduoction

Multiple sclerosis (MS) iz a restricted inflammatory dis-
case of the ceniral nervons system (CMNGS) which is believed
to resudt from an antoimomoe fesponse against moyeline Al-
though T cells appesr to be of major impontance in the devel-
opment of M5 [1], the most marked deviations in the immmne
system of MS patients have been demoncorated meing -
moral approaches. Detection of olignc onal imomnoglobuolin-
G ({1g5) banding on cercheospinal fiuid (C5F) elecirophorns-
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sit is 3 hallmask of WIS, This intrathecal sntibody synthesis iz
nsed as 3 diapnosiz indicator of the dizeaze [2]. Moreover, the
presence of Ir and complement depocits in MS plagoes [3]
and a possible effect of inravenoos imomnogiobodio (TVIg)
treatment, also sogEsest the involvement of tmoral mechs-
nieme in the disease process [4-6]. Different myelin prodein:
have been investiFated as potential tareets of te immmne
response. Mevertheless, antipens inducing initistion or per-
petmation of M5 remain nokoown [7.8].

‘Trearment of the relapeing-remitting form of WS (RRELIS)
with interferon (IFN}-B rednoes relapse frequency and de-
lays the propression of the disease. Additionally, brain mag-
oetic resonance imaging (MRT) smdics show a reduction in
the development of new lesions [8-17]. However, while the
mechanicme noderlying the beneficial effects of IPFN-p re-
main o be defined, they are related to the wide-range bio-
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2) Syntheése des résultats et discussion de I’article 6.

Ce travail a corroboré les résultats de la premiére enquéte (article 3 ;
(Lefranc et al. 2004)), puisqu’a partir des sérums de deux nouvelles
cohortes : patients souffrant (exclusivement) de la forme rémittente de SEP
et de sujets sains, il montre qu’il est possible de définir des profils de
réactivité discriminants vis-a-vis de substrats composés d’extraits protéiques
de cerveau (sain et lésé). L'ensemble de I'analyse des réactivités a
comptabilisé 133 réactivités dont 81 sur I'extrait de cerveau de sujet sain, et
52 sur I'extrait issu du cerveau de sujet souffrant de SEP. A partir de ces
réactivités, la LDA révéle 13 réactivités discriminantes : 9 sur le cerveau sain ;
4 sur le cerveau altéré par le processus pathologique. Huit de ces 13
réactivités discriminantes sont communes avec celles de la premiére
enquéte (Lefranc et al. 2004). Dans ce travail, les profils de réactivité des
sujets sains se distinguent de ceux des sujets souffrant de SEP par la
présence de six spécificités dirigées contre des antigenes extraits du cerveau
sain. A l'inverse, et toujours sur le cerveau sain, les patients souffrant de SEP,
se distinguent des sujets sains par la présence de trois réactivités spécifiques.
Pour I'analyse des réactivités sur le cerveau lésé, les malades présentent
trois réactivités discriminantes, les sujets sains, une seule. Ces données
illustrent encore que ces deux groupes d’individus se distinguent par un sous
ensemble de réactivités qui peut étre estimé a moins de 10 % de |I'ensemble
du répertoire qui a été analysé par cette approche. C’'est relativement peu,
mais ce profil restreint permet quand méme d’apporter des performances en
termes de diagnostic de plus de 96 % de sensibilité et 100 % de spécificité.

L’objectif premier de cette étude était d’apprécier si le répertoire auto-
immun des patients souffrant de SEP variait de fagon mesurable dans la
durée alors que les patients étaient, ou non, traités par l'interféron béta,
traitement capable de réduire la fréquence et I'intensité des poussées de SEP
de 30 % environ. Pour cette analyse, la distribution de toutes les réactivités
(« discriminantes » ou non) a été comparée chez chaque individu, le jour de
I'inclusion dans le protocole et 1 an plus tard, alors que le traitement était,
ou non, suivi. L'interprétation qui a été faite des résultats est que les profils
de réactivité restaient globalement stables que les patients soient traités ou
non. Cette stabilité a été rapportée au caractére faiblement évolutif de la
maladie chez les patients étudiés. Elle pourrait étre également rapportée au
fait que la durée d’analyse est courte, ou encore que le traitement par
I'interféron béta a peu d’impact sur I'évolution des profils. Une lecture
critique réalisée a distance de cet article, et notamment de sa figure 4 que
nous reproduisons ci-dessous, nous améne a rediscuter ce résultat de profil
jugé stable entre les deux collectes de prélevements a un an d’intervalle
(figure 21).
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Score assigned after LDA (A.U.)

-1.5

Patients without
EDSS progression

Patients with
EDSS progression

Untreated MS patients
MS patients treated by IFN-[§

Figure 21 : Figure 4 extraite de I'article d’Almeras et al. (Almeras et al. 2005)
illustrant I’évolution des profils de réactivité des patients souffrant d’une forme
rémittente de SEP sur un an de suivi. Pour la définition du seuil utilisé dans cette figure,
voir la figure 3 de I'article (Almeras et al. 2005) (Article 6).

Sur cette figure, on peut apprécier qu’au moins 15 sujets présentent des
variations de profil apres un an de suivi: le « score » défini par la LDA varie de
facon mesurable pour au moins 4/15 individus dans le groupe « sans
traitement », et 10/41 dans le groupe « traité ». Ainsi prés de 27 % des
patients présentent des variations de profils alors que I'analyse a été
restreinte aux 13 spécificités jugées « discriminantes ». Il semble que pour
certains patients (6/15), méme si leur score d’évaluation clinique EDSS
(Expanded Disability Status Scale) n’évolue pas, le profil de réactivité les
« inscrit » plus nettement dans le « profil SEP ».

Les différentes études qui ont été menées par le laboratoire montrent
des résultats jugés intéressants quant aux capacités d’analyse et
d’interprétation de profils de réactivité étendues a un large panel
d’antigenes extrait d’un tissu, cible d’un processus pathologique. Elles en
soulignent aussi les limites liées essentiellement a la collecte de sérums chez
les patients qui présentent, méme au sein d’un groupe bien défini, des
hétérogénéités : 1) age de début de la maladie par rapport au prélevement,
2) score de gravité de la maladie, 3) influence éventuelle des traitements...
L'ensemble de ces « contraintes » nous ont rapidement amenés a envisager
de transposer cette approche dans le modéle expérimental de la SEP,
I’encéphalite auto-immune expérimentale (EAE).
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3) Analyse des profils de réactivité des I1gG sériques dans le modele d’EAE

Notre laboratoire a pris contact avec les équipes des Dr Elisabeth
Trifilieff (Institut de physique biologique (UPRES-A ULP-CNRS), Faculté de
Médecine, F-67085 Strasbourg, France) et Jérdme Steibel (Laboratoire de
Chimie Organique des Substances Naturelles, Unité Mixte de Recherche
7509, CNRS, Université Louis Pasteur, Strasbourg, France) afin de transposer
le modele animal d’EAE induite par la PLP au sein de notre équipe. Nous
avons des lors proposé un protocole d’étude qui permettait d’évaluer de
facon séquentielle le profil de réactivité sérique d’animaux exposés ou non
aux conditions d’EAE afin d’en apprécier I’évolution éventuelle (article 7).
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1. Introaducthon

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory
demyelinating disease of the central nervous system
(CMS), which is thought to be caused by auiaggmessive
immune responses againg vanous myelin prokeins, includ-
ing nmyelin basic protein (MBF), proteolipid protein (FLF)
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and myelin oligedendrocyte ghycoproiein (MOG). Myelin
proiein reactive T-cell responses appear to participate
actively in the progression of pathogenic events (Rajan ot
al., 1994; Hellings et al., 2002; Bischof et al. , 2004; Croocfrd
et al., 2005 McMahon et al., 2005). However, such specific
T-cells are found at similar frequencies in healthy subjecs
and MBS patients (Lovett-Racke et al., 1998; Viglicta et al |
2004). Thus, other immunological mechanisms must be
involved in te initiation and progression of he disease
(Lassmamn and Ransohoff, 2004). Awtoantibodies als seem
to play a mole, sometimes with hamfil and sometimes with
beneficial properties (Lyons et al, 1990, Archelos et al.,
200y, Ziemssen and Ziemsen, A05). In MS, the elevated
levek of intrathecally synthesized IgG in the cerebrospinal
fluid (CSF) are an important feature for the diagnosis even it
their precise role is unknown, In addition, accunmulation of B
and plasma cells in the CSF (Colombo et al, 2000) and IgG
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4) Synthese des résultats et discussion de I'article 7

Les travaux menés chez I'animal montrent qu’il est possible d’induire
expérimentalement des modifications du répertoire auto-immun. Ces
résultats ouvrent des perspectives intéressantes liées au controle de
nombreux parametres par le biais de I'utilisation de modeles animaux : la
susceptibilité génétique, certains facteurs environnementaux, le facteur
« temps » avec possibilité d’analyses séquentielles, lintroduction de
molécules thérapeutiques, avec |'évaluation de leurs effets. La sensibilité de
I'analyse séquentielle permet de mettre en évidence des modifications
dynamiques du répertoire des Ac sériques avec la présence ou non de
manifestations cliniques. Dans ce modele expérimental, les modifications du
répertoire des auto-anticorps les plus significatives apparaissent dans le
modele EAE olU un événement pro-inflammatoire majeur a été induit. Si ces
modifications apparaissent rapidement des J7, elles ne sont toutefois pas
homogenes. En revanche, a J28, alors que les manifestations cliniques sont
apparues depuis plus de deux semaines, il devient possible de distinguer des
profils singuliers distinguant les 3 groupes étudiés : souris saines, souris chez
lesquelles seuls I'adjuvant de Freund et la toxine pertussique ont été
injectés, et le groupe EAE. De facon notable, a J28, la LDA distingue le groupe
EAE par la disparition de réactivités par rapport aux 2 autres groupes, et non
par l'acquisition de néo-réactivités. Sur six réactivités discriminantes
retenues par la LDA pour distinguer ces trois groupes étudiés, cing
caractérisent des groupes sans EAE. La disparition de ces spécificités d'Ac
pourrait étre associée a linteraction avec leurs cibles exposées dans un
contexte lésionnel et inflammatoire. « Piégées » dans le tissu, elles ne
seraient plus détectables dans le sérum. De facon intéressante, il a
également été noté que la majorité des profils de réactivité des souris qui
succombent précocement apres I'induction de I'EAE (a J14) se projettent en
regard de ceux du groupe EAE (obtenu cette fois a J28 pour les souris
survivantes). Ces données laissent envisager que des formes
particulierement évolutives acquiérent plus rapidement le profil spécifique
du processus pathogene.

De facon complémentaire a ce travail, notre équipe a conduit une autre
étude de modifications de profils de réactivité d’lgG sériques dans le modele
EAE, en évaluant les effets d’un traitement anti-inflammatoire (El Behi et al.
2007). Les résultats montrent, la encore, des modifications de profils de
réactivités spécifiques du groupe étudié. Dans ce travail, I'intensité de 'EAE a
pu étre modulée par des traitements réduisant la composante inflammatoire
associée a l'induction de la maladie. L’objectif de ce travail était de comparer
les réactivités observées chez trois groupes de souris : un de souris « EAE »
non traitées et deux autres groupes de souris EAE recevant soit la pyrilamine,
un antagoniste du récepteur de type 1 de I'histamine, soit le CV6209, un
antagoniste du récepteur du Platelet Activating Factor (PAF). Ces molécules
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sont connues pour atténuer les manifestations cliniques de I'EAE (retard ™
d’apparition des signes cliniques, atténuation des poussées) (Pedotti et al.
2003). Trois réactivités discriminantes ont permis de distinguer les 3 groupes !
de souris étudiées a J28 : une réactivité associée au groupe EAE ne recevant

pas de traitement et 2 autres, chez les souris dont I'intensité de I'EAE avait

été réduite par le traitement anti-inflammatoire. Les profils de réactivité
observés n’étaient toutefois pas superposables a ceux rapportés dans le
premier travail (Zephir et al. 2006). Ces premiers résultats nous montrent
I'intérét potentiel de I'analyse de profils de réactivité pour apprécier
différents modes évolutifs d’un processus pathologique. Ces résultats nous

ont encouragés a envisager ce type d’étude chez I'hnomme.

5) Valeur prédictive des modifications de profils de réactivités.

Le diagnostic de la SEP repose actuellement sur des arguments cliniques
et des données d’imagerie médicale qui traduisent une diffusion temporo-
spatiale d’un processus démyélinisant inflammatoire. La notion de diffusion
des lésions est essentielle au diagnostic mais constitue un élément de retard
estimé au moins a 2 ans. Malgré la complexité des mécanismes en jeu dans
un processus tel que I'EAE, les résultats obtenus dans ce modele, laissent
présager que les modifications de profils sont des phénomenes précoces,
sensibles et mesurables puisque des variations mineures de I’évolution de la
maladie se traduisent de facon détectable sur les profils de réactivité des IgG
sériques. Nous avons alors formulé I'hypothese que des modifications de
profils de réactivité pouvaient précéder les manifestations cliniques de la
SEP, ce qui permettrait d’envisager une prise en charge thérapeutique avant
I'installation définitive de la maladie, et peut-étre avant que les Iésions ne
soient irréversibles (risque moindre de handicap ?). Nous avons donc engagé
I’étude chez un groupe de patients n’ayant présenté qu’un épisode clinique
isolé (évocateur de SEP), et constituant un groupe appelé « CIS » (Clinically
Isolated Syndrome). (cf. article 8)



Article 8

ARTICLE Multiple Sderosis 2009; 00: 1-8

Serum IgG repertoire in clinically isolated syndrome
predicts multiple sclerosis

H Zéphir'2, D Lefranc®, S Dubuaquof®, | de Seze*, L Borort, L Prin® and P Vermersch'?

Objective We previowsly showed that serum IgG repertoires distinguished mwltiple: sderosis (MS)
patients from healthy subjects and from patients with other inflammatory neurclogical diseases
(CIND). We questioned whether the serum IgG repertoire of patlents presenting a dinically ol ated
syndiromee (CI5) coubd predict M5
Metheds The global IgG imimsne responses against brain antigens in sera from 50 CIS patients
were evaluated by immunobl otting. The IgG reacthvities were compared with those fron MS sera
(n =82), healthy sera (n=27), and sera from OIND (n=42). A linear discrimdnant analysis (LDA)
defined a score for each indhidual
Results About 8% of scores obtained from C15 patients were located in the “MS area.” During the
(3.51 1.3 years), 28 patients fulfilled the McDonald oritenia for M5, 15 patients remained
Cl5, and 7 patients developed OIMD. Among the patients with an LDA score in the “MS area,”
61.5% comerted to M5
Diseusgion Our results suggest that a pathological distortion of the saif-reactive IgG repertoire
occurs early so that immunomodulating treatment should be started as eary a5 possible; they abso
highlight the early involvement of B cdls in the physiopathological process in M5, Multiple Scirosis
2009; 00: 1-£. http:/fms. sagepub.com

Key words: B cells; biomarker; CIS; IgG;: immunology: multiple sdernosis

Introduction and subsequently, were predictive of the coourrenoe
of CDMS and of the degree of neurclogical disability

Multiple scdlemsis (MS) is an evolving chronic demy- [1-3]. Recently, it was suggested that the presence of

elinating and
nervous system {CMS) in young adults. It is conven-
tionally regarded a5 an immune-mediated inflam-
matory disorder, without any specific blological
marker that could help make an early diagnods. A
clinically kolated syndrome (CI5) is a monophasic
clinical event involving the CHNS which may or may
not kead o MS.

Converdon to dinically definite MS (CDMS)
remains unpredictable, but it is significant by linked to
the presence of lesions detectable on magnetic reso-
nance imaging (MRI) and to the chamdedzation of
oligocional bandsin cerebrospinal fluid (CSF) analysis

Previouslongitudina studiesof patients with acate
CI5 revealed that the number of brain ledons on
TZ-welghted MRI scans, both at the tme of the CIS

disease of the central  oligodonal IgG bands in CSF is highly specific and

apparently more snsitive than MRI citeria for eardy

af converslon to CDMS [4]. Since the find-
ing of devated immun , mainly nvolving
the IgG1 and , in the CSF of more than
90% of M5 patients [5,6], detection of oligodonal Ig
has been an im marker in M5 [7-9],
whereas the antigen spedfidtes of Ig
bands have yet to be defined in MS. Till date, routine
demonsimtve biological testing has been limited to

the detection of IgG bands in CSF, which
is found in nearky 90%of patents [10].
The role of an ven immune

in the initiaton and the development of MS is stll
unclear. Many studies have tded to identify auto-
antibodies directed against various myelin and
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6) Syntheése des résultats et discussion de I’article 8

Pour cette étude, le travail a été mené apres la collecte des sérums de
50 patients souffrant de CIS, et les profils de réactivité des IgG sériques de
ce groupe a été analysé sur le méme substrat que celui de I'étude menée
par Lefranc et al. (Lefranc et al. 2004). Les profils ont donc été comparés a
ceux obtenus chez les groupes de patients souffrant de SEP (3 formes
cliniques RRMS: forme rémittente; SPMS: forme secondairement
progressive et PPMS: forme progressive primaire) mais aussi d'autres
atteintes neurologiques a composante auto-immune (NL et NGS appelés
« OIND » dans I'article) et les sujets sains.
Alors que ces patients ne sont pas encore classés comme atteints de SEP
selon les critéres cliniques de diagnostic de Mc Donald (McDonald et al.
2001) et les criteres de Barkoff en ce qui concerne les données de
I'imagerie (Barkhof et al. 1997), leurs profils de réactivité se projettent en
regard de ceux observés pour les patients dont le diagnostic de SEP est
établi. Ces résultats illustrent donc que les modifications des profils de
réactivité permettent de poser le diagnostic d’'un processus pathologique
plusieurs années (ici en moyenne 3 ans et demi) avant les criteres
usuellement utilisés en pratique médicale. De facon intéressante, les profils
de réactivité des patients CIS se projettent majoritairement (90 % des cas)
en regard de ceux des patients présentant des formes les plus
inflammatoires de la SEP, c'est-a-dire les formes RRMS et SPMS. lIs se
distinguent donc nettement des profils des patients présentant une forme
progressive primaire de SEP (PPMS). La forme rémittente de SEP constitue
I’évolution « naturelle » des patients CIS. Cette proximité de distribution
des profils entre CIS et RRMS semble encore un élément confortant la
pertinence de cette méthode d’analyse. La similitude des profils de
réactivité entre CIS et RRMS suggéere que le processus lésionnel des patients
n’ayant présenté qu’un seul épisode clinique, est déja bien inscrit dans les
processus physiopathologiques. Si la réversibilité des lésions du systeme
nerveux central au stade de CIS reste hypothétique, on peut néanmoins
formuler I'hypothése que le processus d’extension de la maladie peut étre
freiné grace a une prise en charge thérapeutique plus précoce. Cette
interrogation  nous encourage a proposer des explorations
complémentaires qui seront discutées dans les perspectives du dernier
chapitre.

7) Quelle sont les parts respectives des répertoires naturel et adaptif qui
se modifient au cours des pathologies auto-immunes ?

Dans notre laboratoire, nous avons jusqu'a présent analysé les
modifications du répertoire dépendantes de l'isotype IgG. Cette restriction
pourrait négliger la part prise par I'autoréactivité naturelle. Si on décrit des
IgG appartenant au répertoire naturel des Ac (Avrameas et al. 1995; Tiller et
al. 2007), l'isotype IgM serait plus représentatif de ce répertoire, qui

177



impliquerait d’avantage des réponses immunes T indépendantes. Pour mieux
appréhender I'implication des réponses T dépendante ou T indépendante
dans la mise en forme du répertoire des Ac sérique autoréactif, nous avons
étudié un modele exemplaire de pathologie auto-immune T dépendante le
syndrome APECED. (cf. article 9, soumis).
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7) Syntheése des résultats et discussion de I'article 9

La poly-endocrinopathie autoimmune de type 1 (APS 1) ou syndrome
APECED (Autoimmune Poly-Endocrinopathie Exodermal Dystrophy) présente
différentes manifestations cliniques auto-immunes ayant surtout un
retentissement endocrinien (hypoparathyroidie, insuffisances surrénalienne,
pancréatique, hépatique, gonadique, thyroidienne...) associées a une
infection fréquente, la candidose cutanéo-muqueuse. Sa physiopathologie
est attribuée au dysfonctionnement d’un géne unique, AIRE, impliqué dans
les processus de présentation d’auto-antigénes ectopiques (anomalie de
sélection clonale des lymphocytes T autoréactifs). Nous avons étudié les
réactivités sériques IgG et IgM de 14 patients souffrant d’APECED, et
comparé ces profils de réactivité a ceux observés soit chez des patients
souffrant d'autres pathologies auto-immunes a composante endocrinienne
(thyroidopathies, diabéte, insuffisance surrénale...) soit chez des sujets sains.
Les réactivités des IgG et IgM ont été analysées sur des extraits protéiques
de surrénale et de pancréas. Ces organes présentaient des profils de
réactivités les plus riches comparés a ceux observés avec le foie, la thyroide,
les parathyroides ou les ovaires. Si des différences significatives de fréquence
de réactivité ont pu étre relevées chez les patients souffrant d’APECED par
rapport aux autres groupes, la LDA n’a pas apporté ici d’éléments
complémentaires d’information. Ceci suggére |'absence de combinaison de
réactivités propres a chacun des groupes étudiés, sur les organes testés. Les
antigenes identifiés comme cibles de réactivité discriminantes sont une
nouvelle fois majoritairement des protéines ubiquitaires. Toutefois, des
protéines spécifiques d’organe comme la lipase ou I'amylase ont aussi été
caractérisées. Ces identifications, aprés analyse sans a priori, corroborent
des études antérieures utilisant des cibles spécifiques (Perheentupa 2006).
Dans le groupe APECED, certaines reconnaissances antigéniques étaient
associées exclusivement soit a I'isotype IgG, soit a l'isotype IgM. C'est cette
réactivité discriminante spécifique pour I'lgM qui nous a permis d’évoquer
des perturbations T indépendantes du répertoire autoréactif (répertoire
naturel ?) dans une pathologie ou les anomalies majeures semblaient
exclusivement T dépendantes. Ces résultats inattendus sont discutés dans
I"article soumis et dans le dernier chapitre.
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Dans le chapitre précédent nous avons déja envisagé des points de
discussion dont certains étaient complémentaires de ceux évoqués dans les
publications. Nous souhaitons ici aborder une problématique plus générale
sur la valeur et surtout sur les limites de I'approche immunoprotéomique
conventionnelle. Deux questions essentielles apparaissent a I'issue de ces
premiers travaux :

- Comment optimiser les conditions de ciblage des antigenes d’intérét
afin de disposer pour le futur de sondes diagnostiques performantes ?
Nous développerons les perspectives de nouvelles approches
méthodologiques que nous décrirons avec leurs premiers résultats.
Nous verrons ainsi, étape par étape, les différents écueils rencontrés et
les alternatives proposées.

- Comment intégrer les notions de plasticité du répertoire autoréactif et
situer la place du répertoire naturel et/ ou adaptatif pour mieux
appréhender la signification des profils singuliers d’autoréactivité dans
un contexte pathologique.

Comment optimiser les conditions de ciblage des antigénes d’intérét afin
de disposer de sondes diagnostiques performantes ? Dans un premier
temps, nous allons donc discuter des valeurs et des limites de I'analyse par
immunoprotéomique conventionnelle pour le ciblage d'Ag d’intérét.

Les études qui ont été menées par le laboratoire pour la
caractérisation de réactivités des Ac spécifiquement associées aux maladies
auto-immunes (de Seze et al. 2001; Dubucquoi et al. 2004; de Seze et al.
2003; de Seze et al. 2004) ont mis en exergue certaines limites. Les
méthodes conventionnelles de diagnostic biologique s’attachent en effet a
caractériser le plus souvent une réactivité unique, ou quelques réactivités
restreintes jugées spécifiques d’une population de malades. Ces approches
qui font appel aux techniques d’'immunofluorescence, d'immunodosages a
réactifs marqués, d'immunoprécipitation, ou d’'immuno-empreinte ont fait
effectivement la preuve de leur intérét puisqu’elles ont permis de définir un
grand nombre de réactivités aujourd’hui exploitées en clinique (auto-
immunité, allergie). A titre d’exemple, dans le domaine des neuropathies,
une cible spécifigue d'Ac a été récemment identifiée par
immunofluorescence indirecte (anti-NMO-IgG) au cours de la myélite
optique ou syndrome de Devic (Lennon et al. 2004). La « rentabilité »
(sensibilité, spécificité, valeurs prédictives) de telles approches est toutefois
faible puisque leurs performances diagnostiques sont souvent modestes.
Les méthodes aujourd’hui disponibles de diagnostic biologique des
maladies auto-immunes dont les rapports de vraisemblance positif et
négatif sont jugés optimaux (supérieur a 10 et inférieur a 0,1
respectivement) sont rares en pratique quotidienne. De nouvelles
approches méthodologiques pourraient utilement étre employées a la mise




en évidence de nouvelles spécificités d'Ac précieuses pour le diagnostic et
le pronostic (L. H. Beck et al. 2009). Des le début des années 2000, nous
avons mis au point une approche d’évaluation de la réactivité sans a priori
des Ac sériques vis-a-vis de différents substrats tissulaires combinant
I’emploi d’extraits protéiques de tissus sains et |ésés. Nous avons adapté et
standardisé une technique d'immuno-empreinte et un traitement
statistique des données préalablement décrits (Mouthon et al. 1995;
Nobrega et al. 1993; Lacroix-Desmazes et al. 1999). Cette approche repose
sur le postulat qu’un répertoire de peptides du « soi exprimé » dans un
tissu va marquer de son empreinte le répertoire immunologique et
I’'homéostasie du systéme immunitaire. Il existe donc une étroite
interdépendance entre ces deux répertoires et toute altération de I'un
pésera sur l'autre. Les modifications du répertoire des Ac peuvent étre
détectées par les approches techniques conventionnelles, a condition que
celles-ci offrent une évaluation qui ne soit pas trop restrictive. L'immuno-
empreinte permet ce type d’analyse « élargie » des réactivités des anticorps
sériques présentes chez un individu. Le nom d’empreinte que nous retenons
pour décrire les profils de réactivités nous parait approprié. Il s’agit ici d’'une
analyse intégrative qui prend en compte a la fois les modalités d’expression
du « soi » dans un tissu (répertoire de peptides du « soi présenté ») et
I'aptitude du systéeme immunitaire a le reconnaitre (répertoire immunitaire
ou « soi reconnu »). Il s’agit d’'une empreinte singuliére qui se traduit par
une extréme hétérogénéité interindividuelle des profils de réactivité. La
variabilité du répertoire de peptides du « soi » exprimé est en partie liée au
polymorphisme d’expression des génes. A titre d’exemple représentatif, le
« soi présenté » est dépendant du polymorphisme du CMH. De son c6té, la
variabilité du répertoire immunitaire est en partie liée aux modalités
singuliéres de la construction du répertoire des Ac naturels (réle important
de l'autoréactivité, de la polyréactivité, incidence de I'environnement) et
des Ac adaptatifs (réle moindre, mais non négligeable de I'autoréactivité
contrblée, importance de I’héritage antigénique). Ces variabilités sont
autant d’éléments qui expliquent cette extréme hétérogénéité
interindividuelle. Malgré celle-ci, des communautés de réactivités sont
observées chez le sujet sain. Certains auteurs ont mis I'accent sur le ciblage
privilégié  d’antigénes  ubiquitaires  constitutifs = de  structures
subcellulaires (exemple des protéines du cytosquelette) et d’antigenes
intracellulaires (exemple des protéines chaperonnes telles qu’HSP ou des
enzymes impliquées dans les processus de modifications post
traductionnelles) (Servettaz et al. 2008). Des études complémentaires sont
nécessaires pour mieux définir ces cibles communes de réactivité qui
présentent certaines analogies avec les caractéres d’une spécificité
isotypique et qui semblent jouer un réle déterminant dans la sélection et
I’entretien du répertoire autoréactif. On peut formuler I'hypothése que
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I'intégrité de I'organisme est préservée si un équilibre s’instaure entre le
répertoire de peptides du « soi exprimé » et le répertoire immunitaire
(Stahl et al. 2000b). En pathologie, nous observons également, au sein
d’une hétérogénéité interindividuelle, des réactivités partagées par un
groupe d’individus, qui constituent, nous l'avons vu, de véritables
biomarqueurs de maladie. L'une des hypothéses que nous avons formulée,
est que la nouvelle empreinte propre a un processus pathologique pourrait
témoigner de déréglements des deux répertoires (peptidique et
immunitaire) liés a des événements exogenes ou endogenes mettant en
action des systemes d’alerte et de danger que partagent les individus au
sein d’'une méme espece (implication de I'immunité innée et de ces
récepteurs invariants ?). Malgré les atouts de cette étude d’un répertoire
élargi, que nous avons développés précédemment, nous allons insister ici

plus particulierement sur certaines de ces limites.

L'analyse des profils de réactivité, combinant I'immuno-empreinte
monodimensionnelle (IEMD) et le traitement statistique par analyse linéaire
discriminante (LDA), mise en ceuvre au laboratoire, offre, nous I'avons vu,
une approche performante de discrimination de processus pathologiques
permettant méme de distinguer leurs formes cliniques (Lefranc et al. 2004;
Lefranc et al. 2007). Dans la SEP, les modifications qu’elle objective peuvent
méme étre prédictives de I'évolution clinique ultérieure avec une
anticipation moyenne de 3 ans sur les méthodes diagnostiques usuelles
(Zéphir et al. 2009). Enfin, méme si la transposition des résultats de I'animal
a I'homme reste actuellement spéculative, les premiéres données
recueillies laissent envisager qu’elles pourraient aider a distinguer les
individus qui répondent ou non favorablement aux traitements des
pathologies dysimmunitaires (EI Behi et al. 2007). Dans cette approche,
deux éléments méthodologiques se distinguent de celles développées
antérieurement (Stahl et al. 2000b). En effet, nous n’avons pas introduit
d’appréciation quantitative des profils de réactivités. Notre évaluation s’est
restreinte a I"appréciation de la présence ou de l'absence de bandes de
réactivités dirigées contre tel ou tel Ag, révélées par western blot. Ce choix
peut enlever une dimension importante de discrimination entre différents
groupes d’individus. Notre analyse s’est aussi restreinte, dans un premier
temps, a I'étude du profil de réponse des Ac de classe IgG sans étape
préalable de purification de cet isotype. L'évaluation du profil de
réactivités des IgG apparait étre un meilleur reflet d’un processus
pathologique T dépendant, fréquent dans les MAI, notamment dans la SEP.
Selon notre expérience, la purification des IgG sur colonne d’affinité passe
par une étape d’élution en conditions stringentes (pH acide) qui pourraient
modifier la structure du paratope et altérer ainsi la spécificité de
reconnaissance des Ac (Khan et al. 2012). Néanmoins ces conditions de
stringence seraient rencontrées in vivo (Dimitrov et al. 2008). Ces




conditions particulieres de purification des IgG pourraient aussi avoir
d’utiles débouchés thérapeutiques (Djoumerska-Alexieva et al. 2010). Pour
I’étude du répertoire des Ac sériques, cette purification limiterait le possible
masquage de paratopes par d'autres immunoglobulines sériques
notamment les IgM (Hurez et al. 1997). Plus récemment, nous avons élargi
notre étude avec I'évaluation paralléle du répertoire des auto-anticorps de
classe IgG et de classe IgM. Cette étude réalisée dans un modele d’étude
exemplaire que nous avons précédemment décrit (syndrome APECED),
nous a instruits sur la possible T-indépendance des modifications du
répertoire autoréactif. Ces éléments seront développés ultérieurement.

Nous souhaitons aborder ici les raisons et les contraintes des
différents choix méthodologiques retenus dans notre protocole. Le choix du
substrat et la « qualité » du tissu-cible testé constituent un premier
élément a prendre en compte. Dans le cadre des neuropathies, une
premiére analyse effectuée sur différents tissus-cibles a mis I'accent sur la
richesse particuliere des réactivités observées avec des extraits protéiques
du tissu cérébral. Nous avons méme observé des variations en fonction des
différentes aires testées. L'intérét porté sur |'aire 10 de Brodmann, est lié a
la plus grande reproductibilité des tests quel que soit I'dge du donneur. Un
travail mené au laboratoire a partir de membranes synoviales de patients
souffrant de PR, a montré qu’en fonction du siege de la synoviectomie, la
richesse des profils de réactivités pouvait varier (Dubucquoi et al. article en
préparation). Dans une autre analyse, I'étude comparée de profils de
réactivités des Ac sériques chez des patients souffrant de différentes
pathologies associées a [|’émergence d’une éosinophilie sanguine
(syndromes d’hyperéosinophilie essentielle (SHE) de formes myéloide ou
lymphoide ou secondaires a des pathologies dysimmunitaires comme la
pemphigoide bulleuse ou le syndrome de Churg et Strauss) montre qu’il est
possible de distinguer les profils de réactivité des sujets appartenant aux
différents groupes a condition de travailler sur un extrait protéique issu
d’éosinophiles de patients et non d’une lignée cellulaire qui ne présente
gu’une similitude lointaine avec les éosinophiles circulants (Jean Emmanuel
Kahn, Virginie Dutoit-Lefevre, communication personnelle). Il est donc
probable qu’on ne puisse pas transposer systématiquement I'analyse des
profils de réactivités a n’importe quel substrat, ou mélange de protéines
recombinantes, qui ne présenteraient pas de pertinence avec la maladie
étudiée. Ces notions justifient donc un nécessaire effort de standardisation
préalable si celle-ci est possible (facteurs limitants : sources cellulaires ou
tissulaires). D'autres facteurs limitants dans I'interprétation des profils sont
a considérer : I'étude que nous avons menée s’est effectivement restreinte
au repérage d’épitopes linéaires et non conformationnels; au degré
d’expression des épitopes « pertinents » au sein des tissus testés, a la
solubilisation des protéines antigéniques. Une autre raison a limité la
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diffusion de notre approche a I’étude d’un plus large panel de pathologies :
le repérage exhaustif de I'ensemble des réactivités observées a partir des
différents profils sériques obtenus pour les patients. Rappelons que
généralement, pour un individu, le profil se compose en moyenne de 5 a
plus de 30 réactivités différentes, et une étude cumulative réalisée pour
I'ensemble des individus, montre qu’il est possible de révéler plus de 150
bandes de réactivités différentes (Lefranc et al. 2004). Méme si ce travail de
repérage est aidé par I'utilisation de différents logiciels (Diversity Database
2.2 (BioRad) puis Phoretix 1D (Totallab), cette étape reste extrémement
fastidieuse et longue. Elle est néanmoins indispensable a la démarche
statistique. Nous développons dés a présent de nouvelles pistes pour
faciliter les analyses d’images (différence signal/ bruit) et le traitement des
données. Enfin, une limite majeure a cette approche reste la difficulté
d’identification des Ag, cibles des réactivités discriminantes. L'optimisation
de cette étape d’identification apporterait une avancée importante tant en
termes de mise au point de tests diagnostiques qu’en termes de
compréhension physiopathologique des pathologies étudiées. Elle nous a
semblé un préalable indispensable au développement et a la valorisation de
I'approche. C'est dans cette perspective que les techniques
d’'immunoprotéomique bidimensionnelle ont été mises au point, avec leurs
avantages et aussi avec leurs limites que nous souhaitons aborder
largement, afin de préciser, en perspectives, les différentes alternatives
proposées.

L’électrophorése bidimensionnelle permet de séparer les protéines
d’un extrait tissulaire selon leur point isoélectrique et selon leur masse
moléculaire. Couplée au western blot, elle constitue une approche
d’'immunoprotéomique bidimensionnelle « conventionnelle » (« IPBDC ») et
offre une possibilité accrue de repérer les antigénes cibles de réactivités
spécifiques. On considére que plus de 1 000 protéines (comprenant leurs
isoformes) peuvent étre distinguées par cette approche. L'IPBDC est
largement utilisée pour lidentification de cible de réactivités jugées
spécifiques notamment en cancérologie ou en infectiologie (Brichory et al.
2001; Sun et al. 2012). Dés 2004 cette approche a été mise en place au
laboratoire et a conduit a I'identification de nouvelles cibles de réactivités
considérées comme spécifiguement associées a des maladies a
composantes auto-immunes comme la SEP (Almeras et al. 2005). Depuis
cette date de nombreux travaux ont été menés dans d'autres domaines
pathologiques comme la PR (Kinloch et al. 2005), la sclérodermie (Bussone
et al. 2011; Régent et al. 2011; Dib et al. 2012). De maniére générale, toutes
les cibles antigéniques identifiées appartiennent a la catégorie des
antigénes intracellulaires ubiquitaires, déja évoqués. A partir de 2007, ces
résultats nous ont amenés a nous interroger sur la pertinence des cibles
gue toutes les équipes identifiaient, comme la nétre, quels que soient les




domaines de pathologie auxquels elles s’intéressaient. En raison de ces
données, un regard critique sur la méthodologie de I'lPBDC s’imposait et
nous obligeait a trouver de nouvelles alternatives. Avant de les décrire,
nous souhaitons revenir sur les points critiques qui limitent 'emploi de
I'IPBDC conventionnelle pour [lidentification précise des cibles de
réactivités discriminantes.

Pour la réalisation de I'lPBDC, une des premiéeres étapes vise a obtenir
un gel d’électrophorese bidimensionnelle qui permettra de repérer les
antigénes cibles de réactivités discriminantes préalablement définies par
I'approche en 1D. Les protéines sont repérées apres coloration par le bleu
de Coomassie colloidal (BCC). Les réactivités immunitaires du sérum étudié
ne sont repérées que lors de la seconde étape, sur une membrane de PVDF,
apres transfert des protéines d’un second gel dans lequel on a fait migrer le
méme extrait protéique. Ce sont donc des gels différents qui servent a la
coloration et au transfert. Le repérage des spots de réactivités des IgG
sériques de la membrane et la coincidence avec les protéines du gel se fait
par superposition de la membrane et du gel. Cette démarche est suivie du
prélevement de la protéine d’'intérét en vue de I'analyse par spectrométrie
de masse. Méme si |'étape de superposition du gel et de la membrane est
aidée d’un logiciel (PDQuest (BioRad)), il s’agit d’'une approche « opérateur
dépendant », donc subjective et sujette a un certain nombre de biais. Ainsi,
nous avons particulierement repéré trois biais qui peuvent affecter le
ciblage des protéines d’intérét pour I'analyse en spectrométrie de masse.
Le premier biais est lié a I’étape de coloration des protéines, le deuxiéme a
I’expression « aberrante » de certaines protéines du substrat, le troisieme
aux distorsions des gels.

Le premier biais est lié a la coloration par le BCC des protéines qui est
particulierement moins sensible que le repérage des antigenes par les Ac
sériques (ou commerciaux) au sein la membrane de PVDF. Il arrive donc
gu’un signal soit observé sur la membrane de I'immuno-empreinte alors
gu’il est impossible de repérer une protéine correspondante dans le gel
coloré par le BCC. La raison tient au fait que la concentration de la protéine
en question dans le gel peut étre insuffisante pour conduire a son repérage
par la coloration. Nous avons pu constater que |'opérateur peut négliger les
réactivités discriminantes qui ne conduisent pas au repérage de protéines
colorées sous jacentes.

Le second biais est lié a I'expression préférentielle de certaines
protéines. Un travail intéressant publié en 2008 rapporte le « hit parade »
des protéines majoritairement surexprimées par les cellules stressées au
cours d'un quelconque événement (ischémique, métabolique,
inflammatoire, auto-immun, infectieux...) (Petrak et al. 2008). Les auteurs
se sont proposés d’identifier par méta-analyse les protéines dont
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I'expression était appréciée par les outils de protéomique et qui étaient
rapportées comme faisant I'objet d’une expression différentielle. Cette
analyse, selon les propos de I'article, laisse une impression de « déja vu ».
lIs rapportent ainsi un « top 15 » des protéines les plus identifiées parmi
lesquelles : les protéines du cytosquelette, les protéines anti-oxydantes
(HSP, protéine disulfide isomérase, Gluthation S- transférase), les HNRNP
(Heterogeneous ribonucleoprotein particle subunits) et I'alpha-énolase. |l
s'agit majoritairement de protéines solubles présentes a haute
concentration dans les cellules. Certaines d’entre elles seraient des
capteurs qualifiés « d’universels », parce qu’elles subiraient des
modifications d’expression qui pourraient traduire les altérations du
métabolisme cellulaire. Dans le cadre de I'hypothése déja formulée selon
laquelle le systéeme immunitaire réagirait aux modifications de
concentrations d’un antigene, avec un retentissement sur le répertoire des
Ac exprimés, cet article offre une perspective nouvelle quant a
I'identification des protéines repérées par tous, comme cibles de réactivités
discriminantes entre différents groupes d’individus. Ces réactivités
pourraient finalement ne traduire que le fait que le systéme immunitaire ne
réagit qu’aux modifications de concentrations des protéines qui reflétent le
stress cellulaire (quelle que soit son origine). Ces réactivités seraient bien
discriminantes, mais leur relevance physiopathologique, modeste. Une
publication récente corrobore ces données (Rabilloud et al. 2011).

Un troisieme biais est lié aux distorsions de gels. Les conditions de
réalisation technique des gels de séparation protéique et de I'immuno-
empreinte conduisent a des déformations des gels et des membranes apres
transfert des protéines. Nous rappelons que les gels produits pour la
coloration au BCC et ceux qui serviront aux immuno-empreintes sont
indépendants, méme s’ils sont produits avec un soin maximum de
standardisation. Malgré les précautions, il apparait qu’il persiste une source
de biais dans le cadre de la mise en place de I'IPBDC. En effet, les gels et les
membranes sont I'objet de déformations répétées (cycles de dilatation et
de contractions inhérentes aux différentes étapes) et surtout générées de
facon indépendante, de sorte que la superposition des signaux de réactivité
Ac avec celle des protéines jugées comme leurs cibles antigéniques
putatives devient délicate. Nous avons pu objectiver que cette étape peut
étre a l'origine d’erreurs d’estimation majeure de la protéine a prélever
dans le gel coloré, en vue de son identification par spectrométrie de masse.
Ce décalage a pu étre estimé a plus de 5 millimetres pour certaines
protéines, avec les conséquences qu’on imagine sur la pertinence des
protéines prélevées et pourtant jugées comme cibles des réactivités

discriminantes.

L’identification des biais de préléevements opérateur-dépendant liés aux
choix des protéines a « spoter » et ceux liés aux distorsions des gels
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d’électrophorése ont conduit a I'impérative nécessité de développer de
nouvelles approches. Instruits de I'expérience acquise grace a la technique
développée au laboratoire de la 2D DIGE (Two Dimensional Difference Gel
Electrophoresis) (Kahn et al. 2011), nous nous sommes proposés d’adapter
la révélation des signaux de I'immunoprotéomique bidimensionnelle par
I'utilisation de traceurs fluorescents. Nous allons développer les
performances de cette nouvelle approche en décrivant étape par étape les
différents écueils rencontrés.

La 2D DIGE est une méthode permettant de comparer |'expression
protéique différentielle entre deux substrats, aprés séparation par
électrophorese bidimensionnelle des protéines. Ces différents substrats
sont marqués par des fluorochromes différents présentant des longueurs
d’onde d’excitation et d’émission distinctes. Ainsi, deux extraits protéiques,
marqués par des fluorochromes différents, peuvent étre mélangés et
séparément identifiés au sein d’'un méme gel. L'acquisition des images aux
longueurs d’ondes spécifiques des fluorochromes sur un scanner a
fluorescence (Typhoon, GE Healthcare), permet La révélation des cartes
protéomiques de chacun des substrats. Cette méthodologie permet la
superposition de cartes protéomiques en s’affranchissant des déformations
de gels inhérentes a la réalisation de gels 2D classiques. La 2D-DIGE est, par
ailleurs, une méthode quantitative qui définit les sous- ou surexpressions
protéiques au sein d’'une entité étudiée. Pour cela, les cartes protéomiques
des différentes conditions testées, sont toujours superposées a une carte
de référence (carte protéomique globale contenant toutes les entités
protéiques comparées), elle méme marquée par un troisieme fluorophore.
Cette carte de référence est présente sur chacun des gels et permet de
définir des ratios d’expression de chaque protéine sur chaque gel puis une
normalisation de ces ratios entre les différents gels, pour enfin déterminer,
par une analyse statistique, les protéines sous ou surexprimées dans une
condition donnée. L'analyse des gels 2D-DIGE est réalisée par un logiciel
d’analyse d’'image dédié (Progenesis SameSpots, Non Linear Dynamics). Le
détail méthodologique de cette approche peut étre trouvé dans l'article
publié par notre équipe (Kahn et al. 2011). Aprés avoir développé cette
méthode au laboratoire, nous nous sommes proposés de |'adapter pour
I'immunoprotéomique bidimensionnelle que I'on nommera IPBDF pour
« immunoprotéomique bidimensionnelle en fluorescence ». Le principe
méthodologique est globalement le méme que celui de la 2D-DIGE (V
Dutoit-Lefevre et al., article en préparation) et le résultat résumé dans la
figure 23 (annexe 1). Son intérét essentiel repose sur la garantie de
superposition exacte qu’elle apporte entre les cibles de réactivité et les
protéines présentes dans le gel.

Pour évaluer les performances de cette méthode hautement résolutive, il
était nécessaire, dans une ultime étape, de la valider, en identifiant des




antigénes a partir de sondes spécifiques (Ac commerciaux ou auto-
anticorps sériques déja caractérisés dans le cadre de pathologies auto-
immunes). Dans cette perspective, nous avons utilisé des Ac anti-SS-A /
Ro 52 testés les cellules HEp2 en IPBDF. De fagon surprenante, aucune des
cibles repérées par I'Ac et identifiées par spectrométrie de masse ne
correspond a l'antigéne SS-A/Ro 52 (cf. figure 24, annexe 2). Devant ce
résultat inattendu, nous avons di discuter de chacun des éléments
susceptibles d’expliquer une telle discordance.

Un premier écueil, lié a la sensibilité de I’lapproche MALDI-TOF-TOF,
a été évoqué a la suite d’un défaut de ciblage d’un Ag par un Ac polyclonal
monospécifique. La collaboration engagée avec Philippe Chafey (Plateforme
de Protéomique de l'institut Cochin) et Cédric Broussard (Plateforme de
Protéomique de I'Université Paris-Descartes (3P5)) a montré I'avantage a
utiliser une méthode plus sensible de spectrométrie de masse telle que la
méthode « ORBITRAP » en vue de lidentification potentielle de cibles
antigéniques pertinentes associées aux prélevements du gel coloré par le
BCC. Il apparait en effet que malgré le pouvoir de séparation de
I’électrophorese bidimensionnelle, plusieurs protéines peuvent co-migrer
dans une méme région du gel parce qu’elles présentent des points
isoélectriques et des masses moléculaires proches, en tout cas non
différenciées par les méthodes utilisées au laboratoire. Lors du « spotage »,
plusieurs protéines peuvent donc étre prélevées dans le méme temps. Or le
MALDI TOF-TOF n’identifie que la (ou les « deux ou trois ») protéine(s)
majoritaire(s) de ce spot, la ou la méthode ORBITRAP peut en identifier
jusqu’a vingt. Ces résultats indiquent que I'absence d’identification d’une
cible pertinente peut étre liée au manque de sensibilité de la méthode de
spectrométrie de masse. Celle-ci peut méme conduire a des résultats
erronés.

Un deuxiéme écueil est lié a la spécificité de la réactivité des Ac (la
question des réactivités croisées). Malgré I'utilisation de méthodes
sensibles de spectrométrie de masse (ORBITRAP) utilisées pour la
caractérisation des antigenes cibles nous n’avons pas pu détecter dans le
gel coloré au BCC, I'antigéne SS-A/Ro 52. En revanche, I'IPBDF a révélé
plusieurs spots de réactivités (figure 24 ; annexe 2). On reléve jusqu’a 6
spots ciblés par le sérum commercial et plus de 20 spots avec le sérum
d’une patiente qui présente des Ac anti-SS-A (52 et 60), anti-SS-B, et
mitochondries de type M2 (identifiés par les méthodes conventionnelles du
laboratoire). Aprés identification des protéines cibles de la réactivité
sérique de la patiente, l'utilisation de logiciels de comparaison de
séquences peptidiques tels que Basic Local Alignement Search Tools (BLAST,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), s’est révélée trés instructive (figure 25;

annexe 3). lls montrent que 6 auto-antigenes, ciblés par les sondes
« spécifiques » prélevés dans le gel au niveau de la zone de poids
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moléculaire et de pl attendus, présentent des similitudes de séquences
avec l'antigéne SS-A/Ro 52. Soixante dix pourcents des épitopes sont
similaires entre ces six protéines et I'antigéne SS-A/Ro 52. Si on étend
I"analyse a 10 protéines présentant des similitudes de séquence, c’est 90 %
de I'antigene SS-A/Ro 52 kDa qui présente des similitudes avec ces 10 auto-
antigenes. Nous pensons que ces similitudes de séquences sont autant
d’épitopes partagés (ou « signature peptidique ») qui peuvent étre a
I'origine de réactions croisées : des Ac anti-SS-A/Ro 52 kDa peuvent réagir
avec l'alpha-énolase (par exemple), et inversement. Des similitudes de
séquences peuvent aussi étre observées entre auto- et exo-antigenes: la
butyrophiline fréquemment rencontrée dans l'environnement (protéine
transmembranaire de la membrane des globules gras du lait des
mammiféres) présente une séquence de plus de 200 AAs ayant une forte
homologie de séquence avec SS-A/Ro 52 kDa. Ces données de réactivités
croisées ont déja été rapportées dans la littérature (Kijanka et al. 2009) et
illustrent, la trés faible spécificité des Ac anti-SS-A/Ro 52 / TRIM-21.

Une démarche comparable a été menée dans le cadre d’un Master 2 (année
2012), au sein de notre laboratoire, en vue d’identifier de nouvelles
spécificités d'auto-anticorps associées a la sclérodermie. Nous avons testé
la capacité de I'IPBDF a révéler les cibles attendues des spécificités anti-
topo-isomérase 1 et anti-centromeéres A et B. Les résultats sont
superposables a ceux observés avec les Ac a- SS-A/Ro 52, c'est-a-dire que
malgré les améliorations apportées a la fois par I'IPBDF et 'ORBITRAP pour
I'identification par spectrométrie de masse des cibles antigéniques, nous
n’avons pas pu identifier les cibles attendues dans le gel. En revanche, nous
avons pu constater qu’au moins trois des protéines caractérisées par
spectrométrie de masse présentaient des similitudes de séquence avec la
topo-isomérase de type 1 (Scl-70, séquence 685-765), cible originale des Ac
(commerciaux) utilisés dans ce travail. Ainsi des techniques résolutives plus
performantes mettent I'accent sur la possibilité d’interprétations erronées
(les cibles des Ac d’intérét révélées par les approches mono et
bidimensionnelle peuvent ne pas étre superposables).

Un troisieme écueil lié aux conditions d’extraction protéique. Les
conditions de préparation des extractions protéiques nécessaires a la
réalisation des immuno-empreintes monodimensionnelles et
bidimensionnelles ne sont pas les mémes. En effet, la séparation des
protéines pour le western blot 1D se fait uniquement sur des différences de
masses moléculaires et conduit a utiliser un tampon d’extraction qui sature
les protéines de charges négatives par I'intermédiaire du sodium-dodécyl
sulfate (SDS). Ce tampon (« Laemmli ») présente I'intérét de solubiliser de
nombreuses protéines qui deviennent des lors accessibles a I'analyse par
western blot. En revanche, le tampon utilisé pour I'analyse
bidimensionnelle ne peut pas intégrer de solution chargeant négativement
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les protéines, puisque le principe de cette démarche est de les séparer
selon leur point isoélectrique (et secondairement, selon leur masse
moléculaire). L'utilisation du tampon Laemmli est donc proscrite en 2D, et il
est remplacé par un tampon composé d’un détergent non-ionique : le
« CHAPS ». Les performances de solubilisation de ce tampon sont moindres,
de sorte que la richesse de I'extrait protéique qui est soumis aux conditions
de migration 2D s’en trouve réduite, grevant d'autant le potentiel
d’identification des protéines d’intérét.

Ainsi les approches mono et bidimensionnelles ont chacune des
avantages et des inconvénients. Notre protocole d’identification de
nouveaux biomarqueurs vise a révéler des profils de réactivités par
immuno-empreinte monodimensionnelle (IEMD en tampon « Laemmli »). Si
'IEMD cerne des profils de réactivités discriminantes intéressants, leurs
cibles sont identifiées par I'IPBDF (tampon « CHAPS») couplée a
I’ORBITRAP. Comme nous l'avons vu, ces deux approches ne garantissent
pas que la cible attendue soit bien dans le gel 2D et que la ou les cible(s)
révélée(s) ne soi(en)t pas le résultat de réactivités croisées. Pour pallier
cette difficulté, un arbre décisionnel est proposé pour guider le choix de la
technique la plus adaptée a I'identification de I'antigéne-cible (figure 26 ;
annexe 4). Dans cet arbre décisionnel est intégrée I'analyse de « sous-
protéomes » apres enrichissement des extraits protéiques par
fractionnement subcellulaire ou extraction protéique par des détergents
non conventionnels (N octyl glucoside, digitonine). Selon la compatibilité
entre les fractions protéiques recueillies et la possibilité de les analyser en
immunoprotéomique bidimensionnelle, I'analyse de la réactivité sérique
des sous-protéomes est envisagée par IPBDF, nanoLC-MS/MS directement a
partir de I'immuno-empreinte monodimensionnelle, ou des techniques 2D
alternatives.

Cette nouvelle démarche montre qu’il est envisageable d’identifier les
protéines, cibles potentielles de réactivités discriminantes, des 'approche
d’immuno-empreinte monodimensionnelle par I'approche nanoLC-MS/MS.
Quelle serait alors la place de I'approche 2D ? L'identification de cibles
d’intérét par nanolLC-MS/MS a partir d’une bande 1D pourrait
effectivement étre attrayante. Elle conduirait cependant a révéler par la
technologie de spectrométrie de masse tres sensible qu’est I’'ORBITRAP,
I’ensemble des protéines présentes dans ce mélange complexe que
représente une bande 1D (de I'ordre de 80 protéines différentes !). C’est
pour cette raison que I'approche d’IPBDF ne serait pas abandonnée dans
notre protocole. Elle présente en effet I'avantage majeur, par sa grande
capacité résolutive, de définir in fine un nombre limité de candidats
potentiels (inférieur a 10).

En conclusion, si les alternatives méthodologiques proposées n’offrent
pas la garantie totale d’identification d’un antigene cible d’intérét, elles
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constituent néanmoins une premiere étape nécessaire pour la sélection
d’antigenes candidats et instructive pour la compréhension des
événements physiopathologiques. Les résultats qu’elle propose restent
toutefois a valider par la mise en place de méthodes qui s’assureront de la
pertinence des antigenes révélés. Celles-ci peuvent faire appel aux
démarches conventionnelles d’immunodosages (ELISA, immunodot,
western blot...) réalisées a partir de larges cohortes de patients et de
témoins mais aussi aux méthodes innovantes utilisant les puces a protéines,
ou les approches de multiplexage sur billes. Ces dernieres permettront de
mieux intégrer la notion importante qui a été mise en valeur par ce travail
et qui souligne que c’est une combinaison de réactivités qui révele de fagon
plus performante les perturbations de I'homéostasie du systeme

immunitaire associées aux maladies auto-immunes.

Comment intégrer les notions de plasticité du répertoire autoréactif et
situer la place du répertoire naturel et/ ou adaptatif pour mieux
appréhender la signification des profils singuliers d’autoréactivité dans un
contexte pathologique ?

Dans le cadre de la démarche que nous avons jusqu’a maintenant mise
en ceuvre, nous avons d'abord considéré la valeur opérationnelle des
modifications du répertoire des Ac sériques. Nous avons ainsi confirmé son
intérét avec l'identification de nouveaux biomarqueurs de maladie et de
formes cliniques. Se pose toutefois la question de la signification de ces
modifications du répertoire. La caractérisation moléculaire des cibles
antigéniques discriminantes, qui doit étre nous |'avons vu, optimisée, n’a
pas apporté d’éléments de réponse. En revanche, I'analyse séquentielle des
profils dans les modéles expérimentaux et en pathologie humaine (avant et
apres traitement, étude au stade CIS de la SEP) s’est avérée tres instructive.
Dans un contexte expérimental, induisant une réponse inflammatoire
majeure, facilitant I'ouverture de la barriere hémato-encéphalique et/ou sa
traversée par des cellules immunocompétentes, nous avons observé des
répercussions précoces sur le répertoire autoréactif (Zephir et al. 2006). En
pathologie humaine, nous avons observé une stabilité relative du
répertoire, associée a un phénotype clinique inchangé apres traitement
(Almeras et al. 2005). Llinterprétation de ces premiers résultats est
néanmoins limitée par le court délai d’analyse. En revanche, une altération
précoce du répertoire est confirmée au cours du CIS. Ce profil prédictif de
SEP doit étre conforté sur une plus large cohorte de patients. Par ailleurs,
son étude peut étre complétée par deux autres approches instructives. Il
existe des circonstances de consultation, ou des patients ne souffrant
d’aucun symptome clinique présentent des lésions inflammatoires
évocatrices de démyélinisation en IRM encéphalique. Une analyse
séquentielle du répertoire autoréactif est en cours de développement dans
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ce contexte dénommé « Radiologic Isolated Syndrome » ou (« RIS »).
D’autre part, il existe des formes cliniques de SEP (RRMS) ayant des profils
évolutifs plus agressifs selon les individus. La encore I'analyse séquentielle
peut étre instructive, d'autant que dans les modeles expérimentaux, nous
avons noté l'addition ou la soustraction de réactivités, en lien avec des
événements protecteurs ou agressifs dans I'EAE (El Behi et al. 2007). Si nos
résultats plaident pour une plasticité du répertoire, nous ne pouvons définir
précisément le lien entre cette dynamique et I'émergence de processus
lésionnels. Le changement de réactivités serait-il la cause ou la
conséquence des événements pathogenes ? Pour progresser dans cette
réflexion, nous avons analysé I'évolution du répertoire autoréactif chez des
enfants vivant en zone d’endémie parasitaire. Les résultats acquis montrent
combien, cet environnement particulier conditionne la mise en forme du
répertoire auto-immun, et combien cette empreinte pése sur le risque
ultérieur de développement d’un neuropaludisme (Dassé et al. 2011). Enfin,
pour mieux appréhender la signification des changements du répertoire B
autoréactif, une étude dynamique de ’lhoméostasie lymphocytaire B a été
engagée au laboratoire dans les modeéles expérimentaux (Lee-Chang,
Lefranc, et al. 2011) et dans la SEP (Lee-Chang, Top, et al. 2011; Lee-Chang,
Zéphir, et al. 2011). Une altération de la distribution des populations
lymphocytaires B met en exergue une diminution significative affectant les
cellules B régulatrices (B transitionnelles T2 dans la SEP). En complément de
ces premiers résultats des études sur les relations phénotypes-fonctions
des sous populations des lymphocytes B dans différentes maladies auto-
immunes ont été proposées. Outre les modifications dynamiques du
répertoire, nous nous interrogeons sur la place prise par les Ac naturels
dans la mise en forme de 'empreinte. Les données de la littérature plaident
pour I'hypothése d’une implication partagée de la réponse immune innée
et de la réponse immune adaptative dans la mise en forme du répertoire
autoréactif des Ac circulants évaluée selon notre protocole. Dans le modele
exemplaire d’une altération de l'autoréactivité T dépendante tel que
I’APECED, nous avons mis en évidence des modifications significatives du
répertoire des Ac de classe IgM, dont la production est surtout T
indépendante. D'autres isotypes, notamment les IgA, aussi impliqués dans
les réponses innées, seront évalués. Ces résultats ouvrent de nouvelles
perspectives sur le réle potentiel de signaux de I'immunité innée (role des
TLR ?) dans l'altération du répertoire B autoréactif. En complément des
études phénotype-fonction des B précédemment évoquées, nous nous
proposons d’apprécier les effets de I'engagement de ces récepteurs de
'immunité innée sur la réponse (auto ?)Ac de chacune de ces sous-
populations. Ce projet bénéficie du soutien de notre Université (Appel
d’offre Université de Lille 2, année 2012).
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La méthode qui a été mise en ceuvre dans notre laboratoire, ouvre des
perspectives intéressantes. Elle a permis l'identification de nouveaux
biomarqueurs diagnostiques et pronostiques de maladies auto-immunes
qgue nous espérons valoriser en pratique quotidienne. Elle souligne,
néanmoins, la difficulté d’interprétation d’une empreinte qui traduit
I'intrication de nombreux événements individuels. En effet I'analyse des
perturbations du répertoire des Ac sériques montre qu’il est possible de
révéler des anomalies de distribution des réactivités immunitaires
partagées par un groupe homogene d’individus porteur d’'un méme
phénotype pathologique (signature ?). Toutefois, I'approche menée en vue
de l'identification des cibles de ce dysfonctionnement n’a pas permis de
révéler les antigénes-candidats dont la participation immédiate aux
processus physiopathologiques semble évidente. Ce résultat pose la
guestion de leur pertinence physiopathologique. Les cibles jusqu’a
maintenant identifiées sont-elles de réels acteurs de la pathogenese des
processus auto-immuns ou des témoins indirects d’une dérégulation
beaucoup plus complexe? La caractérisation précise des cibles
antigéniques, qui a conduit a dimportants investissements
méthodologiques au laboratoire, peut offrir des pistes de réflexions
fécondes pour I'avenir.
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Figure 23 : Principes méthodologiques de I'lPBDF
A] Selon [I'approche d’immunoprotéomique bidimensionnelle conventionnelle (ou en
chimiluminescence, « IPBDC »), deux gels sont nécessaires : un (A1) pour la coloration au bleu
de Coomassie colloidal (BCC), un autre permettant la génération des membranes de PDVF qui
permettront (A2) le repérage des protéines par des Ac commerciaux facilitant le repérage des
déformations, et (A3) I’analyse des profils de réactivité du sérum d’intérét.
B] Avec l'utilisation de marqueurs fluorescents dans le cadre de I'lPBDF, un seul gel est
désormais réalisé : les protéines cibles des réactivités sont marquées par le fluorophore vert.
Elles sont transférées sur une membrane pour les immuno-empreintes réalisées en présence
simultanée des Ac commerciaux (et utilisés pour le repérage dans le gel) et le(s) sérum(s)
d’intérét. Les Ac secondaires permettant de révéler les Ac commerciaux et les IgG sériques du
patient sont incubés ensemble avec un Ac anti-espéce (pour révéler les Ac commerciaux, et
couplé a 1 fluorophore rouge (AF647)) et un Ac anti-lgG humaines couplée a la peroxydase,
révélé par une trousse commerciale (ECL plus) fluorescence bleu).
Si une distorsion survient dans le gel, elle concerne toutes les « couches » (le gel et les 3
cartes qui peuvent étre générées). La superposition des différentes couches entre-elles, est
grandement facilitée par I'utilisation des 3 canaux de fluorescence et permet un repérage
exact de la protéine cible de la réactivité jugée intéressante.
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- UniProt entry name
1 ACTB_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
2 ADK_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
3 AL9AL HUMAN | Profil de réactivité sérique | _IPBDC Maldi-TOF-TOF
4 ANXA7_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
5 ARP2_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
3 CTBP1_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
Profl de réactivité sérique + | IPBDC+ | Maldi-TOF-TOF +
7 EFIG_HUMAN VAbs 1PBDF ORBITRAP.
9 EIF3H_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
Profl de réactivité sérique + | IPBDC+ | MaldiTOF-TOF +
i ENOA_HUMAN WAk 1PBDF ORBITRAP.
11 ENOF1_HUMAN MADs 1PBDF ORBITRAP
12 GDIA_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
P - e
P o | ot deréactte srique + [ 1paDC Mald-Tor-Tor
12 GSHB_HUMAN Profl de réactivité sérique | _IPBDC Maldi-TOF-TOF
15 hnRNP_HUMAN | Profil de réactivité sérique | _IPBDC Maldi-TOF-TOF
16 hnRNP_HUMAN | Profil de réactivité sérique | _IPBDC Maldi-TOF-TOF
17 IF4A3_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
18 LA_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
19 METK2_HUMAN MADs 1PBDF ORBITRAP
20 ODPA_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
Profl de réactivité sérique + | IPBDC+ | Maldi-TOF-TOF +
2 PA2GA_HUMAN s 1PBDF ORBITRAP
2 PCBP1_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
2 PCBP2_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
2 PSD11_HUMAN MADs 1PBDF ORBITRAP
25 PTER_ HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP Sérum WILMA 1,
26 PTNL_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP - Accommercialan
[E] 27 PURAZ_HUMAN MAbs 1PBDF ORBITRAP
28 RUVE2 HUMAN | Profil de réactivité sérique | _IPBDC Maldi-TOF-TOF
Profil de réactivité sérique + | IPBDC+ | MaldiTOF-TOF +
2 SYWCHUMAN VAbs 1PBDF ORBITRAP
30 TCPB_HUMAN Profil de réactivité sérique | _IPBDC Maldi- TOF-TOF,
31 Profil de réactivité sérique | _IPBDC Maldi-TOF-TOF
B X Profil de réactivité sérique | _IPBDC Maldi-TOF-TOF

Figure 24 : Démarche IPBDF visant a repérer la cible antigénique des Ac anti-SS-A/Ro 52.
[A] Immuno-empreinte monodimensionnelle visant a repérer la bande de réactivité anti-SS-
A/Ro 52 avec un immun sérum commercial (« pABs »), et3 sérums de patients (1,2,3).
[B] Gels de séparation 2D et [C] membranes d’immuno-empreinte bidimensionnelles avec les
mémes sérums (canal rouge pour le sérum commercial, canal bleu pour un sérum de patient).
[D] Prélévement des spots dans la région de pl et de poids moléculaire susceptible de contenir
la cible attendue (I'antigene SS-A/Ro 52).
[E] Identification des spots prélevés par spectrométrie de masse MALDI-TOF-TOF et/ou
ORBITRAP. Aucun prélevement n’a conduit a identifier la cible attendue alors que les
prélévements ont été guidés par IPBDF.
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RO52_HUMAN

52 kDa Ro protein (Sjoegren syndrome type A antigen) (SS-A) (Ro(SS-A)) (52 kDa ribonucleoprotein autoantigen Ro/SS-A) (Tripartite

motif-containing protein 21) (RING finger protein 81)
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241 lellgeviiv lerseswnlk dlditspelr svchvpglkk mlrtcavhit ldpdtanpwl
301 i1 sed.rrgvr lgdtggsipg vligaghfhsg khywevdvtg keawdlgvcr
361 dsvrrkghfl 1lssksgfwti wlwnkgkyea gitypgtplhl gvppcqgvgif ldyeagmvsft
421 ynitdhgsli ysfsecaftg plrpffspgf n@pl tlcplnigsg gstdy

Protéine % de similitude

— HNRNP H1/H2/F 32.4%
—_— HSP71 24.6% D Régions non appariées avec I'ensemble des Ag reconnus par le sérum
— LMNB1 24.6%

DJB11 18.5%
— ENOA 15.8%

ATPB 10.9%

% global de similitudes de ces 6 protéines avec RO52 = 69.3% (% global —toutes protéines reconnues dans la zone de RO52 = 89.1%)

Figure 25 : Antigéne SS-A/Ro 52, cible de réactivités croisées.

Séquence peptidique de 'antigéne SS-A/Ro 52, présentant des similitudes de séquences avec
différents auto-antigenes exprimés au sein des cellules HEp2 (tableau en bas a gauche de la
figure). Les séquences partagées sont soulignées de traits de différentes couleurs en fonction
des Ag qui présentent ces similitudes de séquence. Parmi ces Ag on retrouve I'alpha-énolase
et I’'HSP71 (par exemple). Si on analyse et compare toutes les séquences des protéines qui
peuvent étre la cible de la réactivité d’un sérum de malade comprenant des Ac anti-SS-A/Ro
52, c’est 90 % de la séquence antigénique de I'Ag SS-A/Ro 52 qui présente des épitopes
partagés, sources potentielles de réactivités croisées. Les séquences encadrées d’un trait
rouge sont les seules qui ne présentent pas (selon notre analyse) de similitudes épitopiques.
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Figure 26: Différentes alternatives d’immunoprotéomique pour lidentification des
antigénes-cibles de réactivités discriminantes.
L’IPBDF est privilégiée du fait de sa grande capacité résolutive. Si la démarche pas a pas
conduit a constater la perte du différentiel de réactivités entre les groupes des alternatives

sont proposées. Elles font appel a I'analyse du sous-protéome et caractérisation des antigenes
cibles par la technique de nano-LC-MS, ou par le biais de I'IlPBD en condition native.
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Approche immunoprotéomique :
Valeurs et limites pour I'identification de réactivités
discriminantes d’anticorps auto-immuns

Sylvain Dubucquoi, institut d’Immunologie, CHRU de Lille
EA 2686, homéostasie lymphocytaire, Faculté de Médecine, Université Lille Nord de France

Résumé:

Dans le cadre du diagnostic biologique des maladies auto-immunes, les auto-anticorps sont généralement recherchés par des méthodes qui
utilisent des antigenes (ou peptides) présélectionnés. De telles techniques ont des limites qui pourraient étre contournées par de nouvelles
approches. Dans le premier temps de ce travail, nous rapportons I'intérét d’évaluer les réactivités d'auto-anticorps vis-a-vis de cibles modifiées
par des processus post traductionnels, comme la citrullination dans le cadre diagnostique de la polyarthrite rhumatoide. Cette approche ne
peut toutefois pas étre transposée a toutes les pathologies auto-immunes, et notamment la sdérose en plaques. Dans un deuxieme temps,
notre démarche s’est élargie a I'analyse globale de la réactivité des immunoglobulines G sériques dirigée contre différents extraits d’antigénes
tissulaires, notamment issus du cerveau. Malgré la grande hétérogénéité des réponses interindividuelles, il a été possible d’observer des profils
de réactivités distinguant les sujets sains de patients souffrant de différentes pathologies a composantes auto-immunes. Cette signature
sérologique permet également de distinguer les profils auto-immuns associés a différentes maladies et méme de distinguer leurs formes
cliniques. Dans le modele expérimental développé au laboratoire, nous avons observé que des modifications de ces profils apparaissent de
fagon précoce et peuvent étre liées a une évolution péjorative ou favorable de la maladie auto-immune. Ces résultats ont été confirmés dans la
sclérose en plaques, ou I’étude menée chez des patients ne présentant qu’un syndrome clinique isolé, a montré que les profils de réactivité
sérique des 1gG sont déja marqués de I'empreinte de la maladie qui se révelera cliniguement en moyenne trois ans plus tard. De fagon
intéressante, d'autres travaux ont montré que le répertoire des IgM pouvait également étre perturbé au cours d’'un processus auto-immun
dont la pathogénie repose sur un dysfonctionnement des lymphocytes T (syndrome APECED). Ces résultats suggerent que des mécanismes T
dépendants mais aussi Tindépendants pésent sur la constitution et I’entretien du répertoire auto-immun pathologique.

Pour identifier les cibles des réactivités discriminantes révélées par cette premiere approche, nous avons développé une technique de
caractérisation moléculaire faisant appel a la technique immunoprotéomique. Alors que les pathologies humaines et les modeles animaux
étudiés sont principalement des pathologies spécifiques d’organe, les antigenes tissulaires qui ont été identifiés comme cibles des réactivités
spécifiguement associées a ces pathologies sont des antigenes ubiquitaires, et non des antigénes spécifiques d’organe. Ces résultats posent la
question de I'implication réelle de ces cibles dans la physiopathologie des maladies auto-immunes. lls illustrent également Iimpérative
nécessité de connaftre les limites des résultats apportés par les méthodes d'immunoprotéomique.

La caractérisation de la signature sérologique d’un processus pathologique, au travers de I’analyse des perturbations globales des réactivités
sériques qui lui sont associées, offre des perspectives intéressantes tant en termes de prise en charge du patient qu'en termes de
compréhension physiopathologique des maladies auto-immunes. Elle pourrait aboutir a d'utiles débouchés thérapeutiques. Ces attentes
justifient pleinement I'investissement qui a été mis en place par notre laboratoire dans le cadre de sa validation méthodologique.

Abstract :

In autoimmune diseases, specific autoantibodies detected in patients’ sera are usually investigated by techniques using purified self-antigens
and/or relevant peptides from preselected targets. Such a restrictive view may be overcome by using new biological techniques to improve the
diagnostic procedure. In a first step, we evaluated the impact of slight changes in target self-antigens related to post-translational
modifications, such as citrullination. In view of the weak results obtained, we further focused on some properties of the humoral response. We
studied the global self-reactive IgG antibody patterns against a large panel of antigens derived from different target tissue extracts, especially
brain antigens. Despite inter-individual differences, some reactivities allowed us to discriminate between the immune profiles of healthy
individuals and those of patients. The self-reactive footprints can also differentiate distinct autoimmune diseases and their clinical forms. When
we induced experimental autoimmune diseases, dynamic changes occurred at the early phases with significant patterns related to pathogenic
or protective events. A pathological distortion of the self-reactive antibody repertoire was also found in clinically isolated syndromes predictive
of multiple sclerosis. Despite the predominant organ-specific symptoms in the clinical and experimental situations studied, discriminant self-
IgG reactivities mostly involved ubiquitous antigens rather than organ specific targets. Interestingly, discriminant IgM reactivities targeting both
tissue-specific and ubiquitous antigens were also specifically observed in a T-dependent autoimmune disease (autoimmune
polyendocrinopathy syndrome), suggesting that T-cell-dependent but also T-cell-independent mechanisms might be involved in pathological
changes in the self-reactive repertoire. Although these footprints have allowed the identification of useful new biomarkers, their
pathophysiological relevance remains to be defined. The molecular characterization of specific antigenic targets in autoimmune disease is a
critical step towards understanding the pathological mechanisms and developing useful diagnostic and therapeutic tools. In this perspective,
we emphasize the need for accurate methodological approaches. Our analysis of self-reactive footprints highlights the potent role of
complementary events related to putative dysfunction in the innate/natural immune response in autoimmune diseases.
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