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1. Les Lymphocytes B régulateurs  

1.1 Les évènements marquants de l’histoire du Breg 

La découverte des lymphocytes T régulateurs (Tregs) pouvait laisser entrevoir l’existence 

de lymphocytes B régulateurs (Bregs). Alors que le lymphocyte T n’est sollicité que tardivement, 

une fois l’antigène (Ag) scindé en peptides, le lymphocyte B (LB), grâce à son récepteur de 

membrane B cell Receptor (BCR), capte l’Ag rapidement sous sa forme native. Il aurait pu donc 

être prédit que les Bregs intervenaient plus tôt que les Tregs (Mauri et al. 2008).  

Tout commence dans les années 50, d’une observation selon laquelle certains déficits 

immunitaires B étaient associés à des manifestations d’auto-immunité (cytopénies) 

(Cunningham-Rundles 2011). En 1974, Kartz et collaborateurs concrétisent un peu plus cette 

relation et démontrent que la déplétion du compartiment B dans une préparation de splénocytes 

annule la capacité d’inhiber la réponse d’hypersensibilité retardée dans le cochon d’Inde lors de 

son transfert adoptif (Katz et al. 2006). C’est ainsi qu’une première conclusion d’une régulation 

de la fonction T par des LB suppresseurs est clairement apportée. Il s’en est suivi des études 

montrant que le transfert adoptif de LB activés par un antigène aboutit à un état de tolérance dans 

des souris receveuses naïves, en favorisant notamment, la différenciation de LT suppresseurs 

(L'Age-Stehr et al. 1980, Shimamura et al. 1984). 

En 1983, Kennedy et Thomas, en réalisant un transfert adoptif de splénocytes pré-stimulés 

par un complexe immunoglobuline Ig Dinitrophenyl humaine, vont évoquer une différenciation 

de LB régulateurs spécifiques de l’antigène capable d’empêcher une réponse immunitaire 

secondaire anti-hapten (Kennedy et al. 1983). Malgré toutes ces observations encourageantes de 
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l’époque, le rôle suppresseur des LB dans la régulation immunitaire sera négligé durant une 

décennie encore. Il a fallu attendre 1996 grâce aux travaux publiés par Wolf Janeway et ses 

collègues pour réellement mettre en évidence cet effet Breg dans les maladies auto-immunes 

(Wolf et al. 1996). Ils observent que les souris déficientes en LB, immunisées avec de la protéine 

basique de la myéline (MBP) dans un adjuvant complet de Freund’s sont atteintes d’une forme 

plus sévère d’Encéphalite Expérimentale Auto-immune (EAE) sans rémission spontanée 

habituelle en comparaison avec les souris sauvages. Cette observation va susciter de nombreux 

travaux démontrant de plus en plus ce rôle Breg chez la souris.  

Fillatreau, Anderson et collaborateurs démontrent que l’exacerbation de l’EAE dans les 

souris μMT est la conséquence spécifique d’une déficience en LB producteurs d’IL-10 (Fillatreau 

et al. 2002). Mizoguchi et Bhan, vont être les premiers à véritablement adopter le terme de B 

régulateurs pour les cellules B affichant des propriétés inhibitrices (Mizoguchi et al. 2002, 

Mizoguchi et al. 2006). Ils rapportent que la déficience B dans des souris atteintes d’une colite 

spontanée conduit à un début précoce de la maladie avec une exacerbation de l’inflammation 

intestinale. Au départ, ils s’accordent à penser à une protection dépendante des anticorps (AC) 

puisqu’ils observaient qu’une injection d’Ig purifiés de souris déficientes en TCR α atténuait la 

colite dans les souris μMT receveuses. Finalement, ils démontreront que des Bregs se 

différencient dans un environnement inflammatoire chronique. Ces LB affichent une singularité 

phénotypique avec une forte expression de CD1d, produisent de l’IL-10 et suppriment la 

progression de l’inflammation intestinale. Ces Bregs régulent à la baisse directement la cascade 

associée à l’inflammation, par une activation de l’IL-1β et de la voie STAT-3. Finalement, on sait 

aujourd’hui que leur première conclusion n’est pas totalement à exclure grâce aux travaux de 

Maseda et de son équipe. Nous savons aujourd’hui que les Bregs producteurs d’IL-10 sont 
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transitoires puisqu’ils se différencient in vivo en plasmablastes à fort potentiel régulateur 

producteurs d’IgG et d’IgM (Maseda et al. 2012).  

Mauri et collaborateurs est une équipe qui a grandement apportée à nos connaissances 

actuelles du Breg, aussi bien chez la souris que chez l’Homme. Ils démontrent une fonction 

suppressive des LB producteurs d’IL-10 dans l’arthrite induite par le collagène (CIA) (Mauri et 

al. 2003). En 2014, ils évoquent une interdépendance des manifestations inflammatoires de 

l'arthrite sur le microbiote intestinal commensal. Le microbiote intestinal induirait la production 

de cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-6 par les cellules dendritiques et les macrophages. 

Ces derniers favorisent à la fois la différenciation Th17 et la survenue de l’arthrite (Wu et al. 

2010, Shaw et al. 2012). Ces mêmes signaux par le microbiote induisent la différenciation des 

Bregs. Comme si le microbiote permettait aux Bregs de devenir fonctionnellement suppressifs et 

les chargerait dans un second temps à supprimer l'arthrite induite par un antigène (Rosser et al. 

2014). Le microbiote intestinal favoriserait donc à la fois une réponse pro-inflammatoire et une 

réponse régulatrice. C’est un équilibre auquel concède notre système immunitaire afin de 

rapidement éliminer l’infection tout en étant capable de réduire au minimum les dommages 

collatéraux inflammatoires.  

D’autre part, les résultats des modèles expérimentaux ont depuis confirmé que la 

déplétion en LB pouvait paradoxalement induire des allergies (asthmes, eczéma) ou des maladies 

auto-immunes (EAE, colites, cirrhoses biliaires, arthrites, diabètes), qui seraient corrigées par 

l’apport de LB syngéniques (Noh et al. 2011). Par exemple, dans le lupus, les effets décevants du 

rituximab pourraient provenir du fait que l’effet bénéfique de la déplétion des LB effecteurs soit 

associé à la déplétion simultanée de Bregs (Jamin et al. 2008). De ce fait, on sait aujourd’hui que 
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ces dernier sont déjà moins nombreux dans le lupus à l’état basal (Blair et al. 2010), (Lemoine et 

al. 2011), (Gao et al. 2014). 

 En plus du rôle des Bregs dans le contrôle de l’inflammation auto-immune largement 

documenté grâce au modèle murins. Chez l’Homme, il y a de plus en plus d’arguments en faveur 

d’une signature Breg dans divers modèles de tolérance telles que la transplantation, la grossesse, 

la tolérance à long terme des apiculteurs au venin d’abeille ou encore des infections par un 

parasite extracellulaire comme les helminthes (Correale et al. 2008) (Newell et al. 2010) (Pallier 

et al. 2010) (Rolle et al. 2013); (van de Veen et al. 2013).  

En conclusion, les Bregs peuvent être considérés comme des régulateurs clés dans 

plusieurs états pathologiques grâce à leur production d’IL-10. L’IL-10 est largement utilisé pour 

se substituer à un potentiel marqueur de Breg dans de nombreuses études. Cependant, il est 

important de ne pas oublier que l’IL-10 produit par les LB peut aussi agir de manière autocrine 

comme facteur de survie et de croissance. Par conséquent, très vite une recherche approfondie 

d’un phénotype caractéristique est envisagée par les spécialistes du Breg. Tandis que la quête à 

l’identification d’un unique marqueur de la population Breg continue, les nombreuses 

investigations entreprises ces 10 dernières années ont révélé qu’aucun marqueur ne définit de 

façon spécifique un Breg aussi bien chez l’Homme que chez la souris. Les données disponibles 

dans la littérature à ce sujet sont résumées dans la prochaine partie et suggèrent que le Breg n’est 

pas une seule et unique population homogène mais que plusieurs sous-types peuvent être 

identifiés avec des population qui partagent des caractéristiques avec aussi bien les LB immatures 

naïfs que les LB matures ou encore mémoires. 
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1.2 Les multiples facettes du Lymphocyte B régulateur 

Depuis la première description du Breg en 2002 par Mizoguchi (Mizoguchi et al. 2002) 

jusqu’à ce jour; le phénotype Breg n’a pas été clairement défini. Aucun marqueur ne le détermine 

de façon spécifique et certaine, aussi bien chez l’Homme que chez la souris. Tout compte fait, les 

données disponibles dans la littérature suggèrent que le Breg n’est pas une seule et unique 

population homogène mais que plusieurs sous types de LB peuvent être discriminés selon les 

différentes conditions inflammatoires établies. (Tableau1) Dans cette partie nous allons décrire 

les divers phénotypes de Bregs murins et humains rapportés dans littérature.  

1.2.1  Le Breg chez la souris 

Depuis les années 2000, plusieurs sous-populations de LB ont été identifiées comme Breg 

chez la souris, chacune avec un ensemble de marqueurs de surface. Mizoguchi en 2002 a décrit 

une population régulatrice de LB splénique CD21 inter CD23+ CD1d+ (Mizoguchi et al. 2002). Par 

la suite, l’équipe de Claudia Mauri (Evans et al. 2007) a décrit une population avec un phénotype 

de LB transitionnels précurseurs de la zone marginale (T2 - MZP). Cette population  CD21Fort 

CD23Fort IgM+ est identifiée comme responsable de la régulation dans un modèle d’arthrite 

induite par le collagène. Ce phénotype va être confirmé dans un autre modèle murin d’arthrite 

(Carter et al. 2011) puis de lupus (Blair et al. 2009). Une autre équipe (Watanabe et al. 2007) a 

définit en 2007 la population régulatrice comme provenant de la zone marginale de la rate et 

exprimant les marqueurs  CD21High CD23faible. L’année suivante en 2008 a été marquée par la 

découverte des LB dits B10 dont le phénotype, à ce jour bien établi de Breg producteurs d’IL-10 

est CD5+ CD1dfort (Yanaba et al. 2008). 
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1.2.2  Les B10 chez la souris  

Chez la souris, les Br1 ou «B10» sont surtout présents dans la rate et la cavité péritonéale 

mais peuvent être détectés dans le sang où ils représentent 1 % à 3 % des LB. Les B10 (Yanaba 

et al. 2009) sont définis par leur fonction c’est-à-dire par leur capacité à sécréter des quantités 

importantes d’IL-10. La recherche du phénotype des LB producteurs d’IL-10 dans la souris fut 

posée en utilisant une approche constant à déterminer le phénotype des LB qui pourraient, après 

purification et stimulation in vitro, exprimer de l’IL-10. Cette stratégie a permis d’identifier une 

petite population de LB CD1dfort CD5+ qui représente 15 à 20 % des cellules de la souris 

C57BL/6. Cette sous population partage des marqueurs de surface communs avec un ensemble de 

sous-populations de LB bien définie phénotypiquement tels que les B1-a CD5+, les LB de la zone 

marginale CD1dfort CD23- IgMfort et les précurseurs B T2 de la zone marginale CD1dfort CD23+ 

IgMfort qui incontestablement contiennent tous des B10 et des précurseurs pro-B10 (Mizoguchi et 

al. 2006, Serra et al. 2006, Matsushita et al. 2008, Yanaba et al. 2008). Les B10 chez la souris 

sont principalement IgDfaible IgMfort (moins de 10% co-expriment l’isotype IgG ou IgA) et ils 

peuvent se différencier en cellules productrices d’AC poly réactifs ou d’isotypes IgM ou IgG 

spécifiques de l’Ag (Maseda et al. 2012).  

1.2.3 Les B régulateurs TIM-1+ 

L’équipe de Ding en 2011 a tenté d’identifier un marqueur de surface dominant des B10 

compétents. Ils ont montré que les LB IL-10+ sont enrichis dans le compartiment des LB 

exprimant la molécule de co-stimulation T cell Ig domain and Mucin domain protein 1 (TIM-1) 

et que les LB TIM-1+ sont enrichis dans le compartiment CD1dfort CD5+.  Seuls les LB TIM-1+ et 

non pas les LB TIM-1- peuvent transférer la tolérance dans l’allogreffe (Ding et al. 2011). 
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Cependant les LB IL-10+ ont été aussi présents dans le compartiment TIM-1- et les LB TIM-1+ 

également présents dans le compartiment non CD1dfort CD5+. 

Les LB TIM-1+ sont 8 à 20 plus enrichis en IL-10 en comparaison avec toutes les autres 

sous-populations de LB et 70% des LB IL-10+ sont TIM-1+. TIM-1 à défaut d’être un marqueur 

caractéristique du Breg pourrait représenter un marqueur inclusif pour les Bregs IL-10+ (Ding et 

al. 2011). Cependant, le marquage intracellulaire de l’IL-10 cytoplasmique s’avère finalement la 

seule manière à ce jour d’objectiver l’ensemble de la sous population de LB IL-10 compétent.  

L’expression de TIM-1 reflète un état particulier d’activation B puisque cette molécule 

peut être induite dans des cellules TIM-1- suite à une stimulation in vitro. Ainsi, les LB TIM-1- 

peuvent réguler à la hausse l’expression de TIM-1 in vivo dans les souris receveuses suite à leur 

transfert adoptif (Ding et al. 2011). Ce qui suggère que les LB TIM-1- peuvent acquérir la 

capacité à exprimer TIM-1 et l’IL-10 sous des stimulations appropriées et par conséquent c’est un 

contre-argument à l’existence d’une sous-population régulatrice unique et innée. De récents 

travaux ont identifié une stimulation impliquée dans la production d’IL-10 par les B TIM-1+. Le 

domaine mucine de TIM-1 jouant le rôle de récepteur de la phosphatydyl sérine des cellules 

apoptotiques, la fixation des corps apoptotiques au récepteur mucine TIM-1 sans nécessité 

d’internalisation induit la production d’IL-10 dans les LB TIM-1+ (Yeung et al. 2015) (Xiao et al. 

2015).  

1.2.4 Les B régulateurs IL-35+ 

Deux études complémentaires ont récemment identifié les LB IL-35+ aussi bien comme 

inducteurs que médiateurs de la fonction Breg. Wang et collaborateurs ont montré que cette 

cytokine induit des Bregs qui secrètent à la fois de l’IL-10 et de l’IL-35 (Breg IL-35+). L’IL-35 

joue un rôle dans la régulation de l’inflammation dans un modèle murin d’auto-immunité 
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oculaire (EAU) et l’absence de production d’IL-35 par les LB dans les souris augmente la survie 

après infection par Salmonella enterica serovar Typhimurium (Wang et al. 2014). 

Pour tester l’importance de l’IL-35 in vivo, Shen et collaborateurs ont induit l’EAE dans 

un modèle de souris dont les LB sont déficients en chaine P35 ou EBi3 de la cytokine IL-35. Ils  

constatent une aggravation importante de l’EAE associée à une protection renforcée contre la 

septicémie induite par Salmonella Enterica serovar Typhimurium en comparaison à celle 

observée dans les souris sauvages. Ces résultats viennent compléter le rôle de l’IL-35 décrit à la 

même période par Wang et collaborateurs et confirment l’importance de IL-35 dérivée du LB 

dans la régulation de l’inflammation in vivo (Shen et al. 2014). Dans le modèle d’infection à 

Salmonella, la production d’IL-10 et d’IL-35 est presque totalement restreinte aux plasmocytes 

CD138+, un marqueur qui n’a pas été exploré par Wang et collaborateurs. En revanche, les deux 

études mettent en avant un enrichissement en IL-35 au sein de la population LB exprimant CD1d 

et TIM-1 suggérant un phénotype qui se chevauche.  

De manière intéressante, les T2-MZP des souris déficientes en P35 ont une fonction 

régulatrice normale ce qui suggère que la fonction suppressive de cette sous-population de Breg 

n’est pas liée à la production d’IL-35 (Vasconcellos et al. 2011). 

Une différence majeure entre les deux études citées plus haut est la relation de l’IL-35 et 

de l’IL-10 dans la fonction régulatrice.  Shen et collaborateurs ont remarqué qu’au niveau du pic 

d’expansion des Bregs, les LB exprimant l’IL-35 représentent environ 3% des plasmocytes 

CD138+ alors que les cellules exprimant l’IL-10 sont estimées à 12% de cette population et une 

faible population de plasmocytes exprime à la fois l’IL-35 et l’IL-10. Wang et collaborateurs 

suggèrent que l’IL-35 dérivée des LB représente une part régulatrice importante indépendante de 
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l’IL-10. Ils ont de plus présenté des résultats préliminaires chez des individus sains, indiquant que 

l’IL-35 induit aussi de l’IL-10 dans les LB chez l’Homme.  

Ces études sur l’IL-35 dérivée des LB sont comparables aux données existantes sur les LT 

pour lesquels cette cytokine est à la fois produite par les Tregs et inductrice de Tregs (Collison et 

al. 2007, Collison et al. 2010). Sachant que les Bregs IL-35+ peuvent induire des Tregs, il pourrait 

y avoir une boucle de rétrocontrôle entre les Tregs et les Bregs qui serait dépendante de l’IL-35, 

consentant à potentialiser la réponse immunosuppressive.  

Après plus de 10 années de focalisation sur l’IL-10 comme inducteur d’une 

immunosuppression médiée par les LB, l’identification de cette nouvelle sous population Breg 

IL-35+ suscite plus de questions encore qu’elle ne permet d’apporter de réponses à cet univers de 

plus en plus complexe du Breg. Notamment, la question de son appartenance ou non à la même 

sous population Breg IL-10+ précédemment décrite.  

1.2.5 Les B10 (Br1) chez l’Homme 

Chez l’Homme 0,6 % des LB du sang périphérique aurait une fonction de Br1 (B10) mais 

5 % aurait la capacité de se transformer en Br1 (proB10), en particulier les CD24fort CD27+ (Iwata 

et al. 2011). Le pourcentage de Br1 peut augmenter à 15 % pour les LB CD19faible CD5+ mais ces 

cellules ont alors une tendance plus marquée à l’apoptose (17% versus 4 % pour les autres 

lymphocytes B) (Lee et al. 2011).  

Une autre étude a montré que les B10 ne relèvent d’aucune des sous-populations de LB 

définies plus haut mais seraient plutôt dans le compartiment CD27+ et CD38fort (Bouaziz et al. 

2010). L’expression du CD27 est un marqueur qui caractérise les LB mémoires bien que certains 

LB mémoires puissent être CD27- (Klein et al. 1998, Agematsu et al. 2000, Sanz et al. 2008). Les 

proportions des sous-populations de LB CD27+ peuvent également être augmentées au cours des 
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maladies auto-immunes et ont été proposées comme marqueur de l’activité de ces maladies 

(Klein et al. 1998, Agematsu et al. 2000, Sanz et al. 2008). 

Iwata et son équipe identifient également sur les B10 humains la présence des molécules 

CD48 et CD148 (Iwata et al. 2011). CD48 est un marqueur d’activation du LB (Yokoyama et al. 

1991) et CD148 est considéré comme un marqueur des LB mémoires humains (Tangye et al. 

1998). La conclusion de Iwata est que le phénotype CD24fort CD148+ des B10 et des précurseurs 

pro-B10 pourrait indiquer leur sélection dans le compartiment de LB mémoires durant le 

développement ou bien pourrait représenter une sous-population LB distincte qui partage des 

marqueurs de surface communs avec les LB mémoires. Sachant que la capacité de prolifération 

des B10 humains dans le sang en réponse à une stimulation par un mitogène est plus forte que 

celle des autres LB, les auteurs y voient un argument supplémentaire en faveur d’un phénotype 

mémoire du Breg chez l’Homme (Iwata et al. 2011). 

Comme observés dans les B10 de la souris (Yanaba et al. 2009), les LB transitionnels 

humains sont rares (2 à 3% des LB) dans le sang d’un adulte. Ils sont caractérisés par le 

phénotype CD10+ CD24fort CD38fort et sont également CD27- (Klein et al. 1998, Agematsu et al. 

2000). Puisque l’expression du CD10 est un marqueur bien admis pour déterminer les cellules 

qui appartiennent au compartiment des LB transitionnels (Wardemann et al. 2003), sa présence 

suggère que ces cellules n’ont pas nouvellement migré de la moelle osseuse. En résumé, les B10 

humains partagent des caractéristiques phénotypiques avec d’autres sous-populations de LB mais 

actuellement il n’existe pas de marqueur phénotypique connu exclusif des B10. 

Notre équipe a montré que tout LB humains stimulés de façon adéquate sont capables de 

produire de l’IL-10 et qu’après activation ces LB ont un phénotype de cellules activées IgD+ 

CD38fort CD24fort CD5fort  (JLemoine et al. 2011). Snir et collaborateurs rapportent eux que seuls 
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les LB exprimant fortement le CD25 (B CD25fort) pourraient être des Bregs synthétisant de 

grandes quantités de TGF-β (Snir et al. 2011).  

L’expression du CD5 par les LB humains correspond à un état d’activation, mais ne 

permet pas de définir une population particulière dans l’ontogénie B, à la différence du CD5 

murin qui définit une population de LB non conventionnels dits B1 (Youinou et al. 1999). Cette 

observation est en faveur de l’acquisition du phénotype et de la fonction Breg par n’importe quel 

LB plutôt qu’en faveur du caractère inné. Allant dans ce sens une récente étude rapporte que les 

Bregs sont enrichis dans les B CD24fort CD27+ et dans une sous-population de plasmablastes 

CD24-CD27fort CD38fort. La différenciation in vitro des LB humains en plasmablastes et 

plasmocytes augmente le nombre de LB producteurs d’IL-10. Les patients présentant une maladie 

du greffon contre l’hôte GVHD chronique après une transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques ont une baisse du nombre de Bregs et de plasmablastes producteurs d’IL-10 

proportionnelle à la sévérité de la GVHD (de Masson et al. 2015).  

Cependant, tout n’est pas clair. Chez les patients greffés tolérants sans traitement 

immunosuppresseur, il a été rapporté une expansion de LB non effecteurs dans le sang 

périphérique (Newell et al. 2010), (Silva et al. 2012). De surcroit, dans l’une de ces études, les 

patients présentent une expansion de la proportion de B naïfs / B transitionnels qui partagent 

plusieurs similarités phénotypiques avec les Bregs identifiés par l’équipe de Mauri et Blair 

(Newell et al. 2010). A l’inverse, une autre étude suggère que ces patients présentent une 

augmentation du pourcentage de LB associée à un phénotype inhibiteur rappelant les B10 murin 

(Pallier et al. 2010). 

La grossesse ou gestation est un autre état de tolérance à l’allo-antigène favorisant 

l’expansion d’une population Breg CD19+ CD24fort CD27+ impliquée dans la tolérance au fœtus. 
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Les LB CD19+ des femmes enceintes produisent de grandes quantités d’IL-10 et suppriment la 

production de TNF-α lorsqu’ils sont mis en co-culture avec des T effecteurs (Rolle et al. 2013). 

Les apiculteurs qui présentent une tolérance à long terme au venin d’abeille allergène ont quant à 

eux des LB producteurs d’IgG4 qui sont CD25fort et CD71fort et seraient CD73- (van de Veen et al. 

2013). Nous verrons que ces phénotypes B CD71+ et CD73- sont associés au Breg.  

1.2.6 Les LB régulateurs granzyme B+ 

Récemment, une étude a montré que l’IL-21 induit des Bregs exprimant le granzyme B 

résident au sein du microenvironnement de différentes types de tumeurs notamment mammaire, 

ovarienne, cervicale,  colorectale et dans le carcinome de la prostate (Lindner et al. 2013). L’IL-

21 induisant le granzyme B serait plus importante dans les B CD5+ que dans les B CD5- en 

réponse aux signaux TLR et BCR. Ces Bregs granzyme B+ présentent un phénotype CD19+ 

CD38+ CD1d+ IgM+ CD147+ CD70+ et expriment les molécules de régulation IL-10, CD25, IDO, 

associées à une expression faible de CD24, CD27 et IgD. Cette population peut infiltrer les 

tumeurs solides où elle est observée à proximité des LT producteurs d’IL-21. Les auteurs 

suggèrent que cette population de LB pourrait contribuer à la modulation des réponses 

immunitaires adaptatives par un mécanisme similaire aux Tregs qui permettrait l’échappement de 

certaines tumeurs à la réponse immunitaire anti-tumorale (Lindner et al. 2013). 

Récemment une équipe a identifié une autre population Breg exprimant la perforine chez 

les patients atteints de sclérose en plaque (SEP). Cette population Breg, enrichie dans le liquide 

céphalo-rachidien des patients, possède un profil mémoire CD19+CD25+, CD19+ CD25+ FoxP3+ 

et CD19+ FoxP3+ (de Andres et al. 2014). Cette sous population Breg CD25fort FOXP3+ semble 

exercer un effet suppresseur sur la prolifération T CD4+ via  en partie la voie perforine/granzyme.  
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1.2.7 Le phénotype Breg dans le cancer  

Selon la revue générale de Zhang en 2015, la tumeur éduque les LB à déployer leurs 

propriétés régulatrices. Dans un modèle expérimental murin de tumeur EMT-6, Zhang et 

collaborateurs démontrent que les LB au sein de la rate ainsi qu’au niveau des ganglions 

lymphatiques drainants les tumeurs, sont intrinsèquement immunosuppressifs. Cette nouvelle 

population Breg est qualifiée de tBreg (T pour tumeur). C’est suite à leur migration au site de la 

tumeur que les LB affichent un phénotype Breg et augmentent l’expression de LAP/TGF-β 

(membrane-bound TGF-β) ainsi que de CD25, CMHII et des molécules de co-stimulations CD86 

et PDL-1(Zhang et al. 2013), (Zhang et al. 2015). De plus, une sous-population de LB acquière 

également la compétence à produire de l’IL-10. Les LB provenant des ces tumeurs suppriment la 

prolifération des LT in vitro,  induisent l’expansion de Tregs in vitro et in vivo, suppriment la 

production d’IFN-γ et inhibent l’activité des T CD8+ cytolytiques. Ainsi, ces Breg entravent la 

réponse immunitaire anti-tumorale favorisant la croissance de la tumeur.  Olkhanud et 

collaborateurs décrivent quant à eux, une sous-population de LB dans un modèle murin de 

tumeur pulmonaire 4T1. Cette sous-population LB ressemble aux LB matures B2 CD19+ CD25fort 

CD69fort (Olkhanud et al. 2011) qui expriment constitutivement le facteur STAT-3 et affichent un 

phénotype B7-H1, CD81, CD86, CD62L and IgM. Ces tBreg facilitent l’établissement de 

métastases pulmonaires en partie grâce à la conversion des LT CD4+ en Treg par un mécanisme 

dépendant du TGF-β (Zhou et al. 2010). Une autre étude dans le même modèle murin 4T1 

suggère que les tumeurs produisent des métabolites 5-lipoxygenase qui participent au 

développement du phénotype Breg via le récepteur PPARα (peroxisome proliferator- activated 

receptor α). Des métabolites tels que les leukotriènes B4 activent PPARα dans les LB et cette 

activation serait indispensable au développement de la fonction des tBreg (Wejksza et al. 2013).  
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Certains auteurs mettent en évidence des Bregs qui expriment constitutivement le facteur 

STAT-3 chez la souris dans un modèle de mélanome B16 et dans le modèle MB49 (Yang et al. 

2013). Pareillement chez l’Homme cette population est également suggérée dans le cancer de 

mélanome et de prostate (Kortylewski et al. 2007). Le développement de Breg TNF-α+ durant la 

carcinogenèse squameuse semble favoriser également l’échappement et donc la croissance 

tumorale (Schioppa et al. 2011). 
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1.2.8 Les B régulateurs IL-33+ 

Un article en 2014 met en évidence une population Breg IL-33+. L’IL-33 protège les 

souris de l’inflammation des muqueuses et est associée à l’induction d’une sous-population B 

dont le phénotype est non conventionnel CD19+ CD25+ CD1dfort IgMfort CD5- CD23- TIM-1- et qui 

ne semble appartenir ni aux B1a CD5+  ni à la lignée des B2 CD23+ (Sattler et al. 2014). Ces 

Bregs IL-33+ partagent certaines caractéristiques phénotypiques avec différentes sous-populations 

de Bregs précédemment décrites mais diffèrent dans l’expression d’autres marqueurs de surface 

notamment ceux des cellules productrices d’IL-10, B1a ou B10 (CD5+) (Yanaba et al. 2008), des 

B2 (CD23+) (Dalwadi et al. 2003) ou encore des B-TIM-1 (CD5+ TIM-1+) (Ding et al. 2011). 

Bien qu’ils soient différents par l’expression du marquer CD11b, ils sont plus proches de la 

lignée des B1b, CD1dfort IgM+ CD5- CD11b+ CD23-, une sous-population de LB innée 

précédemment décrite pour être induite dans un environnement inflammatoire chronique associé 

avec une forte activité  de l’IL-1 (Mizoguchi et al. 2002). 
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1.2.9 Les B régulateurs CD73+  ou les Bregs CD73- ? 

Une autre nouvelle population Breg décrite par l’équipe de Rothstein (Ding et al. 2011, 

Kaku et al. 2014, Yeung et al. 2015) a été mise en évidence chez la souris, identifiée non pas sur 

la base d’une sécrétion d’IL-10 mais sur la base d’une forte expression de CD73. Le CD73 est 

une ecto-enzyme capable de générer de l’adénosine à partir de l’AMP. Contrairement aux B-1 et 

aux B10, CD73 n’est pas exprimé sur les B2 conventionnels. Les auteurs suggèrent que les 

cellules B-1 CD73fort peuvent être considérés comme une population Breg chez la souris 

puisqu’elles sont capables de supprimer l’inflammation associée à une colite induite par du 

Sulfate de Dextran (DSS) in vivo.  De surcroît, ils suggèrent que cette population B-1 CD73+ est 

une population innée puisqu’aucune stimulation n’est nécessaire à son expression. En revanche, 

une stimulation par du LPS peut en réduire l’expression. De plus, le nombre absolu de cellules 

secrétant l’IL-10 est extrêmement limité à l’état de repos alors que 30 à 50 % des B-1 au repos et 

des B10, expriment le CD73. La fonction régulatrice passerait donc par la production d’adénosine 

immunosuppressive générée par le CD73. Cette fonction serait constitutive et subsisterait tant 

que le substrat est présent (Kaku et al. 2014). 

 Chez l’Homme, l’expression de CD39 et de CD73 déjà mise en évidence sur les Tregs 

naturels (nTreg) et sur les Tregs induits (Tr1), a également été constatée à la surface d’une 

population de LB CD25+. Cette population LB, de la même manière que les nTreg et les Tr1, 

utilise ses enzymes pour l’hydrolyse de l’ATP exogène en AMP et adénosine 

immunosuppressives (Saze et al. 2013). Les LB CD73+ CD39+ au repos augmentent la 

prolifération des TCD4+ et TCD8+. En revanche, après activation in vitro, ils régulent à la baisse 

l’expression de CD73 et produisent principalement de l’AMP 5’ et inhibent la prolifération et la 

production de cytokines  par les LT. Globalement, cette population B CD73-CD39+ serait capable 
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de réguler sa propre prolifération et de diminuer les effets potentiellement nocifs des T activés 

(Saze et al. 2013). La même année, grâce à des techniques d’analyse du génome complet humain, 

une population Br1 productrice d’IL-10 exprimant de forts niveaux de CD25 et de CD71 avec un 

faible niveau de CD73 a été identifiée. Le tri de cette population B CD25+ CD71+ CD73- permet 

un enrichissement en Br1, producteurs de fortes quantités d’IL-10 capables de supprimer la 

prolifération des T CD4+ spécifiques des allergènes du venin d’abeille, la phospholipase A2. Cette 

population induite est celle retrouvée chez les apiculteurs qui présentent une tolérance à long 

terme au venin d’abeille allergène évoqué précédemment (van de Veen et al. 2013). 

1.2.10 Les B régulateurs du tissus adipeux 

Des Bregs adipeux identifiés sur un phénotype CD1dfaible CD5-/faible CD11bfaible 

CD21/CD35faible CD23-/faible CD25+ CD69+ CD72fort CD185- CD196+ IgM+ IgD+ ont été décrits. Ces 

Bregs maintiennent l’homéostasie du tissu adipeux et limitent l’inflammation associée à l’obésité. 

Ces Bregs seraient innés et sensibles à des stimulations continues inductrices de Bregs dans leur 

environnement qui pourraient expliquer leur fonction (Nishimura et al. 2013).  

1.2.11 Les B régulateurs induits  

De manière intéressante, l’équipe de Rafei en 2009 a  montré qu’une protéine de fusion 

GIFT15  obtenue grâce à la combinaison du GM-CSF et d’IL-15 peut induire une population de 

Breg dans un modèle murin d’EAE (Rafei et al. 2009). Les Bregs identifiés présentent un 

phénotype intermédiaire entre des B10 CD1dfort CD5+, des Bregs T2-MZP et des plasmocytes 

exprimant le CD138 (Rafei et al. 2009). En 2008, l’équipe de Tretter a mis en évidence une 

population Breg induite par une stimulation SAC et IL-2 endogène.  Ces cellules B sont CD19+ 

CD25fort (Tretter et al. 2008). Récemment Qian et collaborateurs ont rapporté que les cellules 
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dendritiques stimulées par l’IFN-beta et le CD40L pouvaient favoriser la différenciation des B 

spléniques en B producteurs d’IL-10, de phénotype CD19fort FcyIIbfort (Qian et al. 2012).  

1.2.12 Les B régulateurs plasmablastes  

Une seconde approche pour identifier les Bregs revient à déterminer le phénotype des LB 

qui sont réellement capable de produire de l’IL-10 in vivo sans aucune stimulation préalable ex-

vivo. Etonnamment, cette approche a permis de mettre en évidence un phénotype de 

plasmablastes capables de réguler l’immunité via des mécanismes indépendants de la simple 

production d’anticorps (AC), notamment par la sécrétion d’IL-10 et/ou d’IL-35. Ce phénotype de 

plasmablastes CD19+CD138fort serait la source majeure d’IL-10 dérivée des LB in vivo (Maseda 

et al. 2012), (Shen et al. 2014). 

Ce rôle unique des cellules plasmocytaires comme fournisseur précoce d’IL-10 fut 

caractérisé tout d’abord dans un modèle d’infection par une bactérie pathogène, Salmonella 

Typhimirium, un modèle d’infection dans lequel est rapporté un rôle suppressif de l’IL-10 produit 

par les LB (Neves et al. 2010). De plus, Shen et collaborateurs ont montré que les cellules 

exprimant l’IL-10 sont positives pour l’ARNm de Prdm1, un facteur impliqué dans la 

différenciation des LB en plasmocytes. Ils montrent que les cellules plasmocytaires seraient la 

source majeure d’IL-10 non seulement durant l’infection par S. enterica Typhimurium, mais 

également dans un autre modèle murin d’EAE (Shen et al. 2014). 

Ces résultats confirment que les plasmocytes sont beaucoup plus que de simples cellules 

vouées à remplir la fonction de production d’AC. Elles sont capables notamment de produire des 

cytokines régulatrices qui peuvent aboutir à une palette d’effets suppresseurs. Dans la littérature 

il est intéressant de relever que des sous-populations distinctes de plasmocytes peuvent produire 

d’autres cytokines. Les cellules B1 sont capables de se différencier en plasmocytes  
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CD19+CD138+ producteurs de GM-CSF dans un modèle murin de septicémie induite par des 

techniques de ponction ligature du caecum (Rauch et al. 2012). Des cellules plasmocytaires 

exprimant aussi bien la synthase inductible NO (iNO) que le TNF sont décrites dans la lamina 

propria de l’intestin grêle chez la souris (Fritz et al. 2012). Par conséquent, une meilleure 

caractérisation phénotypique et fonctionnelle de ces sous-populations de plasmocytes est 

désormais nécessaire pour confirmer l’existence de plasmocytes régulateurs.  

En conclusion, de nouvelles sous-populations de Bregs ne cessent de s’ajouter, finalement 

l’étude des Bregs se heurte aux mêmes difficultés que celles rencontrées pour les Tregs : fonction 

régulatrice transitoire; absence de phénotype unique, différences selon les espèces. L’étude des 

sous-types de Bregs selon leur homologie avec les sous-populations de Tregs existantes (Tr1, 

Th3, Treg Foxp3+) est une autre manière d’appréhender la caractérisation phénotypique des Bregs 

(Br1, Br3, B Foxp3+). Cet aspect a fait l’objet d’une revue générale en 2013 dans la revue Joint 

Bone Spine que vous retrouverez dans la section annexe (Article en annexe). 

Les investigations sur les Bregs se multiplient. Il semble que plusieurs sous populations 

de Breg existent mais ont-elles un précurseur commun ? Nous aborderons plus en détaille dans le 

chapitre suivant intitulé ontogénèse et développement des Bregs ce nouvel aspect dans l’histoire 

du Breg.
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BREGS SOURIS HOMME MECANISMES REFERENCES 

T2-MZP 

CD19
+  

CD1d
fort

 

CD21
fort 

CD23
fort

 

CD24
fort

 IgD
fort 

 

IgM
fort

 

- 

Retrouvés dans la rate, produisent de l'IL-

10, induisent des Tregs, inhibent les T 

CD4
+ 

et T CD8
+
. 

Blair et col.2009; 

Carter et col. 2011; 

Evans et col.2007; 

Schioppa et col.2011 

Bregs (de la zone 

marginale) 

CD19
+
 CD1

fort 

CD21
fort 

CD23
-
 

CD24
fort

 

- 

Retrouvés dans la rate, produisent de l'IL-

10, induisent des Tregs, inhibent les T 

CD4
+ 

et les T CD8
+
. 

Bankoti et col., 2012; 

Gray et col., 2007; 

Miles et col., 2012 

B10 
CD19

+
 CD5

+ 

CD1d
fort

 

CD19
+
 CD24

fort 

CD27
+
 

Retrouvés dans la rate chez la souris et 

dans le sang périphérique chez l'Homme, 

produisent de l'IL-10, inhibent les T CD4
+
 

effecteurs, les monocytes et les cellules 

dendritiques. 

Horikama et col., 2013; 

Iwata et col., 2011; 

Matsushita et col., 

2010; Yanaba et col., 

2008 

Plasmocytes 

CD138
+ 

CMH-

11
lo

 B220
+
 et 

CD138
fort

, IgM
+
, 

TACI
+
, CXCR4

+ 

CD1d
fort

,
 
TIM-

1
fort

 

- 

Retrouvés dans la rate, produisent de l'IL-

10 et de l'IL-35, inhibent les cellules NK, 

les neutrophiles et les T CD4
+
 effecteurs. 

Neves et col., 2010; 

Shen et col., 2014 

Bregs Tim1
+
 Tim-1

+
 CD19

+
 Tim1

+
 CD19

+
 

Retrouvés dans la rate (souris), patients 

HIV et transplantés rénaux (Homme), 

produisent de l'IL-10, induisent des 

Tregs, inhibent les T CD4
+
 et notamment 

la réponse HIV T CD4
+
. 

Ding et col. , 2011; 

Xiao et col. 2012; Liu J 

et col. 2014; Shi BY et 

col. 2011 

Plasmablastes CD138
+ 

CD44
fort

 
CD19

+ 
CD24

fort
 

CD27
inter 

CD38
fort

 

Retrouvés dans les ganglions 

lymphatiques drainants chez la souris et 

dans le sang périphérique chez l'Homme, 

produisent de l'IL-10, inhibent les cellules 

dendritiques et les T CD4
+
. 

Matsumoto et col., 2014 

Cellules 

immatures 
- 

CD19
+
CD24

fort
C

D38
fort

 

Retrouvées dans le sang périphérique et 

aux sites d'inflammation, produisent de 

l'IL-10, induisent des Tregs, inhibent les 

cellules Th1 et Th17, inhibent la réponse 

T CD8 spécifique du virus et 

maintiennent l'homéostasie des iNKT. 

Elles sont déficientes chez les patients 

lupiques et  les patients atteints d’arthrite 

rhumatoïde.  

Blair et col. 2010; 

Bosma et col. 2012; 

Das et col. 2012; 

Flores-Borja et col. 

2013 

Br1 - 

CD19
+
CD25

fort 

CD71
fort

 CD73 
faible

 

Retrouvés dans le sang, impliqués dans la 

tolérance à l'allergène, inhibe les T CD4
+
 

spécifiques de l'antigène, produisent de 

'IL-10 et des AC spécifiques de 

l'allergène IgG4. Inhibent la prolifération 

des T CD4
+
 T CD8

+
 in vitro. 

Van de Veen et col. 

2013 

Bregs GrB
+
 - 

CD19
+
 CD38

+
 

CD1d
+
 IgM

+
 

CD147
+
 GrB

+
 

Retrouvés dans les infiltrats tumoraux, 

inhibent les T CD4
+
, mécanismes de 

suppression IL-10, IDO et GrB 

dépendant.  

S.Linder et col., 2013 
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Bregs IL-10
+
 

adipeux 

CD1d
faible 

CD5
-

/faible
 CD11b

faible
 

CD21/CD35
faibe 

CD23
-/faible

 

CD25
+
 CD69

+
 

CD72
fort

CD185
-

CD196
+ 

IgM
+
 

IgD
+
 

- Retrouvés dans les tissus adipeux 
S. Nishimura et col., 

2013 

Tumor-evoked 

Bregs 

CD19
+
 B220

+
 

CD25
+
 

- 

Retrouvés dans les tumeurs solides, 

induisent des Tregs, favorisent les 

métastases pulmonaires. 

Wejksza et col., 2013 

B-1a B killer 
CD5

+
 FasL

+
 

CD178
+
 

- 

Retrouvés dans la rate, lors d’infections 

parasitaires, induisent l'apoptose des T 

CD4
+
, produisent des AC naturels de type 

IgM. 

Lundy SK et col., 2009; 

Lundy SK et col., 202 

Bregs GIFT-15 

B220
+
 CD21

+
 

CD22
+
 CD23

+ 

CD24
+
 CD1d

+
 

CD138
+
 IgD

+ 

IgM
+
 

- 

Produisent de l’IL-10, suppriment la 

production d’IFN-γ et suppriment les 

symptômes de l’EAE. 

Rafei M.  et col. 2009 

Bregs PDL-1
fort

 
CD19

+
 PD-L1

fort
 

TACI
+
 

- Réduisent les Tfh CD4
+
 PD-1

+
 CXCR5

+
 

Adnan R. Khan et col., 

2015 

Plasmocytes intra-

tumoraux 
IgA

+
 

 

Retrouvés dans les tumeurs, préviennent 

le développement de T cytotoxiques par 

un mécanisme IL-10 et PD-L1 dépendant. 

Shalapour S et col. 

2015) 

Bregs CD73
fort

 
B220

+
 CD39

+ 

CD73
+
 

CD39+ CD73+ 

Suppriment l’inflammation associée à la 

colite induite par le DSS in vivo, 

produisent de l’adénosine, inhibent les 

TCD4+, mécanismes d’action 

indépendant de l’IL-10.  

Saze Z. et col. 2013; 

Kaku H. et col. 2014 

i Bregs (induit) - CD19+ CD25
fort

 

Produisent du TGF-β et de l'IDO, 

induisent l'expansion de Tregs IL-10
+ 

et 

TGF-β
+
. 

Tretter, Venigalla et al. 

2008. Nouel A et col. 

2015 

Tableau 1 :  Phénotype et fonction des Bregs chez la souris et chez l’Homme 
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1.3 Ontogénèse et développement des Bregs de 2010 à 2014 

Il fut suggéré que les Bregs T2-MZP pourraient être des précurseurs aux B10 Breg. 

Toutefois, la relation de ces sous-populations entre elles ou encore avec les Bregs TIM-1+ n’a 

jamais été parfaitement étudiée (Kalampokis et al. 2013). Une image plus détaillée de 

l’ontogénèse des Bregs et de leur développement à travers la réponse immunitaire ou auto-

immune est une information manquante et pourtant indispensable à leur exploitation 

thérapeutique future. L’ontogénèse des Bregs a récemment fait un bond important et surprenant 

avec la mise en évidence d’une propriété commune partagée par un ensemble de sous-populations 

Breg. Ces dernières seraient essentiellement des LB spléniques PAX5+ à l’étape du 

développement avant leur différenciation terminale en plasmocytes (Mauri et al. 2012). 

1.3.1  Chez la souris   

L’histoire commence en 2012, lorsque Maseda et collaborateurs suggèrent pour la 

première fois que les LB spléniques B10 PAX5+ pourraient rapidement se différencier en 

plasmablastes après activation in vitro et in vivo bien qu’ils n’aient pas vérifié la capacité 

régulatrice des plasmablastes filles (Maseda et al. 2012). 

Deux années plus tard, Shen et collaborateurs rapportent que les Bregs exprimant l’IL-10 

et l’IL-35 sont retrouvés principalement au sein du pool de plasmocytes CD138+ dans l’EAE et 

l’infection murine à Salmonella (Shen et al. 2014). A cette même période, Matsumoto et 

collaborateurs développent ces aspects et montrent que les plasmablastes endogènes IL-10+ dans 

les ganglions lymphatiques drainant des souris EAE sont importants dans le contrôle de 

l’inflammation auto-immune. Les auteurs montrent que les souris qui présentent une déficience 

des gènes Irf4 et Prdm1 dans les LB, gènes contrôlant la différenciation des plasmocytes, 
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développent une maladie plus sévère que les souris contrôles. De plus, ils démontrent que la 

transcription de Irf4 est importante pour favoriser la transcription d’IL-10 dans les Bregs puisque 

IRF4 se fixe sur la région promotrice du gène de l’IL-10 (Matsumoto et al. 2014). Le résultat le 

plus étonnant dans leur article est la non nécessité des LB spléniques dans le développement de la 

fonction Breg et l’acquisition de leur fonction dans les ganglions lymphatiques drainants. Il a 

précédemment été suggéré que le site des Bregs protecteurs pouvait ne pas être nécessairement la 

rate. Pour exemple, on peut évoquer le modèle de souris Gnai2-/- de colite dans lequel les souris 

sont déficientes en sous unité α i2 de la protéine G.  La majorité des Bregs capables de contrôler 

la colite est retrouvée dans les ganglions lymphatiques mésentériques (Wei et al. 2005). 

Matsumoto et collaborateurs mettent en lumière une mécanistique intéressante à ce phénomène 

en examinant les effets d’une splénectomie ou d’une déficience spécifique du CD62L sur les LB, 

(un récepteur permettant aux LB d’entrer dans les ganglions lymphatiques), sur l’évolution de 

l’EAE  et sur la génération de plasmablastes régulateurs. Leurs résultats sont pour le moins 

surprenants et riches d’enseignements. La splénectomie n’affecte pas la sévérité de la maladie ni 

la génération de plasmablastes CD138+ CD44fort dans les ganglions lymphatiques drainants. 

Cependant, dans le cas des souris n’ayant pas le CD62L sur les LB, les plasmablastes sont 

indécelables dans ces organes lymphoïdes (OL) et ces souris sont incapables de guérir de l’EAE. 

De manière similaire, le transfert adoptif de LB Sell-/-  (Codant pour le CD62L) à des souris 

déficientes en LB ne permet pas d’inhiber l’EAE par la même voie que le transfert adoptif de LB 

sauvages (Matsumoto et al. 2014). En résumé, les auteurs démontrent qu’en absence d’expression 

du CD62L, les LB ne passent pas au sein des ganglions lymphatiques et par conséquent les 

plasmablastes régulateurs ne sont pas générés.  
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L’exclusion de la rate comme site d’activité du Breg est surprenant puisqu’il est un 

contraste marquant pour la majorité des travaux rapportés à ce jour. En particulier, le transfert de 

B10 Breg spléniques a été rapporté permettant d’abroger l’EAE (Kalampokis et al. 2013). 

L’explication soulevée par les auteurs est que l’effet protecteur du transfert des B10 spléniques 

pourrait être le résultat d’une régulation des B10 au sein des ganglions lymphatiques drainants et 

dans un deuxième temps leurs différenciations en plasmablastes.  

Pour analyser cette hypothèse, il pourrait être intéressant d’évaluer si des B10 déficients 

pour les gènes nécessaires au développement des plasmocytes Irf4 ou Prdm1, seraient encore 

capables d’inhiber le développement de l’EAE et si le transfert de ces B10 pourrait être détecté 

dans les ganglions lymphatiques drainants. Des questionnements auxquels des réponses ne 

tarderont probablement pas à venir. Il est maintenant bien admis que les B10 ont une activité 

régulatrice à une étape qui précède leur développement en cellules productrices d’AC, cependant 

étant donné les résultats de Matsumoto et collaborateur, il est fort possible qu’ils parachèvent un 

potentiel régulateur total seulement après leurs différenciations en plasmablastes. L’observation 

de Maseda et collaborateurs en 2012 vient renforcer cette hypothèse. Ils ont démontré d’une part 

que les LB CD5+ CD1dfort (B10) se différenciaient considérablement en plasmablastes en culture 

et que d’autre part leur transfert adoptif de souris KO en IL-21Rec, CD40 et CMHII qui sont 

indispensables à la différenciation des plasmocytes dans des souris CD19-/-, ne permettait pas de 

réduire le développement de l’EAE (Yoshizaki et al. 2012). En définitif, on peut entrevoir à partir 

des travaux de Maseda et Matsumoto, une première représentation mécanistique de l’efficacité 

clinique d’une thérapie cellulaire de B10 dans l’EAE décrite il y a de cela 19 ans par l’équipe de 

Janeway et affinée par Fillatreau en 2002 (Wolf et al. 1996), (Fillatreau et al. 2002).  
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1.3.2  Chez l’Homme   

Finalement les questions émergentes sur le développement des Bregs B10 murins sont 

récentes et en sont encore à leur éclosion. Chez l’Homme, il y a de plus en plus d’intérêt porté 

aux plasmablastes régulateurs bien qu’un lien direct entre le Breg et le plasmablaste producteur 

d’IL-10 n’a pas encore été défini et reste difficile à établir. Néanmoins, Matsumoto et 

collaborateurs rapportent des résultats sur les LB humains qui suggèrent ce lien (Matsumoto et al. 

2014). Les auteurs montrent qu’une combinaison de 4 stimulations CpG, IL-2, IL-6 et IFN-γ 

utilisées conjointement induit un développement des LB immatures naïfs en cellules de type 

plasmablastes CD27fort CD38+ exprimant de l’IL-10. Ils montrent qu’il y a plus d’IL-10 produit 

par le développement des LB immatures naïfs que par les plasmablastes provenant des LB 

mémoires ou de LB matures stimulés. Malheureusement, la fonction suppressive de ces 

plasmablastes « induits » n’a pas été évaluée dans cette étude (Matsumoto et al. 2014). 

Etant donné que les Bregs humains dans la littérature sont souvent activés par différents 

stimuli pour induire une fonction suppressive (stimulation CD40, TLR, BCR), des investigations 

supplémentaires sont nécessaires pour déterminer par exemple si les Bregs à phénotype immature 

CD38fort CD24fort sont en fait des précurseurs pour des cellules régulatrices de type plasmablastes. 

Chez les individus sains, les LB CD24fort CD38fort possèdent une capacité à supprimer la 

production de cytokines inflammatoires des LT de manière IL-10 dépendante (Blair et al. 2010, 

Lemoine et al. 2011). Des auteurs comme Duddy et Weber ont également observé une production 

d’IL-10 plus importante dans les LB naïfs en comparaison aux LB mémoires (Duddy et al. 2007), 

(Weber et al. 2010). Il faut préciser que dans ces deux études, les sous-populations LB sont 

stimulées 5 à 7 jours, ce qui interroge de savoir si ce qui a été évalué n’était finalement pas la 

production par des plasmablastes régulateurs. Au regard des nouvelles données de l’études de 
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Matsumoto et collaborateurs, la production d’IL-10 par les plasmablastes différenciés à partir de 

LB naïfs serait plus importante que celle induite par des LB mémoires stimulés.  

Finalement, les signaux qui vont permettre une fonction suppressive des LB sont 

comparables à ceux responsables du contrôle de l’immunité humorale. Ce qui peut sous-entendre 

que le programme moléculaire LB de la différenciation plasmocytaire est étroitement lié à celui 

d’une acquisition d’une fonction suppressive. De surcroît, l’absence d’une stimulation donnée est 

suffisante pour réduire fortement les effets régulateurs des LB et le cours de la maladie auto-

immune. En revanche, les conséquences restent modérées en ce qui concerne l’immunité 

humorale. C’est comme si les LB ont besoin continuellement de signaux stimulateurs pour 

maintenir l’activité suppressive alors que l’immunité humorale peut se maintenir 

indépendamment d’une re-stimulation grâce à la persistance de plasmocytes à longue durée de 

vie, ces observations supposent -elles que des plasmocytes régulateurs mémoires n’existent pas ? 

L’hypothèse est séduisante et reste cependant à être vérifiée. 

En conclusion, Shen et collaborateurs se sont focalisés sur les plasmocytes spléniques 

CD138+ alors que Matsumoto et ses collaborateurs ont étudié les plasmablastes CD138+CD44fort  

des ganglions lymphatiques. On peut alors imaginer la dichotomie suivante : les plasmocytes 

régulateurs IL-35+ agiraient au niveau central tandis que les plasmocytes régulateurs IL-10+ se 

retrouvent uniquement dans les ganglions lymphatiques (Shen et al. 2014), (Matsumoto et al. 

2014). Les travaux de Maseda puis de Matsumoto et Shen apportent des données surprenantes qui 

bouleversent dès lors les consensus sur l’origine, l’évolution ou le destin du Breg. Les cartes sont 

à nouveau redistribuées sur la fonction du Breg et du plasmablaste régulateur dans le processus 

auto-immun. Une meilleure caractérisation des sous-populations de plasmocytes est nécessaire à 
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présent pour confirmer l’existence de plasmocytes régulateurs et pour mieux en évaluer leur 

fonction. 

Une autre question majeure demeure sans réponse à ce jour, est-ce que toutes les cellules 

B pourraient acquérir une fonction B suppressive en réponse à des signaux environnementaux ou 

est ce que la régulation serait finalement l’affaire d’une sous-population de LB spécifique. Cette 

dernière hypothèse est peu probablement, c’est ce que nous allons voir dans le prochain chapitre.  
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1.4 Signaux inducteurs de B régulateurs 

Lorsqu’on se penche sur la description découlant de la littérature du caractère inné ou 

induit des Bregs, ces derniers ne semblent pas spontanément régulateurs. La fonction suppressive 

n’est induite qu’après un signal spécifique dispensé dans un contexte immunologique opportun. 

L’activité régulatrice d’un LB est contrôlée, circonscrite et dans la grande majorité des cas 

notamment chez la souris est spécifique de l’antigène d’intérêt et est également transitoire. Un 

exemple du caractère induit du Breg est rapporté dans le modèle de colite ulcérative (souris 

déficientes en TCR α) par Mizoguchi et collaborateurs. Dans ce modèle, les LB voient 

l’expression de l’IL-10 augmentée dans les ganglions lymphatiques mésentériques uniquement 

dans les souris malades mais pas dans les souris TCR α déficientes non malades du même âge 

(Mizoguchi et al. 2002). Un autre exemple encore plus évocateur est que les LB issus de souris 

naïves ne secrètent pas constitutivement de l’IL-10. Cette production nécessite une activation 

préalable par des signaux appropriés (Yanaba et al. 2008). 

Globalement, l’induction de la fonction régulatrice dans les LB passe par les trois grandes 

voies connues d’activation du LB à savoir la stimulation par le CD40, par le BCR et par les 

TLRs. A cela s’ajoute tout récemment le rôle potentiel de la cytokine IL-21 dans la génération et 

la fonction des B10 (Yoshizaki et al. 2012, Tedder et al. 2014, Kaltenmeier et al. 2015, Yoshizaki 

et al. 2015).  

1.4.1 Le contact cellulaire et l’interaction CD40/CD40L 

L’équipe qui a sans doute le mieux décrit le rôle de la stimulation CD40 dans l’induction 

de Breg est l’équipe de Claudia Mauri. Leur travail sur le rôle du CD40 dans la régulation 

commence en 2000 avec le modèle d’arthrite induite par le collagène (Mauri et al. 2008). Les 
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souris DBA/1-TCR-β développent une arthrite sévère lorsqu’elles sont immunisées par le 

collagène de type 2 (CII). Les auteurs évaluent l’effet d’un traitement par un anticorps anti-CD40 

dans le développement de la pathologie. Ils montrent que les souris traitées par l’anticorps 

développent une pathologie moins sévère et retardée. Pour mieux caractériser cet effet, les 

auteurs évaluent la production de cytokines par les splénocytes en réponse au CII en présence ou 

non de cet anticorps anti-CD40. Les splénocytes traités par l’anti-CD40 présentent une sécrétion 

plus faible d’IFN-γ mais plus forte d’IL-10. Ils parachèvent l’étude en montrant que les 

splénocytes issus de souris DBA/1-TCR-β immunisées par le CII et ayant reçu l’anti-CD40 ne 

transfert pas l’arthrite à des souris SCID, contrairement à des splénocytes de souris immunisées 

seulement par le CII. C’est la première démonstration de l’implication fondamentale du CD40 

dans la protection contre l’arthrite (Mauri et al. 2008). Dans un second papier, ils incriminent le 

LB dans cet effet protecteur par des expériences de déplétion. Les souris recevant les splénocytes 

dépourvus de cellules dendritiques et traités par l’anti-CD40 sont protégées de l’arthrite induite 

par le CII. En revanche, les souris recevant des splénocytes dépourvus cette fois-ci de LB et 

traités par l’anti-CD40 développent une arthrite plus sévère. En 2009, ils réitèrent  une nouvelle 

fois ces expériences en parvenant toujours aux mêmes conclusions, dans un modèle murin de 

lupus MRL/lpr (Blair et al. 2009). 

Toujours sur la même ligne, il est décrit que l’expression ectopique du CD40L (CD154) 

dans les souris transgéniques est associée à une augmentation du signal CD40 et augmente le 

nombre de B10 (Higuchi et al. 2002). Poe et collaborateurs montrent que les souris CD22 KO 

exprimant le CD40L ectopique présentent une augmentation considérable du nombre de LB 

CD1dfort CD5+ et de B10 (Poe et al. 2011). Chez l’Homme, notre équipe et d’autres ont 
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précédemment montré que la stimulation du CD40 in vitro est inductrice de la fonction Breg 

(Lemoine et al. 2011). 

Il a récemment été démontré que les mastocytes affectent le compartiment des Bregs. 

Bien qu’ils ne soient pas capables d’induire la production d’IL-10 dans les LB, les mastocytes 

semblent jouer un rôle important dans l’expansion des B10 in vivo. En effet, durant la phase de 

rémission d’une inflammation intestinale induite par le dextran-sulfate-sodium, une augmentation 

significative des LB CD19+ IL-10+ est observée dans les souris sauvages mais pas dans des souris 

déficientes en mastocytes. L’expansion de B10 médiée par les mastocytes est partiellement 

abrogée en présence d’un AC anti-CD40L ou encore dans les souris déficientes en CD40L 

restreinte uniquement aux mastocytes (Mion et al. 2014). Il semble une fois de plus que l’axe 

CD40/40L joue un rôle dans l’expansion des Bregs.  

1.4.2 La signalisation du BCR 

La spécificité, l’affinité et la signalisation du BCR sont des facteurs d’identification 

connus du développement des B10 chez la souris. L’importance de la diversité du BCR est 

démontrée par le faite que les B10 et B10-pro sont réduits d’environ 90% dans les souris 

transgéniques avec un BCR fixe déterminé (Yanaba et al. 2009). Les souris dans lesquelles tous 

les LB expriment un unique BCR sans rapport de spécificité antigénique développent une EAE 

chronique suite à une immunisation avec le peptide MOG, équivalente à celle observée dans les 

souris déficientes en LB producteurs d’IL-10 (Fillatreau et al. 2002). 

Dans l’EAE, la signalisation BCR semble être importante dans la phase précoce du 

développement in vivo du Breg. Les souris déficientes en CD19 dans lesquelles le signal BCR est 

réduit ont 70% à 80% de réduction de cellules B10 et B10pro (Yanaba et al. 2008). Les souris 

développent également une EAE sévère associée à une baisse de production d’IL-10 par les LB. 
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A l’inverse, on retrouve une expansion des B10 dans des souris transgéniques avec un CD19 

humain où la surexpression du CD19 augmente le signal BCR. 

Un constituant important de la fonction régulatrice des LB semble être la spécificité 

antigénique. Les LB réactifs à MOG isolés des souris EAE en rémission secrètent de l’IL-10 suite 

à une re-stimulation via leur BCR en présence de co-signaux appropriés (Fillatreau et al. 2002). 

L’absence du CD22 qui affaiblit normalement le signal BCR et CD19 induit également une 

augmentation du nombre de B10 (Higuchi et al. 2002).  

L’induction de Breg IL-10+ par la liaison aux cellules T TIM-1 met davantage en évidence 

l’importance du signal BCR dans le développement des B10. Chez la souris, la stimulation des 

Bregs par des AC monoclonaux anti-TIM-1 induit une libération d’IL-10 et prévient le rejet 

d’allogreffes pancréatiques (Ding et al. 2011). En effet, le signal BCR et la liaison TIM-1 sont 

étroitement associés. D’une part, l’engagement du BCR induit TIM-1 dans les LB (Ding et al. 

2011); (Wong et al. 2010) et d’autre part, la liaison TIM-1 augmente le signal BCR, puisque la 

production d’AC in vitro et in vivo est augmentée (Ma et al. 2011).  

L’importance des signaux associés au BCR est encore mise en évidence par le fait que les 

molécules d’interactions stromales STIM1 et STIM2 responsables de l’activation du flux calcique 

dans le cytosol du réticulum endoplasmique des LB sont nécessaires à la production d’IL-10 dans 

les LB (Matsumoto et al. 2011). En effet, les LB qui ne possèdent pas ces molécules perdent la 

propriété de production d’IL-10 après stimulation PMA et ionomycine durant 5h. Jin et 

collaborateurs ont mis en évidence l’implication de BLNK, une protéine adaptatrice essentielle 

des voies de signalisation du BCR, nécessaire au développement optimal des LB, et dans la 

production d’IL-10 dans les B10. Ainsi, bien que les B10 soient présents dans les souris KO 

BLNK, la production d’IL-10 par ces cellules est sévèrement réduite aussi bien in vivo qu’in 
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vitro. Ces souris développent également une EAE plus sévère qui peut être rétablie par le 

transfert adoptif de LB spléniques provenant de souris sauvages. BLNK est également nécessaire 

au signal de transduction et d’activation de la phosphorylation de STAT-3 induit par le LPS dans 

les LB CD1dfort CD5+. De surcroit, l’IL-10 produit suite à cette stimulation agit de manière 

autocrine favorisant l’expansion des LB producteurs d’IL-10 (Jin et al. 2013). 

Sun en 2012 a induit une population Breg suppressive en incubant des LB naïfs avec un 

antigène approprié conjugué à la sous-unité B de la toxine du choléra. Ce qui a permit à une 

majorité de LB, quelle que soit leur spécificité BCR, d’apprêter et de présenter l’antigène et 

d’induire l’expression de LAP/TGF- . Après transfert adoptif, ces cellules produisent de l’IL-

10. La co-culture in vitro de cette population Breg induite avec des LT naïfs et en présence de 

l’antigène d’intérêt, génère des Tregs Foxp3+. De surcroit, in vivo ces Bregs après transfert 

adoptif induisent des Tregs Foxp3+ et concourent à une suppression et une déplétion des LT 

effecteurs. Encore plus intéressant, dans un modèle d’EAE le transfert adoptif de cette population 

Breg induite préalablement ex vivo avec l’antigène de myéline MOG conjugué à la sous unité B 

de la toxine du choléra permet d’augmenter le nombre de Tregs dans les souris receveuses et 

supprime la prolifération des T spécifiques de MOG ainsi que la production d’IL-17 et d’IFN-γ et 

enfin prévient le développement de l’EAE. C’est la première étude qui suggère aussi clairement 

que n’importe quel LB stimulé in vitro avec un antigène d’intérêt couplé à la sous unité B de la 

toxine choléra peut être utilisé dans les thérapies cellulaires pour induire une suppression 

spécifique dans une maladie auto-immune (Sun et al. 2012). 

1.4.3 Le récepteur à l’IL-21  

Le rôle unique de l’IL-21R dans le développement des B10-Breg est apportée pour la 

première fois par l’étude de Yoshizaki en 2012 (Yoshizaki et al. 2012). Cette équipe montre que 
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les LB déficients en IL21-R sont incapables de transférer une protection contre l’EAE à des 

souris receveuses. De plus, la stimulation ex-vivo des LB CD19+ spléniques avec de l’IL21 induit 

une augmentation de 3 fois de la fréquence des B10 et 5 fois plus de sécrétion d’IL-10 en 

comparaison à une stimulation par du milieu uniquement. De manière intéressante, l’IL-21 induit 

une triple augmentation de LB IL-10+ au sein de la sous population B CD1dfort CD5+ splénique 

mais n’induit pas de LB IL-10+ au sein de la sous-population LB CD1dfaible CD5-. Il est surprenant 

de constater que les B10 et non B10 expriment à des niveaux équivalents l’IL-21-R et  qu’ex-vivo 

le nombre de B10, B10 pro et de B CD1dhi CD5+ est similaire dans les souris KO en IL21-R, 

CMH II et en CD40. Néanmoins, l’IL-21R, le CMH II et le CD40 semblent être nécessaire aux 

fonctions effectrices des B10, du moins dans l’EAE (Yoshizaki et al. 2012). Bien que 

convaincante, il reste à confirmer cette observation dans d’autres modèles murins et chez 

l’Homme. Une autre équipe a mis en évidence, au sein de l’environnement tumoral chez 

l’Homme, la co-localisation de LB exprimant le granzyme B avec des Tregs sécréteurs d’IL-21. 

Une analyse plus approfondie sur des LB du sang périphérique de volontaires sains a permis de 

montrer que l’IL-21 en culture, combinée à une stimulation du BCR et du TLR7 ou du TLR9, 

induit la sécrétion de granzyme B par le LB, le granzyme pouvant ensuite inhiber la prolifération 

des LT CD4+ (Lindner et al. 2013). 

1.4.4  Les voies des TLRs  

Les TLRs représentent une autre classe fondamentale de récepteurs (Jiang et al. 2009) 

aussi bien dans la régulation que dans l’activation du LB ainsi que pour leur différenciation en 

cellules sécrétrices d’AC. Lampropoulou a notamment mis en évidence une capacité des LB de 

souris à exprimer de l’IL-10 par une activation in vitro de voies de signalisation induites par une 

stimulation TLR. Cette expression d’IL-10 n’étant pas induite par des signaux émis par une 
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stimulation BCR et/ou CD40 (Lampropoulou et al. 2008). Les B10 peuvent être conditionnés à 

produire de l’IL-10 par les ligands de TLR-4 ou TLR-9. Chez la souris, il a été montré que les 

B10 pro acquièrent la capacité à fonctionner comme des B10 après une maturation in vitro par du 

LPS, en absence ou non d’agoniste anti-CD40 (DiLillo et al. 2010). La signalisation TLR-4 et 

TLR-9 passe par MyD88 pour une maturation optimale et une induction d’IL-10 dans les B10 pro 

et les B10 suite une stimulation LPS ou CpG, respectivement (Yanaba et al. 2009). Néanmoins, 

MyD88 n’est pas indispensable au développement des B10 puisqu’ils se développent 

normalement dans les souris Myd88 KO (Yanaba et al. 2009). Le nombre de LB ayant la capacité 

à produire de l’IL-10 dans les souris KO pour MyD88 suite à une stimulation CD40 ou PMA et 

inomycine est équivalente à celle des souris sauvages et les B10 et B10 pro, sont présents à une 

fréquence normale dans ces souris. De ce fait, alors que la signalisation TLR n’est pas nécessaire 

au développement des B10, l’expression de MyD88 est nécessaire au LPS pour induire une 

expression optimale d’IL-10 dans les LB et sa sécrétion in vitro. L’implication des signaux TLRs 

dans la production de l’IL-10 par les B10 fut démontrée finalement que récemment par l’équipe 

de Miles (Miles et al. 2012). Milles en 2007 montrera tout d’abord que les cellules apoptotiques 

apportent des signaux endogènes qui déclenchent l’induction de Bregs et la production d’IL-10, 

conduisant à l’amélioration de l’arthrite induite par le collagène chez les souris (Gray et al. 2007). 

Les cellules apoptotiques sont capables d’induire dans les B spléniques la production d’IL-10 

augmentant à leur tour la production d’IL-10 des LT spécifiques de l’antigène. Milles montre par 

ailleurs que les LB CD27+ répondent par la sécrétion d’IL-10 mais pas les cellules traitées par la 

DNAase. Plus tard, en 2012 cette même équipe ira plus loin dans l’étude du lien entre cellules 

apoptotiques et induction de Bregs. Gardant leur modèle de souris d’arthrite induite par le 

collagène de Type 2, les auteurs montrent cette fois ci que la production d’IL-10 dans les LB est 
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stimulée par le contact avec les cellules apoptotiques. La reconnaissance par le BCR de 

complexes d’ADN présents à la surface des cellules apoptotiques favoriserait aussi l’engagement 

du TLR9 des LB, ce qui stimule leur production d’IL-10. Ils feront également la démonstration 

de l’implication du signal TLR9 dans la protection apportée par l’injection de cellules 

apoptotiques dans l’EAE en observant une absence d’effets protecteurs des corps apoptotiques 

dans l’EAE chez les souris TLR9 KO. C’est finalement l’équipe qui a le mieux décrit ce 

mécanisme de protection apporté par les corps apoptotiques, confirmant les observations de 

Bouaziz en 2010 indiquant que la stimulation du TLR9 est un puissant inducteur d’IL-10 dans les 

LB chez l’Homme (Bouaziz et al. 2010).  

Les composants de la mort cellulaire peuvent donc représenter un des éléments 

physiologiques déclencheur du développement des Bregs en offrant une combinaison de signaux 

BCR et TLRs. D’autres signaux libérés de cellules apoptotiques qui ne stimulent ni les TLRs ni le 

BCR peuvent aussi être impliqués, tels que les alarmines dont l’identité reste à être établie.  

Les B10-pro et les B10 ont récemment été identifié chez l’Homme par l’équipe de Tedder 

(Iwata et al. 2011) et leurs réponses au LPS, CpG ou liaison du CD40 semblent suivre le même 

schéma de développement que les B10 de la souris. Une différence notable entre les B10 de 

souris et de l’Homme est l’absence de réponse des B10 pro de la souris au CpG, contrairement à 

leurs homologues chez l’Homme. Les B10 pro, humains, peuvent être stimulés à se développer ex 

vivo en B10 avec une stimulation LPS, CpG ou par la liaison du CD40. De manière intéressante, 

la liaison BCR semble augmenter la réponse LB-IL10+ en réponse à une stimulation CpG dans 

une étude (Bouaziz et al. 2010), bien que d’autre équipes ont montré que les signaux générés par 

le BCR inhibent la capacité du LPS, du CpG et la liaison CD40 à induire la production d’IL-10 

cytoplasmique. Nonobstant, une production d’IL-10 après stimulation BCR et CD40 par les LB 



!

est possible dans le cas d’une activation préalable du LB via le TLR (Neves et al. 2010). Il est 

intéressant de noter que dans une étude publiée en 2004, l’équipe de Amit Bar-Or a montré que la 

chronologie des signaux du BCR et du CD40 est importante dans l’induction de la production de 

cytokines par les LB (Duddy et al. 2004). Ainsi, les LB stimulés par le CD40 ont une tendance à 

sécréter de l’IL-10 mais peu de cytokines pro-inflammatoires. En revanche, les LB stimulés par 

le BCR puis par le CD40 sécrètent beaucoup de cytokines pro-inflammatoires mais peu d’IL-10. 

De récents travaux de Lechouane et collaborateurs apportent une explication à l’importance de 

cette chronologie de signaux TLR-BCR en mettant en évidence l’existence d’un niveau basal de 

signalisation du BCR dans les LB au repos qui serait déterminant pour leur réceptivité à des 

agonistes TLRs et CD40 dans un second temps (Lechouane et al. 2013). 

1.4.5 Autres signaux inducteurs de Bregs  

D’autres signaux sont capables de générer des Bregs. De multiples médiateurs peuvent 

coopérer avec les TLRs afin d’induire des Bregs. Par exemple, une nouvelle population Breg 

productrice d’IL-10 constitutivement présente dans les tissus adipeux et qui protège de l’insulino-

résistance vient d’être décrite. Les auteurs de cette découverte suggèrent que des acides gras 

libres (palmitates) sécrétés par les adipocytes issus de la lipolyse des réserves de triglycérides 

peuvent activer le signal TLR4 favorisant spécifiquement la survie des LB adipeux en induisant 

la production d’IL-10 et ainsi contribuent à une fonction unique des Bregs du tissu adipeux. Ils 

montrent que l’IL-10 a un effet autocrine qui augmente le niveau d’IL-10 intracellulaire et sa 

sécrétion. Ils retrouvent également une surexpression de CXCL12 (SDF-1) dans les tissus 

adipeux par apport à d’autres tissus comme les tissus spléniques. Cette chémokine, comme les 

acides gras libres saturés, stimule la production d’IL-10 dans les LB « adipeux » par activation 

des voies PI3K / AKt et NF-kB (Nishimura et al. 2013). Cette population cellulaire bien que 
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décrite par ses auteurs comme une population Breg constitutive innée ne l’est finalement pas 

vraiment puisqu’elle se trouve dans un environnement particulier dans lequel elle reçoit de façon 

continue des stimuli  favorisant le maintien de leur fonction suppressive.  

Autre exemple, de fortes doses d’estrogènes régulent à la hausse la fonction de certains 

Bregs, au moins chez la souris et dans des modèles d’EAE (Bodhankar et al. 2013).  

De plus, il semblerait qu’un des modes d’action du tocilizumab (Assier et al. 2010) est de 

stimuler l’effet des Bregs. Il est noté une expression accrue de TGF-bêta et de la molécule CD25 

à la surface des LB des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (PR) traités au tocilizumab 

(Snir et al. 2011). 

1.4.6 Les UV et vitamine D 

Parmi les facteurs environnementaux évoqués dans la génération de Breg, il y a les UV.  

En effet, ces derniers sont connus pour inhiber les réponses immunitaires vis à vis de différents 

antigènes bactériens, viraux ou encore fongiques (Howie et al. 1986, Denkins et al. 1989, Jeevan 

et al. 1989). L’étonnante découverte de Ullrich et collaborateurs est que les LB producteurs d’IL-

10 des ganglions lymphatiques, participent à cette tolérance induite par les UV.  L’équipe montre 

d’une part que le transfert adoptif de cellules-FITC+ provenant des ganglions lymphatiques de 

souris sensibles irradiées par les UV à des souris receveuses normales, permets le transfert de 

cette tolérance. D’autre part, ils incriminent directement les LB dans ce transfert de tolérance 

puisqu’ils font l’observation que les cellules responsables sont des LB FITC+ CD19+ B220+ 

productrices d’IL-10 (Matsumura et al. 2006). De manière intéressante, l’induction de cette 

tolérance par les LB implique la sécrétion et la fixation de PAF (pour facteurs activateurs des 

plaquettes et de la sérotonine). De plus les LB expriment le récepteur à PAF et à la sérotonine, il 
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est possible que ces mêmes molécules induisent la production d’IL-10 par les LB (Matsumura et 

al. 2006). 

Plusieurs modèles murin d’EAE ont révélé que la vitamine D (cad : 1,25(0H)2D3 ) est 

capable d’inhiber l’induction de la maladie. Dans l’un de ces modèles, utilisant des LT 

transgéniques avec un TCR spécifique de la protéine MBP, la vitamine D n’est efficace que si des 

lymphocytes conventionnels sont présents dans les souris déficientes Rag1-. Un second modèle 

révélait qu’une voie IL-10 fonctionnelle est nécessaire à la vitamine D pour inhiber l’EAE. Les 

auteurs démontrent cela aussi bien dans les souris KO en IL-10 que dans les souris KO en IL-10 

R . Bien que l’identité des cellules productrices d’IL-10 dépendante de la vitamine D ne soit pas 

mentionnée, il est tentant de supposer que cela pourrait être les Bregs (Nashold et al. 2001, Spach 

et al. 2006). Chez l’Homme, grâce à modèle in vitro il a été montré que la vitamine D favorise la 

production d’IL-10 par les LB. Quand des LB de donneurs sains sont stimulés par un cross-link 

BCR/ anti-CD40/ IL-4, la production d’IL-10 dans le surnageant, la fréquence des B producteurs 

d’IL-10 et la quantité d’IL-10 produite par ces cellules sont augmentées lorsque la vitamine D est 

ajoutée dans la culture (Heine et al. 2008). Allant dans le même sens, la présence d’un agoniste à 

la vitamine D favorise également une production plus faible d’IL-10. Cependant, in vivo, aucune 

corrélation entre le niveau sérique de vitamine D n’a pu être mise en évidence avec la fréquence 

des Bregs chez les patients SEP. 

1.4.7  Les cytokines inductrices de Bregs 

1.4.7.1 IL-15 et GMCSF 

De manière intéressante, les cytokines impliquées dans la pathogenèse des maladies auto-

immunes pourraient aussi contribuer aux fonctions régulatrices des LB. Par exemple dans une 

récente étude, il fut montré que la fusokine GIFT15 qui est une combinaison de GM-CSF et d’IL-
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15 induit des Bregs producteurs d’IL-10. Le transfert adoptif de Breg générés in vitro avec la 

fusokine GIFT-15 conduit à une suppression de la production d’IFN-γ par des T effecteurs et par 

conséquent supprime les symptômes de l’EAE (Rafei et al. 2009).  

1.4.7.2 BAFF 

BAFF qui est un membre de la famille des TNF agit comme un régulateur clé de la 

maturation et la survie des LB. Récemment, une équipe a montré qu’une faible concentration de 

BAFF peut induire la production d’IL-10 dans les LB à phénotype CD1dfort CD5+ qui est similaire 

au B10 (Yang et al. 2010). La stimulation par la cytokine BAFF peut sélectivement induire 

l’expansion de LB producteurs d’IL-10 après 3 jours de culture. De plus, un traitement avec la 

cytokine BAFF in vivo augmente le nombre de B producteurs d’IL-10 de la zone marginale 

(Yang et al. 2010). Ces résultats révèlent une fonction jusqu’ici méconnue de BAFF, qui est celle 

d’induire des LB à fonction régulatrice.  

1.4.7.3 IL-2 

Une autre équipe a mis en évidence une population Breg induite par une stimulation avec 

de l’IL-2 endogène et du SAC (Tretter et al. 2008). 

1.4.7.4 IL-35 

 Deux études complémentaires ont récemment identifié des LB IL-35+ aussi bien comme 

inducteurs que médiateurs de la fonction Breg (Shen et al. 2014). Wang et collaborateurs ont 

montré que cette cytokine induit des Bregs qui secrètent à la fois de l’IL-10 et de l’IL-35  (Breg 

IL-35+). Ils montrent d’une part un effet de l’IL-35 dans la régulation de l’inflammation dans un 

modèle murin d’auto-immunité oculaire (EAU) et d’autre part que l’absence de production de 

l’IL-35 par les LB augmente la survie chez ces souris infectées par Salmonella enterica serovar 

Typhimurium (Wang et al. 2014). Après 72h de stimulation avec du LPS, 8% des LB spléniques 
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des souris deviennent Breg IL-35+ et environ 7% de ces cellules expriment l’IL-10 intra-

cellulaire. Après 72h de stimulation par l’IL-35 environ 35% des LB deviennent des Bregs IL-35+ 

avec environ 18% de ces cellules qui vont produire de l’IL-10. Une étude complémentaire mais 

indépendante récemment publiée dans Nature a testé l’importance de l’IL-35 in vivo. Shen et 

collaborateurs montrent qu’en comparaison aux LB de souris contrôles, les LB déficients en IL-

35 expriment plus fortement les molécules de co-stimulations CD80, CD86 et CMHII et 

fonctionnent comme de plus puissantes cellules présentatrices d’antigènes conduisant à une 

réponse inflammatoire T plus forte (Shen et al. 2014). Ces altérations génétiques de l’IL-35 dans 

les LB contribuent à une aggravation substantielle de l’EAE mais à une protection plus efficace 

contre la septicémie induite par Salmonella enterica serovar Typhimurium, comparativement à 

celle observée dans les souris sauvages. 

De manière intéressante, chez l’Homme la stimulation des LB in vitro par la cytokine IL-

35 humaine durant 3 jours favorise l’expansion des Bregs IL-10+ passant de  1, 38% à 30%, mais 

par contre réduit la prolifération des LB en réponse à une stimulation PMA, suggérant que l’IL-

35 pourrait éventuellement être utilisée pour induire des Bregs autologues et traiter les maladies 

auto-immunes et inflammatoires (Wang et al. 2014). Les études sur l’IL-35 chez l’Homme en 

sont à leur début mais demeure complexe dans la mesure où actuellement il n’y a pas d’AC 

spécifique de l’IL-35 humain.  

 Coreale et collaborateurs ont récemment souligné l’importance des LB producteurs d’IL-

35 chez des patients attient de sclérose en plaque (SEP) infectés par des helminthes. Ces derniers 

développent une maladie moins sévère que les patients SEP non infectés. Cette étude montre 

également une production d’IL-10 et d’IL-35 significativement plus importante chez les patients 

SEP infectés par des helminthes par apport aux patients non infectés ou encore chez des individus 
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sains. In vitro, la stimulation des LB avec de l’IL-35 favorise la conversion en Breg producteurs 

d’IL-35 et d’IL-10. La production d’IL-35 augmente après engagement du BCR et bloquer cette 

production réduit de manière significative la production d’IL-10 par les Bregs. De plus, la co-

culture  de LT avec des LB issus de patients hébergeant des helminthes inhibe la réponse 

proliférative d’une lignée LT spécifique de la MBP, la polarisation Th1 et Th17 et elle réduit 

également la production d’IFN-γ et d’IL-17, tandis que les LB provenant des patients non 

infectés sont incapables d’inhiber la réponse proliférative ou de réduire la production d’IFN-γ et 

d’IL-17 dans la culture (Correale et al. 2008), (Correale et al. 2015). 

1.4.7.5 IL-1 et IL-6 

L’équipe de Rosser en 2014 analyse les signaux inflammatoires qui gouvernent la 

différentiation des Bregs et la production d’IL-10 dans un contexte inflammatoire microbien.  Ils 

constatent que le microbiote intestinal favorise la différentiation des Bregs dans la rate et dans les 

ganglions lymphatiques mésentériques. La perturbation du microbiote intestinal par un traitement 

antibiotique réduit le nombre et la fonction des Bregs. De plus, suite au développement d’une 

arthrite, l’IL-1beta et l’IL-6 sont produites dans les souris et favorisent directement la 

différenciation Breg et la production d’IL-10. Les souris KO en IL-6R et IL-1R sur les LB 

présentent une réduction du nombre de B producteurs d’IL-10 et développent une arthrite plus 

sévère en comparaison aux animaux contrôles. En résumé, en réponse à des signaux 

inflammatoires induits par soit la flore bactérienne intestinale soit l’arthrite, les Bregs augmentent 

en nombre et restreignent l’inflammation excessive (Rosser et al. 2014). On peut imaginer que ce 

phénomène puisse être extrapolé également à la réponse parasitaire protectrice chez les patients 

SEP étudiée dans le travail de Correale et ses collaborateurs (Correale et al. 2008). 
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Chez l’Homme, on peut citer une étude parue en 2012 dans laquelle il est retrouvé une 

augmentation de la population de LB CD1dfort productrice d’IL-10 dans le sang périphérique 

d’enfants gabonais infectés par schistosome haematobiumvune (van der Vlugt et al. 2012). En 

2014, l’équipe de Hermelijn décèle également un pourcentage élevé des LB exprimant de l’IL-10 

intracellulaire et du LAP/TGF-beta1 provenant de donneurs hébergeant le parasite intestinal 

Shistosoma Haematobium en comparaison avec des donneurs non infectés. Les LT produisent 

moins d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-17 lorsqu’ils sont mis en co-culture avec ces LB. Dans ces 

conditions, le pourcentage des LT IL-10+ et la conversion en LT Foxp3+ CD25fort augmente 

également.  De plus, lorsqu’ils induisent une déplétion de la sous population CD1dfort productrice 

d’IL-10, cela conduit à une diminution des LT IL-10+ dans le groupe de donneurs infectés par le 

parasite, sans que cela affecte les niveaux de  Treg Foxp3+. En conclusion, cette étude montre que 

le parasite Shistosome peut induire des Bregs fonctionnels contribuant à une hypo-réactivité LT 

générale et pourrait contribuer à l’instauration d’un environnement tolérogène. Ces observations 

suscitent de nombreuses questions. Comment les parasites réorientent-ils le système immunitaire, 

quand on sait que les parasites coexistent avec leurs hôtes humains et animaux depuis des 

centaines de millions d'années (Capron et al. 2004). Comment une infection par un parasite 

extracellulaire tel que des helminthes peut induire une population Breg suppressive 

fonctionnelle? Malgré les preuves croissantes indiquant l’importance des Bregs dans le contrôle 

de l’inflammation chez l’Homme, beaucoup d’études sont restées au stade de l’observation et un 

travail plus extensif est nécessaire pour comprendre de quelle manière les Bregs contribuent à ces 

états d’immunosuppression à long terme.  L’étude de Rosser apporte certainement des éléments 

d’explication à ce lien surprenant. En réponse à des signaux inflammatoires induits par un 

parasite intestinal ou encore une flore bactérienne intestinale, les Bregs augmentent en nombre et 
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restreignent l’inflammation excessive favorisant une maladie auto-immune moins sévère chez les 

patients.  

1.4.8 Conclusion  

Globalement, les LB peuvent répondre à différents types de stimulations pour devenir des 

Bregs. Les stimulations varient selon le modèle pathologique étudié et selon le phénotype de LB 

ayant le potentiel régulateur. Les plus importantes questions non résolues sont reliées à la nature 

des stimuli antigéniques qui induisent le développement des Bregs. Les produits issus de la mort 

cellulaire, en apportant des stimuli simultanément antigéniques et non antigéniques pourraient 

représenter un des déclencheurs physiologies du développement des B10. La clairance des 

produits antigéniques à une étape ultérieure par des anticorps poly-réactifs anti-IgM tels que ceux 

produits par les B10 pourrait être bénéfique à la résolution du processus inflammatoire. Des 

stimuli, antigéniques ou non antigéniques, additionnels non identifiés sont probablement 

impliqués dans le développement des Bregs. L’identification de tels stimuli apportera des 

connaissances complémentaires précieuses sur le développement des Bregs pour une future 

manipulation thérapeutique.  

D’autre part, les Bregs comme les plasmablastes régulateurs sont généralement identifiés 

par leur expression et leur production d’IL-10 alors que le gold standard à l’identification des 

Bregs reste la démonstration de la suppression in vivo ou in vitro. Dans la partie qui va suivre 

nous allons voir que les Bregs affichent de nombreux mécanismes d’action et que la littérature 

récente incite à penser qu’il est peu probable que tous les mécanismes de suppression soient reliés 

exclusivement à l’effet suppresseur de l’IL-10. 
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1.5 Le Breg, une cellule polyvalente 

Nous allons voir dans cette partie que les mécanismes d’action des Bregs sont aussi variés 

que les phénotypes qui les caractérisent. La complexité au niveau de l’acquisition des propriétés 

régulatrices se retrouve également dans les mécanismes mis en jeu pour effectuer la régulation.  

Les LB peuvent répondre à différents types de stimulation pour devenir Breg. D’un modèle 

pathologique à l’autre, d’un phénotype régulateur spécifique à l’autre, les Bregs peuvent exercer 

une immuno-modulation par de multiples processus. Les LB sont capables de sécréter un vaste 

panel de cytokines (Harris et al. 2000). Notamment, la sécrétion d’IL-10 qui reste la 

caractéristique majeure du mode d’action des Bregs. Cependant on attribue également à ces 

derniers la production d’autres facteurs solubles régulateurs de la réponse immune comme le 

TGF-β et plus récemment l’indolamine 2,3-dixygenase (IDO). A cela s’ajoute, la coopération 

cellule-cellule et  notamment la collaboration avec d’autres populations régulatrices démontrées 

in vitro et  in vivo dans de nombreux modèles murins.  

1.5.1 Induction de Tregs 

Les Tregs sont les cellules par excellence du contrôle de l'immunité. Plusieurs indices 

laissent penser à un lien entre Breg et Treg. Par exemple, il est observé une réduction de la 

fréquence des Tregs Foxp3+ dans les souris μMT déficientes en LB (Sun, Flach et al. 2008, 

Tadmor, Zhang et al. 2011). De nombreuses études ont démontré que les LB sont nécessaires au 

maintien des Tregs Foxp3+.  Ainsi, dans les souris déficientes en LB, la réponse Treg qui par 

ailleurs favorise le développement des tumeurs est inhibée, aboutissant à une augmentation de la 

réponse anti-tumorale. De ce fait, les souris μMT/BALB/C présentent une résistance au 
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développement de carcinome mammaire (Tadmor, Zhang et al. 2011). La reconstitution de ces 

souris par des LB permet de restaurer la réponse des Tregs Foxp3+. 

Dans un modèle de tolérance orale, la reconstitution des souris μMT avec des LB de 

souris sauvages restaure leur capacité à devenir tolérante à l’ovalbumine suite à un régime qui 

comprend l’administration de multiples doses d’OVA-CTB (Sun, Flach et al. 2008, Tadmor, 

Zhang et al. 2011). La tolérance orale à l’ovalbumine se traduit par une expression de Treg 

Foxp3+ qui faisait défaut une fois de plus chez les souris μMT. Dans un modèle d’arthrite induite 

par un antigène, Carter et son équipe ont démontré que le transfert adoptif de Breg T2-MZP 

provenant de la rate de souris arthritiques en convalescence, a permis de restaurer le pourcentage 

de Treg chez les souris μMT receveuses (Carter, Vasconcellos et al. 2011). L’expression de l’IL-

10 par les LB endogènes et tout particulièrement par les Bregs est fondamentale pour leurs 

facultés à maintenir une population Treg in vivo. Effectivement, les souris chimériques dotées 

d'une déficience en IL-10 uniquement restreinte à la population LB sont incapables de guérir 

d’une arthrite chronique ou d’une forme rémittente d’EAE (Fillatreau, Sweenie et al. 2002, 

Carter, Rosser et al. 2012). Une fois de plus, l’aggravation de la maladie constatée dans les souris 

arthritiques B IL-10 KO s'accompagne d’une baisse des Tregs Foxp3+ et des Tr1 producteurs 

d’IL-10 (Carter, Vasconcellos et al. 2011, Carter, Rosser et al. 2012). D’autres études indiquent 

que l’injection de la cytokine IL-35 recombinantes ou de Breg IL-35+ dans des souris après 

induction d’une uvéite auto-immune expérimentale réduit la survenue de l’inflammation en 

induisant des Tregs Foxp3+ et en supprimant la réponse T effectrice Th1 et Th17. Il est décrit 

qu’une production autocrine d’IL-35 au moins dans les Bregs IL-35+ induit la production d’IL-10 

et le mécanisme final de suppression serait finalement médié par l’IL-10 (Shen et al. 2014, Wang 

et al. 2014, Wang et al. 2015). 
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Parfois ce rôle Breg est délétère, notamment dans un contexte tumoral. Les Bregs 

sensibilisés par les tumeurs produisent de l’IL-10 et peuvent convertir des T CD4 au repos en 

Treg (Olkhanud, Damdinsuren et al. 2011). En conséquence, les Bregs induisent des Tregs qui 

coopèrent conjointement pour instaurer un environnement tolérogène favorisant les métastases 

cancéreuses du poumon ou des ganglions lymphatiques (Olkhanud, Damdinsuren et al. 2011). 

Des études dans le domaine de la transplantation suggèrent un rôle unique des Bregs dans 

la génération de Treg spécifiques d’allo-antigènes. Dans son article en 2007, Chen et ses 

collaborateurs démontrent que les LB allogéniques activés par le CD40 sont plus efficaces dans 

la génération de Treg Foxp3+ spécifiques de l'allo-antigène que les autres cellules présentatrices 

d’antigène, notamment les cellules dendritiques. Ainsi, ils démontrent que la génération de Treg 

allogéniques in vitro dépend de l’interaction CD28 du LT avec CD80, CD86 sur les LB 

allogéniques activés. Ce qui confirme qu’un contact cellulaire est fondamental à cette 

différenciation Treg (Chen and Jensen 2007). Considérant que les Bregs T2-MZP forment un 

contact plus stable et plus durable avec les LT par microscopie in vitro de cellules vivantes,  

Carter et collaborateurs suggèrent qu’une interaction prolongée entre LB et LT, est essentielle à 

la conversion en Treg (Carter, Vasconcellos et al. 2011, Carter, Rosser et al. 2012). D'autant plus 

fascinant qu'il fut montré que l’induction d’une différenciation en Treg par les Bregs permet aux 

Treg de migrer vers le site de l’inflammation.  On peut évoquer l’exemple démontrant qu’une 

infection par des Helminthes favorise des Bregs T2-MZP qui suppriment les maladies 

respiratoires allergiques en facilitant l’infiltration de Treg CD4+ CD25+ dans les poumons des 

souris infectées (Amu, Saunders et al. 2010). Pareillement dans l’EAE, la reconstitution par des 

LB de souris μMT conduit à une augmentation des Tregs dans le système nerveux central (SNC) 

soit par la prolifération des Tregs de novo soit par la migration de Treg existants vers le site de 
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l’inflammation. Les travaux de Mann et collaborateurs en 2007 montrent que le transfert de LB 

KO pour le CD80 et CD86 ne permet pas de restaurer la prolifération et la migration des Tregs, 

réaffirmant une nouvelle fois la nécessité d’un mécanisme direct et contact dépendant entre Breg 

et Treg (Sanz, Cortijo et al. 2007). Une autre preuve qui s’ajoute à la contribution du LB dans 

l’homéostasie des Des Tregs est rapportée dans un modèle de colite induite. Les Tregs et les LB 

présents dans les tissus lymphoïdes associés aux intestins (GALT) sont tous deux impliqués dans 

la guérison de la colite. De plus, la déplétion des Tregs conduit à une exacerbation de la colite. 

D’autre part en absence de LB, la colite est plus sévère, le nombre de Treg est significativement 

réduit dans le GALT et le transfert de LB atténue la maladie et restaure le nombre de Treg. Le 

mécanisme d’action est indépendant de l’IL-10 puisque le transfert adoptif de LB IL-10 KO 

atténue également la colite (Wang et al. 2015).  

 D'autant plus intéressant que les LB induisent la prolifération des Tregs qui à leur tour 

permettront la différenciation des LB en plasmocytes producteurs d’IgA (Wang et al. 2015). Ces 

résultats démontrent que les LB et les Tregs interagissent et coopèrent sans mise en jeu de l’IL-10 

dans le but de prévenir les réponses immunitaires excessives qui peuvent conduire à la colite. Ray 

et collaborateurs ont montré en 2012 que les LB exprimant le GITRL contrôlent le nombre de 

Treg en induisant leurs proliférations, permettant ainsi de maintenir leur nombre au dessus du 

seuil nécessaire à la prévention de l’EAE. Les LB joueraient un rôle fondamental dans le contrôle 

du début de la maladie et de sa sévérité en contrôlant l’homéostasie Treg. Ce maintien de Treg est 

indépendant des molécules CD80, CD86 CMHII et également de l’IL-10 (Ray et al. 2012). Des 

travaux antérieurs démontrent la contribution à ce phénomène de cytokines comme le TGF-  et 

l’IL-6,  connues pour dicter la balance entre la différenciation des sous types LT pro-

inflammatoires et anti-inflammatoires  (Bettelli, Carrier et al. 2006, Veldhoen, Hocking et al. 
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2006). En effet, en supprimant les cytokines nécessaires à la différentiation des LT pro-

inflammatoires et en produisant des cytokines anti-inflammatoires nécessaires à l’induction de 

Treg, les Bregs peuvent être à la fois des contrôleurs de la réponse T inflammatoire et de la 

réponse Treg, avec l’objectif ultime de maintenir une homéostasie immunitaire. 

Les Bregs humains influencent aussi l’expression de CTLA-4 à la surface des Tregs 

préexistant par contact direct et sécrétion TGF-  (Kessel et al. 2012). 

Il est intéressant de préciser que les Tregs sont particulièrement résistants aux signaux 

inhibiteurs des Bregs. C’est comme si les Bregs servaient de messagers et préparaient le terrain 

pour les Tregs avant de s’effacer une fois les Tregs opérationnels.  Une fois les Tregs activés 

ceux-ci ont de ce fait tendance à bloquer l’activité des Bregs notamment par la production de 

TGF-  qui exerce un effet inhibiteur sur les Bregs (Noh et al. 2012). 

1.5.2 Suppression des T pro-inflammatoires 

1.5.2.1  Les LT CD4+ 

 De nombreux travaux ont fait la démonstration d’un rôle du Breg dans la suppression des 

réponses pro-inflammatoires Th1 et Th17. Une perturbation des voies nécessaires à l’induction de 

Breg endogènes exacerbe l’inflammation auto-immune, subordonnée à une réponse T CD4 pro-

inflammatoire non contrôlée. Par exemple, une délétion de STIM-1 et STIM-2 conduit à une 

déficience de la réponse IL-10 dans les LB (Matsumoto, Fujii et al. 2011).  Ces souris présentant 

un défaut en Breg fonctionnels développent une forme plus sévère d’EAE en raison d’une 

expansion des T CD4+ dans la moelle épinière et une augmentation d’IFN-γ et d’IL-17 dans les 

LT spécifiques du peptide MOG (Matsumoto, Fujii et al. 2011). 

De la même façon, lorsque les LB sont incapables de répondre à une stimulation TLR 2/4 

(souris chimérique TLR 2 KO TLR 4 KO et MyD88 KO dans les LB), l’EAE est exacerbée en 
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raison de l’incapacité des LB à produire de l’IL-10 et à supprimer l’activation des LT 

(Lampropoulou, Hoehlig et al. 2008). Des splénocytes isolés de souris KO en MyD88 dans les 

LB produisent plus d’IFN-γ, d’IL-17 in vitro et prolifèrent davantage que les splénocytes de 

souris sauvages en réponse au peptide MOG (Lampropoulou, Hoehlig et al. 2008). Plus 

généralement, dans l’auto-immunité, la génération de souris chimériques ayant un ratio Breg/LB 

diminué, associée à une production d’IL-10 plus faible conduit à une augmentation de 

l’expansion des cellules Th1 et des Th17 (Fillatreau, Sweenie et al. 2002, Carter, Vasconcellos et 

al. 2011).  

En utilisant un modèle d’inflammation auto-immun comme l’EAE, il a été montré qu’un 

transfert adoptif de B10 CD1dfort CD5+ ne permet pas d’améliorer la maladie lorsque cette 

population de LB est issue de souris KO en CD40 et en IL-21R contrairement aux B10 issues de 

souris sauvages (Yoshizaki, Miyagaki et al. 2012). Ainsi, la suppression des LT CD4 est IL-10 

dépendante et semble être la conséquence d’une interaction cellulaire mettant en jeu la paire (ou 

le duo) CD40-CD40L et implique également une production d’IL-21 par les LT activés 

(Yoshizaki, Miyagaki et al. 2012).  

De plus, les travaux de Ding en 2011 montrent que la population Breg TIM-1+ peut 

transférer la tolérance dans l’allogreffe (Ding, Yeung et al. 2011), associée à une meilleure survie 

du greffon. Les LT CD4+ du receveur produisent moins d’IFN-γ avec un shift global Th1 vers 

Th2 en comparaison avec les LT CD4+ issues de souris n’ayant pas reçu ce transfert adoptif 

(Ding, Yeung et al. 2011).  

Outre la suppression de la  production de cytokines pro-inflammatoires par les TCD4, les 

Bregs peuvent supprimer les réponses inflammatoires en induisant la mort cellulaire des TCD4+. 
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 En effet, des études dans le modèle de diabète ont révélé que les LB stimulés par du LPS 

expriment FasL et du TGF-β. Cette stimulation favorise l’apoptose des LB et des LT lorsqu’ils 

sont cultivés avec des T CD4+ diabétogeniques. De plus, le transfert adoptif des LB stimulés par 

du LPS inhibe le diabète et les réponses Th1 dans les souris NOD (diabétiques non obèse), un 

modèle murin de diabète spontanée (Tian, Zekzer et al. 2001). Des études sur des cas de 

schistosomiases ont montré qu’en plus de la production d’IL-4 et d’IL-10, les B-1 expriment 

FasL et ciblent les T CD4 pour induire leur apoptose, ce qui prévient le développement de la 

granulomateuse par schistosome (Lundy and Boros 2002). 

La majorité des B-CD5+ expriment fortement la molécule tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL ou CD 253) ainsi que la molécule FasL (CD 178) (Pers, 

Daridon et al. 2008). Il a été montré que ces LB freinent l’évolution de plusieurs modèles de 

maladies auto-immunes dont les arthrites au collagène dans laquelle une corrélation inverse a été 

enregistrée entre le nombre de ces cellules et la sévérité des signes cliniques (Lundy and Fox 

2009). Tretter identifie également ce mécanisme d’apoptose des LT CD4 par des Bregs induit 

chez l’Homme (Tretter et al. 2008). 

Ce qui est d’autant plus intéressant est que l’induction d’apoptose par les Bregs, Fas-L ou 

TRAIL, ne se fait pas de la même manière selon la nature de la cellule T cible. Par exemple, les 

lymphocytes Th1 s’avèrent plus susceptibles que les lymphocytes Th2 puis viennent les 

lymphocytes Th17 et les Tregs, ces derniers étant les plus résistants à l’apoptose (Klinker and 

Lundy 2012). Il en est de même selon la nature des tissus. L’expression accrue de molécules pro-

apoptotiques par les Bregs dans certains tissus comme l’œil ou les organes de reproduction, 

participe à expliquer le privilège immun de ces sites (Klinker and Lundy 2012). On peut 

souligner que tous les Bregs sont eux-mêmes nettement plus sensibles à l’apoptose que les Tregs. 
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Toutefois, ces apoptoses des Bregs sont en partie compensées par une prolifération d’autres 

Bregs (Noh and Lee 2011).  

Récemment, une étude a montré que l’IL-21 peut induire des Bregs exprimant le 

granzyme B résident au sein du microenvironnement de diverses tumeurs. Le Granzyme B est 

caractérisé par sa fonction classique cytotoxique mais pas seulement. Dans le travail de Linder et 

collaborateurs en 2013, l’équipe montre que l’IL-21 induit un phénotype Breg chez l’Homme 

avec l’expression de molécules immuno-régulatrices notamment le granzyme B, l’IL-10, l’IDO et 

le CD25. Ils montrent aussi que ces LB suppriment la prolifération ou la croissance et l’activation 

des LT par la dégradation de la chaine Zeta du TCR de manière granzyme B dépendante et sans 

activation de la caspase 3 (Lindner et al. 2013).  

En conclusion, les effets d’une interaction T CD4/Breg sont variés, entrainant une 

multitude de réponse allant de l’induction de Treg à une suppression direct des LT pro-

inflammatoires en passant par une polarisation des cellules T CD4+ en cellules Th2, l’induction 

de l’apoptose ou encore, comme nous venons de le voir, par l’arrêt de la croissance cellulaire des 

LT. 

1.5.2.2  Les LT CD8+  

Alors qu’il est bien établi que les Bregs sont capables de modifier un grand nombre 

d’aspects de la réponse T CD4+, leur capacité à supprimer les réponses T CD8+ est plus implicite.  

En effet, des variabilités de réponses suite à une interaction LB-TCD8 sont rapportées et 

semble dépendante du modèle de maladie utilisé.  

Dans un modèle d’obésité, les LB sont des régulateurs important de l’inflammation dans 

les tissus adipeux. Cette fonction Breg contribue à la suppression de l’inflammation constitutive 

dans les tissus adipeux en agissant notamment sur les LT CD8+ cytotoxiques résidants. 
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Mishimura montre qu’un dysfonctionnement des LB contribue à la progression de l’inflammation 

adipeuse et au développement de diabète chez l’Homme (Nishimura et al. 2013). 

Dans le modèle de la carcinogénèse, les souris μMT sont utilisées pour démontrer que les 

LB peuvent limiter la surveillance immunitaire des T CD8 (Qin, Richter et al. 1998, Schioppa, 

Moore et al. 2011). Par exemple dans le modèle du carcinome mammaire, les souris μMT  sont 

résistantes au développement de tumeurs du poumon. Ces souris affichent une augmentation de la 

réponse T CD8 cytotoxique (CTL) à l’antigène tumoral du poumon Ts/A, conduisant à une 

clairance plus efficace des cellules tumorales (Qin, Richter et al. 1998). La question qui se pose 

ici est de savoir s’il s’agit de l’absence d’effet direct du LB sur les T CD8 qui est en cause ou s’il 

s’agit d’un effet indirect de la suppression Breg sur les T CD4 puisque les T CD4 sont aussi 

inhibés dans ce modèle (Qin, Richter et al. 1998). 

Limiter les réponses T CD8 par les LB pourrait être intéressant afin de prévenir les 

éventuels dommages collatéraux induit par une réponse immunitaire excessive dans un contexte 

infectieux.  Par exemple, il a été rapporté que la susceptibilité à Leishmania donovani est 

dépendante des LB activés par la voie MyD88 qui suppriment efficacement la réponse 

cytotoxique des T CD8 ainsi que la génération de cellules mémoires effectrices au cours de 

l’infection (Bankoti, Gupta et al. 2012).  Les auteurs de cette étude démontrent que ce sont les 

cellules LB-ZM productrices d’IL-10 qui sont à l’origine de cette suppression puisque leur 

déplétion augmente le pourcentage de T CD8+ granzyme B+ (Bankoti, Gupta et al. 2012). 

Dans un modèle de carcinome de la peau induit chimiquement, les LB IL-10+, CD21dfort 

CD19+ peuvent restreindre la surveillance immunitaire en limitant la migration et l’activation des 

T CD8+ (Schioppa, Moore et al. 2011). En effet, dans les souris sauvages les Bregs parfaitement 

fonctionnels abrogent la production de CCL5 un puissant chémo-attractant, empêchant 
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l’infiltration des TCD8 effecteurs dans la peau et aboutissant à la formation de papillome de la 

peau (Schioppa, Moore et al. 2011). A cela s’ajoute la suppression des réponses T cytotoxiques 

par les LB qui peut aussi conduire à une anergie des TCD8. Les LB activés par le CD40L ou 

encore les B transformés par  le virus d'Epstein-Barr  (Aasi et al.) peuvent amener des TCD8+ 

CD28+ à devenir non répondeurs à une stimulation antigénique secondaire (Hollsberg, Batra et al. 

1996). Pareillement, dans une autre étude, les LB activés par du LPS peuvent conduire les T CD8 

à devenir anergique par la production de TGF-β (Parekh, Prasad et al. 2003). Pour résumé, ces 

effets démontrent que les interactions Breg/T CD8 sont importantes dans les processus 

inflammatoires, infectieux et dans le cancer. Bien que la conséquence de cette interaction ne soit 

pas toujours bénéfique pour l’hôte.  

1.5.3 Contrôle de la fonction des cellules présentatrices d’antigènes 

Dans les travaux rapportant un effet Breg sur la réponse T inflammatoire, il est souvent 

démontré que le compartiment des cellules présentatrices d’antigènes est également affecté. Par 

exemple, le transfert adoptif de LB stimulés par du LPS peut induire la mort des T CD4+ ainsi 

que l’apoptose des cellules présentatrices d’antigènes dans la rate  (Tian, Zekzer et al. 2001). 

L’une des cibles particulières des Bregs sont les cellules dendritiques sécrétrices d’IL-12 

(Lampropoulou, Hoehlig et al. 2008). Les LB inhibent la sécrétion de l’IL-12 dans de nombreux 

modèles pathologiques afin de réduire la réponse inflammatoire néfaste. L’étude comparative de 

Moulin et collaborateurs chez des souris B6 sauvages et des souris μMT présente une analyse de 

l’influence des LB sur la balance Th1/Th2 induite par les cellules dendritiques (Moulin, Andris et 

al. 2000). 

 L’analyse de la réponse immunitaire à la protéine vecteur  KLH (Keyhole Limpet 

Hemocyanin) montre une activation dans les deux type de souris, mais alors que les LT sauvages 
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sécrètent de l’IFN-γ pro-inflammatoire et de l’IL-4 anti-inflammatoire, les LT des souris μMT 

sécrètent beaucoup plus d’IFN-γ mais pas d’IL-4. Les LB sont donc indispensables à 

l’orientation de la réponse LT vers une réponse Th2 anti-inflammatoire en favorisant la sécrétion 

de l’IL-4. Plus intéressant encore, les LB exercent cet effet en agissant au niveau des cellules 

dendritiques. En effet, les souris immunisées par le transfert de cellules dendritiques provenant de 

souris μMT n’arrivent pas à restaurer la production d’IL-4 par rapport aux cellules dendritiques 

provenant de souris sauvages. De plus, la sécrétion d’IL-12 par les cellules dendritiques μMT est 

beaucoup plus importante que celle des cellules dendritiques sauvages.  Dans l’ensemble ces 

résultats montrent que l’absence de LB provoque une augmentation du niveau d’IL-12 qui, à son 

tour, inhibe la différentiation Th2 par la diminution de l’IL-4 et oriente ainsi vers une réponse 

Th1 pro-inflammatoire associée à une augmentation de la sécrétion d’IFN-γ. Les auteurs ont 

également observé que la surproduction d’IL-12 par les DC chez les souris μMT est corrélée à 

une diminution de l’IL-10, connue pour être inhibitrice de l’IL-12 et d’autre part que le transfert 

de cellules dendritiques provenant de souris déficientes en IL-10 provoque une production accrue 

de l’IFN-γ. Ce modèle montre bien que les Bregs peuvent induire la régulation de l’immunité en 

modulant le fonctionnement non pas des LT mais des cellules dendritiques.  

Selon Skok et collaborateurs, l’interaction entre Breg et cellules dendritiques est plus 

complexe (Skok, Poudrier et al. 1999). Les LB naïfs activés par le CD40 orientent les LT vers 

une réponse Th2 anti-inflammatoire par une production significative d’IL-4 et une production 

moindre d’IFN-γ. Les LB activés secrètent de l’IL-6 et de l’IL-10 mais l’apparition de la 

sécrétion de ces cytokines est plus rapide sous le contrôle de l’IL-12. En retour, l’IL-10 agit 

négativement sur l’IL-12 et assure donc un rétrocontrôle négatif. Le résultat global aboutit à une 

différentiation des LT en Th2 producteurs d’IL-4 associé à une diminution de Th1 producteurs 
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d’IFN-γ. Ce mécanisme de régulation des LB par l’IL-10 agissant négativement sur la sécrétion 

d’IL-12 par les cellules dendritiques a été confirmé chez les souris nouveau-nées (Sun et al. 

2005). Les cellules dendritiques du nouveau-né connues comme tolérogeniques sont capables de 

déclencher une réponse Th2. Chez les souris adultes, les mêmes cellules dendritiques orientent 

plutôt vers une réponse Th1. Une stimulation des cellules dendritiques de souriceaux par du CpG 

–ODN induit une réponse Th1 in vitro mais pas in vivo où une réponse Th2 reste dominante.  Ces 

résultats suggèrent qu’elles ont bien le potentiel pour déclencher une réponse Th1 mais qu’elles 

sont freinées in vivo par un environnement tolérogène. Le facteur responsable de l’inhibition de la 

réponse Th1 serait l’IL-10 produite par les LB. En effet, chez le nouveau né, les LB activés par 

du CpG-ODN sécrètent de forte quantité d’IL-10 qui agit négativement sur la sécrétion de l’IL-12 

par les cellules dendritiques au profit d’une réponse Th2. Les LB responsables de cette régulation 

sont les LB CD5+ qui représentent 30 à 40% de la population de LB chez le nouveau-né. Ce 

nombre important de LB producteurs d’IL-10 génère une réponse anti-inflammatoire dominante 

chez le nouveau-né qui reste sensible aux infections. Chez la souris adulte, du fait de la 

diminution de la fréquence des LB CD5+, une réponse Th1 est favorisée par les cellules 

dendritiques (Sun et al. 2005). 

Un rôle original du Breg dans la réponse des cellules présentatrices d’antigènes fut 

proposé par une équipe dans un modèle d’EAE chronique dans des souris déficiente en LB 

immunisées par le peptide PLP. Dans ce modèle, le score clinique de la maladie est exacerbé 

dans les souris μMT et serait associé à une réponse proliférative et à une production d’IFN-γ plus 

forte en réponse au peptide PLP en comparaison avec les souris sauvages (Lyons, Ramsbottom et 

al. 2008).  
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L’hypothèse  des auteurs est que dans les souris sauvages, les LT spécifiques du peptide 

protéo-lipide (PLP), sont activés par les cellules dendritiques. Suite à cette activation, les LB 

deviennent les principales cellules présentatrices d’antigènes pour les LT naïfs.  De ce fait, les LB 

empêcheraient la reconnaissance et l’activation de TCD4+ par de nouveaux épitopes 

immunogènes présents dans le système nerveux central suite aux dommages causés par 

l’inflammation (Lyons, Ramsbottom et al. 2008). D’autres modèles murins vont dans le même 

sens. Il a été montré que les LB de la ZM des souris lupiques activés par le TLR-9 produisent une 

quantité d’IL-10 plus importante par apport aux contrôles. Cette dernière abroge la production 

d’IL-12 par les splénocytes totaux in vitro (Lenert, Brummel et al. 2005).  Lors d’une infection 

par Leishmania Major, on retrouve une population de LB IL-10+ capables in vitro de réguler 

négativement la production d’IL-12 par les cellules dendritiques (Ronet, Hauyon-La Torre et al. 

2010). Les travaux de notre équipe ont permis de montrer que des LB humains stimulés par les 

voies CD40 et TLR-9 ont la capacité de réguler les signaux des cellules dendritiques nécessaires 

à l’induction d’une réponse inflammatoire. Cette régulation B n’est pas restreinte à la production 

d’IL-12p70, mais concerne également l’expression des molécules HLA-DR, CD80 et CD86. De 

surcroit, la régulation des LB peut affecter tous les stades de maturation des cellules dendritiques. 

Les LB humains sont ainsi capables de freiner la différenciation des monocytes en cellules 

dendritiques immatures et de ralentir le processus de différenciation global en cellules 

dendritiques matures. Parmi les mécanismes d’actions, le contact cellulaire par l’intégrine CD62L 

est impliqué dans la régulation des molécules CD80, CD86 sur les cellules dendritiques. La 

production d’IL-12p70 semble être régulée par un contact cellulaire associé à un facteur soluble 

autre que l’IL-10 (Morva, Lemoine et al. 2012). 
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Le rôle du Breg dans la régulation des macrophages et des monocytes est beaucoup moins 

étudié. Dans un modèle de cancer de la peau, les souris TNF KO qui présentent une déficience en 

LB producteurs d’IL-10 ont une augmentation de l’infiltration par des macrophages F4/80+ dans 

les tumeurs (Schioppa, Moore et al. 2011). Dans les souris CD19 KO qui n’ont pas de LB 

CD1dfort CD5+, il y a une augmentation de la phagocytose à Listeria monocytogene par les 

macrophages en raison probablement d’un défaut en Breg. Horikawa et ses collaborateurs 

démontrent en 2013 que les LB CD5+ CD1dfort activés par du LPS suppriment la production 

d’Oxyde Nitrique, de TNF et d’IFN-γ par les macrophages in vitro (Horikawa, Weimer et al. 

2013). Toutefois cet aspect de la fonction Breg sur ces CPA nécessite davantage d’investigations.  

1.5.4  Entrave la surveillance immunitaire des cellules NK  

Dans des modèles d’infections et de tumeurs, les Bregs sont capables de supprimer la 

réponse immune générée par les cellules naturel killer (NK) et les T CD8+ (Inoue, Leitner et al. 

2006, Bankoti, Gupta et al. 2012). Par exemple, les LB interagissent avec les cellules tumorales 

exprimant le CD40L aboutissant à la production d’IL-10 par les LB qui  à son tour supprime la 

production d’IFN-γ par les cellules NK (Inoue, Leitner et al. 2006). La reconstitution des souris 

μMT avec des LB de souris sauvages restaure la croissance des tumeurs pulmonaires qui 

s’accompagne d’une inhibition de l’activité des cellules NK (Inoue, Leitner et al. 2006). Dans un 

autre modèle tumoral dans lequel une tumeur est induite par l’injection d’une lignée cellulaire 

EMT-6 dans les tissus pulmonaires, les LB s’opposent à la clairance active des tumeurs en 

induisant des Tregs de manière IL-10 indépendante et en prévenant l’infiltration des cellules NK 

CD49+ dans les tumeurs (Zhang, Eliav et al. 2013). Dans un modèle d’infection, les LB de souris 

chimériques KO en MyD88 et TLR-2 qui possèdent une réponse LB IL-10 défectueuse, 

favorisent une augmentation de l’activité des  neutrophiles, des cellules NK et des LT conduisant 
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à une clairance plus efficace des Salmonelle Typhimurium (Neves, Lampropoulou et al. 2010). 

Dans ce modèle, par l’absence de LB producteurs d’IL-10, les neutrophiles sont plus abondants 

en nombre et produisent plus de TNF-α (Neves, Lampropoulou et al. 2010).  

Une nouvelle population B activatrice de la réponse innée est décrite comme étant capable 

d’altérer les réponses des neutrophiles dans un modèle de septicémie bactérienne en produisant 

du GM-CSF (Rauch, Chudnovskiy et al. 2012). Les souris chimériques dépourvues de cette 

population cellulaire ne développent pas de réponse septique exacerbée suite à une ligature et une 

ponction du coecum en comparaison aux souris contrôles (Rauch, Chudnovskiy et al. 2012). Ceci 

est du à une augmentation significative de la population de neutrophiles dans le péritoine et à 

l’incapacité des neutrophiles dans le sang à phagocyter les E. coli, tous deux caractéristiques 

d’une septicémie sévère (Rauch, Chudnovskiy et al. 2012). 

1.5.5 Inhibition du soi « interaction Breg et LB » 

Dans beaucoup de modèles de suppression soutenus par les Bregs, on enregistre une 

baisse de la production d’AC pathogéniques. Ceci pourrait être du à un effet direct des Bregs sur 

les LB ou indirect via le contrôle des T helper ou des Tfh (Evans, Chavez-Rueda et al. 2007), 

(Gray, Miles et al. 2007), (Mauri, Gray et al. 2003, Miles, Heaney et al. 2012).  

Trois mécanismes possibles de suppression de la réponse AC par les Bregs peuvent être 

envisagés:  

1. Les Bregs suppriment les réponses T CD4+ notamment des Tfh. En absence de Tfh 

les LB sont moins capables de subir une maturation en cellules plasmocytaires 

productrices d’AC (Achour et al. article en révision). 

2. Les Bregs induisent des  Treg. Ce qui peut contribuer à une suppression globale 

des réponses inflammatoires, supprimant indirectement la production d’AC.  
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3. La suppression directe des LB producteurs d’AC par les Bregs. Les Bregs peuvent 

altérer le microenvironnement cytokinique dans lequel la maturation des 

plasmocytes à lieu conduisant à une baisse de la réponse humorale.  

Le rôle possible des Bregs dans la suppression des LB apparaît plus évident dans les 

modèles de rat en transplantation cardiaque. Une survie à long terme d’une allogreffe est 

caractérisée par une accumulation dans le greffon de LB incapables de commuter de la classe 

IgM à IgG (Le Texier, Thebault et al. 2011). Le transfert adoptif de LB tolérogènes dans une 

souris receveuse d’un greffon cardiaque permet de prévenir le rejet de l’allogreffe. La 

suppression du rejet de greffe est associée à une réduction du niveau d’IgG total et une 

augmentation d’IgG1, un isotype relié à la réponse Th2 et qui ne contribue pas au rejet 

d’allogreffe (Le Texier, Thebault et al. 2011). Un shift similaire vers une réponse AC type 2 est 

observé suite au transfert de Breg dans plusieurs modèles de suppression médié par les Bregs 

chez le rongeur (Evans, Chavez-Rueda et al. 2007) ; (Gray, Miles et al. 2007) ; (Mauri, Gray et 

al. 2003, Miles, Heaney et al. 2012). Ces résultats suggèrent que les Bregs directement ou 

indirectement via les T helper peuvent altérer la fonction effectrice des LB.  
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Figure 1 : Caractéristiques fonctionnelles des Bregs.  

 Par la production de forte quantité d’IL-10, de TGF-β et d’IL-35, les Bregs peuvent 
supprimer la différenciation des monocytes producteurs de TNF-α,  des cellules dendritiques 
productrices d’IL-12, des cellules Th1 et TCD8+ cytotoxiques, des cellules NK et des 
neutrophiles  producteurs d’IFN-y. Les Bregs peuvent également induire la différenciation de 
LT immunosuppresseurs, Foxp3+ et de LT régulateur Tr1. Les Bregs peuvent également 
inhiber la production d’Oxyde Nitrique, de TNF-a et d’IFN-γ par les macrophages. Enfin, les 
Bregs peuvent altérer de manière directe ou indirecte via les T helper ou les Tfh, la fonction 
et la  différenciation des LB  en plasmocytes producteurs d’auto-AC, conduisant à une baisse 
de la réponse humorale (Evans, Chavez-Rueda et al. 2007); (Gray, Miles et al. 2007); (Mauri, 
Gray et al. 2003, Miles, Heaney et al. 2012). 
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1.5.6 Conclusion  

Les Bregs sont essentiels dans le maintien d’un état de tolérance immunitaire, une 

fonction (qui peut avoir des conséquences / ou qui peut s’avérer) aussi bien protectrice que 

pathogène. D’un côté, les Bregs suppriment l’inflammation pathogénique qui peut conduire à 

l’auto-immunité, l’allergie ou le rejet d’allogreffe. D’un autre, les Bregs peuvent contribuer à 

l’établissement d’un environnement tolérogène associé au développement de cancer et à l’échec 

de l’élimination du pathogène de l’hôte. Les mécanismes par lesquels les Bregs suppriment les 

cellules inflammatoires et contribuent à la différenciation des Tregs sont divers et peuvent 

impliquer des processus à de multiples étapes dont la production de cytokines comme l’IL-10 ou 

le TGF-β. Par contact cellulaire avec un T CD4, un Breg peut convertir un T naïf en Treg. Cette 

interaction ferait intervenir une présentation de l’antigène exogène sur le CMHII des Bregs et 

serait dépendante de la prolongation du contact cellulaire en mettant en jeu des molécules telles 

que CD80, CD86 avec CTLA-4. Un Breg peut interagir avec différentes cellules cibles. Ces 

interactions semblent dynamiques, dépendantes de l’expression des récepteurs et des ligands 

entre le Breg et sa cellule cible. Il a récemment été démontré que les mastocytes affectent le 

compartiment des Bregs. Durant la phase de rémission d’une inflammation intestinale induite par 

le Dextran-Sulfate-Sodium, une augmentation significative des LB CD19+ IL-10+ est observée 

dans les souris sauvages mais pas dans des souris déficientes en mastocytes. L’axe CD40/40L 

joue un rôle dans l’expansion de ces Breg. Ces observations n’excluent pas que les Bregs eux 

même puissent exercer des effets sur les mastocytes. Finalement, comme les cellules du système 

immunitaire sont intimement interconnectées, les Bregs peuvent initier un effet « domino » 

dépendant d’une suppression secondaire par de multiples types cellulaires. Par exemple, 

l’induction de Treg par les B reg va conduire à une baisse de la suppression des cellules 
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effectrices ou bien l’action suppressive des Bregs sur la production d’IL-12 par les cellules 

dendritiques va conduire indirectement à une inhibition des processus en aval de l’activation Th1. 

La multiplicité des effets suppressifs médiés par les Bregs démontre la puissance de la fonction 

régulatrice immunitaire de ces cellules. Ce qui explique pourquoi dans des modèles de maladies 

plusieurs composants cellulaires de la réponse inflammatoire sont dérégulés dans les souris 

déficientes en LB. Le prochain chapitre traitera de cet aspect important du Breg dans le contrôle 

de la progression des maladies auto-immunes.  
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2. Les B régulateurs dans les maladies auto-immunes 

Depuis la découverte du Breg, plusieurs travaux ont tenté de décrypter son rôle dans des 

modèles d’auto-immunité murins et dans la physiopathologie des maladies auto-immunes chez 

l’Homme. En voici les principaux exemples qui ont marqué et fait progresser nos connaissances 

contemporaines de la cellule Breg.  

2.1 La sclérose en plaques  

2.1.1 Chez la souris (L’Encéphalomyélite Expérimentale Auto-immune)   

L’EAE, modèle expérimental de la sclérose en plaque chez l’Homme, est un modèle 

induit par une immunisation avec des peptides de myéline (tel que MOG) conduisant à une 

démyélinisation médié par les T CD4+ spécifiques d’un auto-antigène (Pettinelli et al. 1981, 

Williams et al. 1994). 

Les propriétés régulatrices des LB durant l’induction de cette maladie sont largement 

décris grâce aux souris génétiquement déficientes en LB qui développent une forme d’EAE plus 

sévère et non rémittente (Wolf et al. 1996). Cet effet régulateur a récemment été décrit comme 

étant IL-10 indépendant (Ray et al. 2012). Pourtant, d’autres études ont mis en évidence 

l’importance des LB IL-10+ dans l’EAE. La sévérité de l’EAE augmente durant la phase tardive 

de la maladie dans les souris μMT déficientes en LB. La guérison spontanée chez ces souris est 

incomplète et le transfert adoptif de LB sauvages mais pas de LB issus de souris KO en IL-10, 

normalise la sévérité de l’EAE. (Lampropoulou et al. 2008). La rémission ou la guérison de la 

maladie est dépendante de la présence de LB réactifs à un auto-antigène et les LB isolés de souris 

malades produisent de l’IL-10 en réponse à une stimulation par l’auto-antigène. En absence de 
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LB producteurs d’IL-10 spécifiques de l’auto-antigène, les réponses pro-inflammatoires médiées 

par les cellules Th1 persistent et les souris ne guérissent pas de la maladie. Le modèle d’EAE 

démontre la complexité des mécanismes régulateurs médiés par différentes sous populations 

cellulaires au cours des différentes étapes de la maladie.  Lorsque la déplétion des LB des souris 

sauvages est réalisée, par à un traitement anti-CD20, 7 jours avant induction de l’EAE, il y a une 

augmentation de l’infiltrat et une expansion des LT encephalitogène au sein du SNC avec une 

exacerbation des symptômes de la maladie (Bouaziz et al. 2008). Cet effet est lié à la déplétion 

des B10 puisque des résultats similaires sont observés suite à la déplétion sélective des B10 par 

un AC anti-CD22 (Matsushita et al. 2010).  

Par contre, une fois que la maladie est bien établie, le transfert adoptif des B10 ne 

supprime pas l’évolution de la maladie. Les B10 semblent donc réguler les réponses auto-

immunes aigues dans l’EAE. En revanche, contrairement aux B10 qui ont un rôle que durant la 

phase précoce de la maladie, la déplétion des Tregs augmente la phase tardive de la maladie 

(Matsushita et al. 2010). En résumé, dans l’EAE en fonction des stades de la maladie différents 

mécanismes régulateurs sont impliqués dans le contrôle de la réponse inflammatoire avec la 

participation des B10 durant la phase initiale du processus pathologique, puis des Tregs 

principalement dans la phase tardive de la maladie.  

2.1.2 Chez l’Homme 

Chez l'Homme, Duddy et collaborateurs ont démontré que les cellules B dérivées de 

patients atteints de SEP, produisent des quantités plus faibles d'IL-10 en comparaison avec des 

individus sains, ce qui tend à penser que cette déficience en IL-10 des LB pourrait contribuer à la 

pathogenèse de la SEP (Duddy et al. 2004, Duddy et al. 2007). A l’inverse, une autre étude a 

constaté que la fréquence des cellules LB périphériques productrice d’IL-10 de phénotype 
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CD27+CD24fort, décrites comme cellules régulatrices est augmentée chez les patients SEP par 

rapport à des volontaires sains. Toutefois, plusieurs patients recevaient un traitement immuno-

modulateur au moment de la prise de sang (Iwata et al. 2011). Pourtant, Knippenberg et 

collaborateurs observent une baisse du pourcentage des Bregs IL-10+ dans le sang périphérique 

des patients SEP par apport aux contrôles sains. Durant la phase de rechute, cette réduction en 

Breg concerne en particulier les Bregs naïfs (Knippenberg et al. 2011). Récemment une équipe a 

identifié une population Breg exprimant la perforine chez les patients SEP. Cette population est 

enrichie dans le liquide céphalo-rachidien des patients en comparaison au sang périphérique. Le 

phénotype Breg identifié est CD19+CD25+, CD19+CD25+FoxP3+ et CD19+FoxP3+ (de Andres et 

al. 2014). Elément intéressant, cette sous population Breg est plus importante chez les patients 

RRMS en rechute clinique que chez les patients en rémission.  

2.2 Les  maladies inflammatoires de l’intestin  

2.2.1 Chez la souris 

Mizoguchi a mis en évidence que des LB producteurs d’IL-10 régulent l’inflammation 

dans les maladies inflammatoires de l’intestin (Mizoguchi et al. 2006) . Les premières études 

montrent que les LB et les auto-AC produits, suppriment la colite dans les souris déficientes en 

TCR α qui normalement développent spontanément une colite chronique (Mizoguchi et al. 1997). 

Alors que les LB ne sont pas nécessaires à l’initiation de la maladie, ceux qui expriment 

fortement le marqueur CD1d dans les tissus lymphoïdes intestinaux correspondent à une 

population régulatrice (Mizoguchi et al. 2002). Cette population de LB productrice d’IL-10 

apparaît durant l’inflammation chronique dans les souris déficientes en chaîne α du TCR et est 

capable de supprimer la progression de l’inflammation intestinale en diminuant la cascade 
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inflammatoire associée à la production de l’IL-1 et à l’activation des signaux transducteurs et 

activateurs de STAT-3. Le transfert adoptif des LB issus des ganglions mésentériques supprime 

également la maladie inflammatoire intestinale par des mécanismes impliquant une augmentation 

d’une sous-population de Treg (Wei et al. 2005). Ces résultats indiquent que c’est effectivement 

les LB des ganglions lymphatiques mésentériques qui apportent cette protection et participent 

donc à l’homéostasie immune mucosale.  

 L’administration orale d’une solution à base de Dextran sulfate sodium à des souris est 

utilisée comme un modèle expérimental pour induire une colite ulcérative. Dans ce modèle, les 

lésions intestinales induites chez les souris KO  en CD19 (absence de B10) sont plus sévères  que 

chez les souris sauvages et ces réponses inflammatoires sont régulées négativement par les LB 

CD1dfort CD5+ producteurs d’IL-10 (Yanaba et al. 2007). De plus, les B10 émergent durant 

l’inflammation chronique, suppriment la progression des réponses inflammatoires et améliorent 

les manifestations de la maladie. En 2008, l’équipe de Goetz montre que la déplétion des LB avec 

l’anti-CD20 Rituximab, exacerbe la colite ulcérative chez l’Homme suggérant que les Bregs 

prédominent par apport aux LB effecteurs dans les maladies inflammatoires de l’intestin (Goetz 

et al. 2007, El Fassi et al. 2008).  

En 2011, en utilisant un modèle expérimental animal de colite ulcérative, Yanaba 

remarque que la réponse inflammatoire est négativement régulée par une population particulière 

de B10 CD1dfort CD5+ qui est absente chez les souris KO en CD19 et qui représente seulement 1 à 

2 % de cellules B220+ spléniques dans les souris sauvages.  Les souris KO en CD19 développent 

des lésions intestinales plus sévères durant l’induction de cette colite, avec une diminution des 

B10 et une réduction de la production d’IL-10, comme cela a été décrit pour la phase d’initiation 

dans l’EAE par Matsushita (Matsushita et al. 2008). 
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Enfin, contrairement aux résultats de Matsushita, le transfert adoptif de B10 spléniques 

producteurs d’IL-10 issus de souris sauvages améliore la colite ulcérative. Il s’agit donc de LB 

non spécifiques de l’antigène dans ce modèle. Les auteurs pensent qu’il est possible que plusieurs 

sous-populations de LB soient impliquées dans la suppression de la colite et des lésions 

intestinales (Yanaba et al. 2011). 

Un récent travail de Rosser et Mauri indique que le microbiote intestinal favorise la 

différenciation de Breg dans la rate et dans les ganglions lymphatiques mésentériques et montre 

qu’un traitement antibiotique qui perturbe cette flore bactérienne réduit le nombre et la fonction 

des Bregs. Ces résultats suggèrent que le microbiote commensal est important pour établir à la 

fois une réponse  pro-inflammatoire et une réponse régulatrice et ainsi maintenir l'équilibre, de 

sorte que le système immunitaire puisse rapidement éliminer l’infection mais soit capable 

également  de réduire au minimum les dommages collatéraux inflammatoires (Rosser et al. 

2014). 

2.2.2 Chez l’Homme : 

Chez l’Homme également de nombreuses études dans la littérature ont rapporté 

l’induction de Breg chez les patients hébergeant des parasites intestinaux ou encore une induction 

de Breg lors d’infections bactériennes (Correale et al. 2008), (Jeong et al. 2012).  

D’autre part, l’équipe de Goetz confirme les observations faite chez la souris et montre 

que suite à un traitement anti-CD20 la déplétion des LB les patients présentent une colite 

ulcérative exacerbée (Goetz et al. 2007, El Fassi et al. 2008). 
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2.3 Le Diabète de Type I 

2.3.1 Chez la souris  

Les études portant sur les B10 et les modèles murins de diabète sont limitées à la souris 

NOD diabétique non obèse, qui est un modèle spontané de diabète de type 1 dans lequel la 

destruction auto-immune des cellules β pancréatiques productrices d’insuline est médiée 

principalement par les LT (Anderson et al. 2005). Bien qu’il fut clairement démontré un rôle 

pathogénique des LB dans l’initiation de la maladie (Xiu et al. 2008), les LB activés in vitro 

peuvent maintenir la tolérance et transfèrent une protection contre le diabète de type 1 dans les 

souris NOD (Tian et al. 2001, Hussain et al. 2007).  

Le transfert adoptif  de LB stimulés par le BCR dans des souris NOD à  5 à 6 semaines 

d’âge retarde le début de la maladie et réduit l’incidence du diabète de type I, alors qu’un 

traitement à 9 semaines d’âge retarde  seulement le début de la maladie.  La protection contre le 

diabète de type 1 requiert la production d’IL-10 par les LB puisque le transfert adoptif de LB IL-

10 KO ne protège pas contre le diabète de type 1 ou de l’insulinite sévère des souris NOD 

receveuses.  L’effet thérapeutique du transfert adoptif est corrélé avec une polarisation Th2. Bien 

que limitées, les donnés dans la littérature suggèrent que les B10 pourraient être protecteurs et 

avoir un rôle dans la prévention de l’établissement du diabète de type 1 dans les souris NOD. 

2.3.2 Chez l’Homme 

En 2013, l’équipe de Di Caro montre que les cellules dendritiques tolérogènes induisent la 

prolifération et la différenciation de LB immunosuppressifs in vitro. De plus, ces cellules 

suppressives semblent appartenir à une population Breg de phénotype CD19+CD24+CD38+ qui 

exprime le récepteur à l’acide rétinoïque.  Les auteurs montrent que cette conversion des LB en 
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Breg est partiellement dépendante de la production d’acide rétinoïque par les cellules 

dendritiques. De ce fait, les auteurs suggèrent que l’efficacité clinique d’une thérapie cellulaire à 

base de cellules dendritiques tolérogènes chez des personne atteintes de diabète sucré passe en 

partie par la conversion des LB en Breg CD19+ CD24+ CD38+ par un mécanisme dépendant de 

l’acide rétinoïque (Di Caro et al. 2013).  

2.4 L’arthrite induite par le Collagène  

2.4.1 Chez la souris 

Comme nous l’avons évoqué précédemment le travail de Rosser met en évidence une 

interdépendance entre le microbiote intestinal, la différenciation des Bregs et la guérison de 

l’arthrite.  Selon l’auteur, 70% des T2-MZPs résidants dans la rate des souris arthritiques 

expriment l’intégrine α4β7, une molécule qui permet aux lymphocytes de migrer au GALT.  En 

outre, près de 80% des T2-MZPs producteurs d’IL-10 expriment cette intégrine α4β7.  

En co-culture in vitro, ces dernières sont plus efficaces que les T2-MZPs négatives en 

α4β7 à l’induction de Treg Foxp3+ ainsi qu’à l’inhibition de LT CD4+ TNF-α. Bien que les T2-

MZPs soient rapportées pour être des cellules exclusivement résidentes de la rate, les auteurs 

montrent que la majorité de ces cellules migrent vers l'intestin et plus précisément dans les 

ganglions mésentériques des souris arthritiques, où elles acquièrent leur pleine capacité 

régulatrice (Rosser et al. 2014). 

D’autre part, dans des travaux antérieurs, il a été montré que les LB producteurs d’IL-10 

sont importants pour restreindre la sévérité de l’inflammation. Toutefois ces cellules sont 

incapables de prévenir l’établissement de la maladie (Mauri et al. 2012, Kalampokis et al. 2013).  
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2.4.2 Chez l’Homme 

Les Bregs chez l’Homme pourraient jouer un rôle similaire. En effet, Daien CI et 

collaborateurs ont mis en évidence une déficience dans la fonction Breg chez des patients atteints 

d’arthrite rhumatoïde. D’un coté ils relèvent une augmentation du pourcentage de LB CD24fort 

CD27+ circulants qui est corrélée avec une forme active de la maladie. L’augmentation de cette 

population LB n’est pas corrélée avec une augmentation de la fonction Breg puisqu’ils montrent 

qu’elle est incapable d’induire la différenciation de Treg CD4+ CD127faible CD25+ contrairement 

aux Breg d’individus sains. De l’autre, ils montrent une baisse du nombre de B10 qui est 

inversement corrélée avec les marqueurs d’activité de la maladie. (Daien et al. 2014). Suggérant 

que la perte du nombre de B10 et donc de la fonction Breg pourrait favoriser l’arthrite 

rhumatoïde. 
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2.5 Le Lupus Erythémateux disséminé 

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est un modèle de maladie auto-immune 

systémique. 90% des personnes touchées par cette maladie sont des femmes âgées de 20 à 40 ans. 

Le LED se caractérise par de la fièvre, une asthénie, une inflammation des articulations, des 

éruptions cutanées, une pleurésie et un dysfonctionnement rénal. Le diagnostic biologique se 

concentre sur la détection d’anticorps anti-nucléaires dirigés contre l’ADN double et simple brin, 

les nucléo protéines, les histones, et les ARN nucléolaires. L’étiologie du LED n’est pas connue, 

toutefois plusieurs facteurs semblent intervenir comme les facteurs génétiques, 

environnementaux, endocriniens et immunologiques (Rodriguez-Caruncho et al. 2015). 
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2.5.1 Rôle pathogène et protecteur des LB dans le LED 

2.5.1.1 Modèles murins 

Le LED est une maladie auto-immune multi-organe. Il est maintenant largement admis 

que les LB sont capables de promouvoir la progression de la maladie. Les modèles murins MRL 

lpr et NZB W F1 sont les deux modèles de choix pour l'étude du LED en raison du 

développement spontané d’une maladie rappelant le lupus de l’Homme. Dans ces deux modèles, 

les LB produisent un large éventail d’auto-AC dirigés contre l’ADN et les antigènes associés à 

l’ARN, qui contribuent aux atteintes rénales causée par le dépôt d’IgG (Dang et al. 1984, Cohen 

et al. 1991).  

En plus de la production d’auto-AC par les plasmocytes auto-réactifs, les LB ont un rôle 

pathogénique indépendant des auto-AC sécrétés. En effet, les souris transgéniques mIgM MRL 

lpr qui expriment uniquement une immunoglobuline (Ig) de membrane mais pas sa forme 

secrétée, développent toujours une néphrite et une vascularite (Chan et al. 1999). De surcroit, les 

souris MRL lpr déficientes en LB affichent une réduction de l’activation du compartiment T en 

comparaison avec les souris contrôles (Shlomchik et al. 1994, Chan et al. 1998).  

La déplétion des LB dans les souris lupiques MRL lpr améliore la protéinurie et la 

dermatite et réduit le titre d’auto-AC anti- nucléaire RF et anti-SM (Ahuja et al. 2007). Dans le 

modèle de souris NZB W F1 sensibilisées au pristane, la déplétion des LB avec un AC anti-CD20 

concède également à une amélioration des taux de survie.  

Par ailleurs, il fut récemment établi également un rôle protecteur des LB dans la 

physiopathologie du lupus, mis en évidence grâce aux thérapies de déplétion des LB dans les 

modèles murins (Haas et al. 2010). En effet, une déplétion des LB répétée toutes les 4 semaines 
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avec un AC anti-CD20 est efficace pour retarder le début de l’apparition de la maladie seulement 

lorsque ce dernier est administré chez des souris âgées de > 12 semaines.  En revanche, lorsque 

cette déplétion est réalisée chez de jeunes souris âgées de 4 semaines, le début de la maladie est 

cette fois plus précoce et les souris présentent une baisse de survie. Cet effet serait imputé à la 

perte des Bregs B10 (Haas et al. 2010). Ces observations démontrent clairement le rôle complexe 

porté par les LB dans la pathogenèse du lupus avec une implication à la fois de sous-populations 

régulatrices et effectrices à des temps précis d’évolution de la pathologie. Il est intéressant de 

constater que les souris lupiques NZB/W F1 auto-immunes ont environ 4 fois plus de B10 à 10 

semaines d’âge que des souris de type CD57BL/6 du même âge. Ces dernières n’étant, bien 

évidemment, non sujettes au développement d’une maladie auto-immune. Watanabe et 

collaborateurs en 2010 font la démonstration du rôle protecteur des B10 dans un modèle murin 

NZB/W F1 CD19 KO. Ces souris développent une maladie plus sévère que leurs homologues 

sauvages. La sévérité de la maladie est associée à une augmentation de la protéinurie, de la 

glomérulonéphrite et à une baisse globale de la survie des souris (Watanabe et al. 2010). De la 

même manière que dans les souris C57BL/6 CD19KO, les souris lupiques CD19 KO présentent 

un défaut en B10 avec un compartiment CD1dfort CD5+ à peine détectable associé à une réduction 

de la transcription de l’IL-10 dans la population de LB splénique globale en comparaison aux 

souris lupiques contrôles. L’augmentation de la sévérité de la maladie dans les souris lupiques 

CD19 KO est particulièrement importante sachant que la déficience en CD19 diminue la 

production d’auto-AC considérée comme inductrice de la maladie lupique. Ainsi, bien qu’il y ait 

une baisse des auto-AC, le manque en B10 conduit néanmoins au développement d’une maladie 

plus agressive. Le transfert adoptif de LB spléniques CD1dfort CD5+ de souris lupiques sauvages 

confère une protection de la maladie dans les souris lupiques KO en CD19 receveuses et 
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augmente la fréquence des Tregs (Watanabe et al. 2010). Ainsi, comme dans d’autres modèles 

auto-immuns, les LB joueraient un rôle pathogène et un rôle protecteur durant le lupus. Un 

schéma illustrant la dualité de fonction des LB avec d’un coté un rôle protecteur et de l’autre, 

pathogénique des LB dans la physiopathologie du LED est proposé en Figure 2.   

2.5.1.2  Chez l’Homme 

Plusieurs études cliniques ouvertes sur l’effet du rituximab dans le LED ont rapporté des 

résultats prometteurs quant à l’efficacité clinique de la déplétion des LB (Cambridge et al. 2006, 

Smith et al. 2006). Ces études réalisées sur de petites cohortes indiquent que l’amélioration 

clinique est associée à une déplétion des LB circulants tandis que la repopulation des LB prédit 

une rechute de la maladie. Les patients présentent une réduction des titres d’AC anti-ADN mais 

pas d’AC anti-microbiens ou anti-protéines de fixation de l’ARN (RBP), ce qui suggère que les 

AC anti-ADN sont préférentiellement générés par les plasmablastes à courte durée de vie (Tew et 

al. 2010). 

Cependant, les résultats d’un essai clinique de plus grande envergure de phase II et III 

randomisée en double aveugle du rituximab, n’ont pas montré de différence significative dans la 

réponse clinique à la maladie par rapport au groupe placebo (Merrill et al. 2010). Les résultats 

insatisfaisants de cette thérapie pourraient tenir du fait que l’effet bénéfique attendu d’une 

déplétion des LB effecteurs est contrasté par la déplétion simultanée des Bregs (Jamin et al. 

2008), dont nous savons qu’ils sont déjà moins nombreux et fonctionnellement défectueux à 

l’état basal dans le lupus (Blair et al. 2010, Gao et al. 2014), (Lemoine et al. 2011). 

En effet, l’étude de l’équipe de Mauri en 2010 a mis en évidence une nouvelle anomalie 

impliquée dans la physiopathologie du LED, caractérisée par une baisse fonctionnelle des Bregs 

de phénotype CD24fort CD38fort chez les patients. Les auteurs montrent que la régulation par les 
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LB de la production de cytokines pro-inflammatoires par les LT est déficiente chez les patients 

(Blair et al. 2010).  Ils ont mis en culture des cellules mononuclées du sang périphérique 

stimulées durant 72h avec un AC anti-CD3, afin de mesurer les réponses IFN-γ et TNF-α des LT 

CD4+. Lorsqu’ils déplétent les LB CD24fort CD38fort de la culture, une fréquence élevée de TCD4+ 

IFN-γ et TNF-α+ est observée chez les témoins sains, mais pas chez les patients et démontre que 

cet effet est partiellement IL-10 dépendant. En outre, les LB CD24fort CD38fort isolés des patients 

LED sont réfractaires à la stimulation CD40 et produisent moins d’IL-10 par apport aux 

contrôles. Notre équipe montrera que cette déficience concerne également l’inhibition de la 

prolifération T (Lemoine et al. 2011). 
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Figure 2 : Rôle protecteur et pathogénique des LB  dans le lupus. 

 Des LB ont un rôle pathogénique dans le lupus via la production d’auto-AC par les 
plasmocytes auto-réactifs (en 1), la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (2) et par  la 
présentation d’auto-antigène (3). Des LB ont un effet protecteur, comme les Bregs 
producteurs d’IL-10, qui favorisent notamment l’activité des Tregs.   



!

2.5.2 Origine du dysfonctionnement des Bregs dans le LED 

Les LB des patients LED possèdent des caractéristiques bien décrites qui les distinguent 

des LB de témoins que ce soit l’homéostasie, le phénotype ou la fonction de ces cellules. Toutes 

ces caractéristiques finalement, peuvent être impliquées dans le défaut de la régulation B. 

Du point de vu phénotypique, ce défaut Breg pourrait être dû à une baisse d’expression de 

certaines molécules sur les LB de LED comme CD72 et CD45 par rapport aux témoins sains. Il a 

été montré que CD72 est plus faiblement exprimée à la surface des LB de LED actif (Sun et al. 

2005) et que les LB de souris développant spontanément un LED expriment faiblement la 

molécule CD72 (Nakano et al. 2007). Bien sûr, la contribution de ces molécules dans l’activité 

régulatrice B reste à déterminer. On peut toutefois rappeler que l’absence de ces corécepteurs 

inhibiteurs du BCR conduit à une absence de régulation et à une susceptibilité accrue à 

l’activation par leur BCR. A cela s’ajoute l’observation selon laquelle les LT des patients atteints 

de LED surexpriment le CD40L comparés aux témoins sains (Koshy et al. 1996). L’hypothèse 

serait donc que l’augmentation du signal du BCR couplé à la forte stimulation du CD40 pourrait 

conduire les LB lupiques vers un état d’hyper-activation incapables de revenir à un état 

régulateur.  De plus, il a été montré que les LB des souris lupiques n’expriment que faiblement la 

molécule IL21R récemment décrite comme impliquée dans l’expansion des Bregs (Yoshizaki et 

al. 2012). 

D’un point de vu fonctionnel, la démonstration du défaut des Bregs à inhiber la 

prolifération des LT pourrait s’expliquée par la déficience en Tregs. Notre équipe a 

précédemment montré que le mécanisme de régulation de la prolifération par les LB passe par 

l’induction de Tregs (Lemoine et al. 2011). Un argument en faveur de cette hypothèse vient d’une 

autre étude qui montre que les patients atteints de LED présentent moins de Tregs que les sujets 
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sains. Connaissant aujourd’hui l’importance des Bregs dans l’induction, l’expansion et le 

maintien des Tregs, leur réduction chez ces patients pourrait être la conséquence d’un 

dysfonctionnement des Bregs (Bonelli et al. 2008). 

 Enfin, autre possibilité, qui puisse expliquer ces observations, serait que le LT de LED 

soit résistant à l’inhibition exercée par les Tregs, comme suggéré par Venigalla en 2008 

(Venigalla et al. 2008). Néanmoins, dans un modèle récent d’étude in vitro de la régulation B, 

cette même équipe exclut cette éventualité. En réalisant des cultures hétérologues, ils montrent  

que les LT de LED sont régulés efficacement par des Bregs provenant de témoins sains. 

Toutefois ce modèle d’étude in vitro est particulier, puisque les auteurs montrent que l’effet des 

Bregs ne passerait pas par l’induction de Tregs (Gao et al. 2014).   

La comparaison entre les LB des patients LED et ceux de témoins sains indique que le 

défaut de production de l’IL-10 en réponse à une stimulation anti-CD40 serait dû à une altération 

de l’activation de STAT-3 (Blair et al. 2010). Ce défaut d’IL-10 pourrait expliquer l’absence de 

contrôle de la production de cytokines pro-inflammatoires (Lemoine et al. 2011).  

Différents mécanismes d’actions ont été évoqués pour expliquer le bénéfice du rituximab 

dans le LED et dans d’autres maladies. On peut citer l’élimination des auto-AC, la restauration de 

la balance Th1/Th2, l’expansion des Tregs, la perturbation des tissus lymphoïdes ectopiques et 

une élimination des LB effecteurs des organes cibles (Eisenberg et al. 2005, Sfikakis et al. 2005, 

Ng et al. 2007, Sanz et al. 2007, Stasi et al. 2008). Le travail  de l’équipe d’Anolik suggère en 

outre que le bénéfice, au début tout au moins, ne peut être expliqué seulement par la réduction 

des auto-AC (Anolik et al. 2004, Looney et al. 2004) mais aussi par l’apparition de Breg.  

De multiples altérations de l’homéostasie des LB sont rapportées dans le LED chez 

l’Homme. Les anomalies majeures observées dans la forme active de la maladie incluent : une 
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lymphopénie des LB naïfs, une relative augmentation des LB mémoires CD27+ « switcher », une 

augmentation des « early Bm5 » avec une expansion des plasmablastes CD27++ et une expansion 

des transitionels T1. L’équipe d’Anolik a également mis en évidence l’expansion d’autres sous-

populations LB notamment les B mémoires « switchés » CD27-, des LB transitionnels T2 et T3. 

Ces importantes altérations des LB dans le sang périphérique des patients LED sont plus 

importantes lorsqu’on les compare avec d’autres maladies auto-immunes. Ceci reflète la nature 

du processus auto-immun avec des cycles fréquents d’activation, différentiation et un trafic entre 

les organes lymphoïdes secondaires (OLS) et le tissu cible et influence probablement l’efficacité 

de la fonction régulatrice des LB.  

De ce faite, cette disparité dans la distribution des sous populations LB peut également 

être un facteur important dans le LED. De manière intéressante, les patients qui ont reçu un 

traitement au rituximab présentent une augmentation du ratio CD19+CD24fortCD38fort/ LB 

mémoires. Ce constat soutient la notion selon laquelle la déplétion des LB peut conduire à une 

augmentation des LB tolérogènes lors de la reconstitution du répertoire B (Anolik et al. 2007, 

Palanichamy et al. 2009). La repopulation avec des LB transitionnels est en effet associée à une 

rémission clinique soutenue et stable alors qu’une repopulation du compartiment B mémoires est 

associée à une faible réponse clinique. Ces observations sont confirmées par d’autres équipes et 

semblent pouvoir s’appliquer aussi à d’autres maladies auto-immunes dont la polyarthrite 

rhumatoïde (Anolik et al. 2009). De plus, on sait que c’est le compartiment LB mémoire activé 

CD95+ IgD-CD27- qui est corrélée avec l’activité de la maladie dans la SLE (Jacobi et al. 2008). 

Cette population LB mémoire activé pourrait représenter le produit d’un processus de 

différenciation extracellulaire aberrante des LB mémoires.  
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En conclusion, comme nous venons de le voir, les LB des patients LED possèdent des 

caractéristiques qui les distinguent des LB de témoins sains que ce soit l’homéostasie, le 

phénotype ou la fonction des LB. Toutes ces caractéristiques peuvent expliquer le défaut de  

régulation des LB des malades. Une question centrale nous interpelle particulièrement est de 

savoir quelle est la contribution de chacun de ces paramètres dans la physiopathologie de la 

maladie ? En d’autres termes, on peut envisager que c’est le dysfonctionnement de l’un de ces 

paramètres qui est véritablement à l’origine de tous les autres. De ce fait, restaurer la fonction 

régulatrice des LB des malades pourrait rétablir ou avoir des conséquences positives sur 

l’ensemble des caractéristiques du LB. Le prochain chapitre, sera consacré à l’étude d’un 

médicament immuno-modulateur, le Glatiramer acetate. Ce dernier a montré une capacité à 

activer la fonction Breg dans l’EAE et qui plus est à restaurer la production d’IL-10 dans les LB 

de patients atteints de sclérose en plaques.  
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3. Le Glatiramer acetate 

L'acétate de glatiramère (COP-I, GA; Copaxone, marque déposée de Teva Pharmaceutical 

Industries Ltd) est un ensemble de polypeptides synthétiques résultant de la mise en présence et 

de l'association au hasard de quatre acides aminés constitutifs retrouvés dans la composition de la 

protéine basique de la myéline (MBP) à savoir : l'acide glutamique, la lysine, l'alanine et la 

tyrosine. La chimie du GA est étroitement liée à l'observation que les polymères polypeptidiques 

ont des activités biologiques diverses, notamment celle d'être antigéniques, c'est à dire, capables 

de stimuler une réponse immunitaire (Teitelbaum et al. 1974). Le développement du GA comme 

médicament de première ligne pour le traitement de la sclérose en plaque sous sa forme 

rémittente récurrente vient d’une étonnante et fortuite découverte (Arnon et al. 1996).  

!

3.1 Sérendipité du Glatiramer acetate 

La découverte du GA est le fruit d’un heureux hasard. Dans les année 1960, les Drs Sela, 

Arnon, et leurs collègues à l'institut Weizmann, Israël étaient impliqués dans l'étude des 

propriétés immunologiques d'une série de polymères et copolymères développés pour ressembler 

à la MBP (myelin basic protein), qui comme son nom l’indique est l’une des principales protéines 

constituant la myéline. L’injection de cette dernière avec un adjuvant complet de Freund à des 

souris, induit l'EAE, le modèle animal de référence pour l’étude de la sclérose en plaque chez 

l'Homme. A l'époque, leur objectif est d'évaluer si des polypeptides de synthèse peuvent mimer la 

capacité de la MBP et des fragments et régions de la molécule MBP à induire l’EAE (Teitelbaum 

et al. 1971, Teitelbaum et al. 1973, Teitelbaum et al. 1974) 
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Pour cela, ils composent 3 polymères ou copolymères contenant 4, 7 ou 12 acides aminés. 

Tous contiennent une quantité importante de lysine pour donner leur nature basique similaire à la 

MBP. Alors qu’ils effectuaient la synthèse des copolymères, le groupe a développé également en 

parallèle un processus simplifié de purification de la MBP bovine et ont montré que lorsqu’elle 

est combinée avec l’adjuvant complet de Freund, elle est un puissant inducteur d’EAE dans le 

cochon d’inde notamment. Les expérimentations sont réalisées sur des cochons d’Indes, auxquels 

ils administrent les copolymères séparément. Aucune des séries de polypeptides testés n'a permis 

d’induire l'EAE. Par contre, ils font une découverte fortuite pour le moins surprenante puisqu’ à 

l’inverse de leurs suppositions de départ, plusieurs polypeptides été capables de supprimer l'EAE 

dans des cochons d’Indes accidentellement immunisés par la MBP d’origine bovine. Ainsi, le 

copolymère -1 connu plus tard comme l’acétate de glatiramère (GA), est celui qui a montré le 

plus d’efficacité dans la prévention ou la réduction de la sévérité de l'EAE. Il s’en est suivi une 

série d’expérimentations avec des résultats très encourageants et prometteurs. La suppression 

n'est pas restreinte à une espèce particulière, au type de maladie, ou encore à l'encephalitogène 

utilisé pour l'induction de l'EAE. Il faut préciser que cette découverte fortuite fut une vraie 

évolution car à cette époque aucun traitement de la sclérose en plaques (SEP) n’existait chez 

l’Homme (Bornstein et al. 1987), (Bornstein et al. 1982, Bornstein et al. 1984).  

La sclérose en plaques est une maladie inflammatoire démyélinisante chronique, dont 

l'étiologie est toujours inconnue, affectant le système nerveux central (SNC) des jeunes adultes. 

La SEP affecte 2,5 millions de personnes dans le monde entier avec une prédominance chez les 

femmes (Wright et al. 1965, Staugaitis et al. 1998, van de Beek et al. 2003, De Santi et al. 2005). 

La SEP a des présentations cliniques hétérogènes: environ 85-90% des patients présentent une 

forme récurrente rémittente, une maladie à poussée et rémission (SEP-RR) tandis que 10-15% 
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ont une SEP progressive primaire (PPMS). Après 10-15 ans, la SEP-RR évolue souvent en une 

forme secondaire progressive, caractérisée par une perte des fonctions neurologiques qui 

ressemble à la PPMS, avec ou sans rechutes superposées. Le taux de rechute chez les patients 

atteints de SEP rémittente non traités est d'environ 0,5 par an (Toledano et al. 2015). Abramsky et 

collaborateurs (1977) sont les premiers à traiter un groupe de patients SEP-RR sévères avec le 

GA en intramusculaire avec 2 à 3 mg tous les 2-3 jours durant 3 semaines, puis chaque semaine 

durant 2-5 mois (Abramsky et al. 1977). Aucune conclusion ne fut dessinée concernant 

l'efficacité du médicament mais il ne présentait pas d’effets secondaires indésirables significatifs. 

Il s'en suivit 3 essais cliniques dans les années 80, qui apportent des preuves de son efficacité. Il 

sera approuvé part la FDA quelques années plus tard (Bornstein et al. 1987). Une étude clinique 

réalisée en 1987, en aveugle, avec deux groupes de patients présentant, la forme SEP-RR ont reçu 

soit le COP-1, soit un placebo durant deux ans. La fréquence des poussées chez les patients 

traités fut réduite de 77 % et celle de la progression du handicap, diminuée de 58 % par rapport 

au groupe placebo. Ces résultats étaient donc très encourageants mais les difficultés techniques 

rencontrées dans la fabrication du COP-1 ont retardé de plusieurs années la réalisation d'une 

étude clinique de plus grande ampleur. Les résultats obtenus à cette époque doivent être 

interprétés avec prudence puisque avant 1991 la production du Glatiramer acetate n'était pas 

standardisée . Différents lots ont eu des effets suppresseurs variables sur l'EAE qui pouvaient 

aussi impliquer des effets variables chez les patients SEP. En 1991, un essai multicentrique de 

phase III avec une injection quotidienne de 20mg  en sous cutanée d'une préparation de GA 

standardisée a débuté aux USA. Cette étude contrôle placebo en double aveugle a démontré que 

le GA réduit significativement le taux de rechute sans provoquer d'effets secondaires indésirables 

significatifs (Johnson et al. 1995). Bien que positifs, les résultats sont moins spectaculaires que 
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dans les premières études. Le bénéfice sur le plan des poussées a été de 30 % pour les patients 

traités par rapport au groupe placebo et de 28 % concernant la progression de la maladie. En 

1996, le GA est approuvé par la FDA aux USA comme traitement destiné aux patients 

ambulatoires avec une forme active rémittente récurrente. Depuis le GA a été autorisé et 

approuvé dans de nombreux autres pays (Ziemssen et al. 2002).  

Bien que la SEP soit considérée comme une maladie incurable durant plus d'un siècle, des 

avancées significatives ont été faites dans les options de traitement au cours de la dernière 

décennie. De nouveaux traitements ont montré une meilleure efficacité par rapport à la première 

génération de médicaments (Curtin et al. 2014, Inglese et al. 2015). Cependant, ils peuvent être 

accompagnés d'effets secondaires graves et mêmes mortels. En raison de son bon profil 

d’innocuité et de tolérance à long terme, le copaxone reste actuellement un médicament de 

référence administré en première ligne aux malades (Zvartau-Hind et al. 2002, Karussis et al. 

2010, Boster et al. 2011, Boster et al. 2015, La Mantia et al. 2015). 

3.2 Chimie et biodisponibilité du Glatiramer acetate 

Le GA consiste en des sels d’acétate de polypeptides de synthèse. Avec une longueur 

moyenne de 45 à 100 acides aminés. Son poids moléculaire est en moyenne de 5000 à 9000 Da. 

Sa structure est représentée dans la Figure 3 (Messina et al. 2013). La longueur du peptide et les 

séquences et succession d’acides aminés sont inconnus, générant un grand nombre d’épitopes 

actifs potentiel. Pour ces raisons le GA n’a pas un profil pharmacocinétique défini (Varkony et al. 

2009), (Johnson 2010). 

La Pharmacocinétique du GA n’a pas été totalement exploré chez les patients. On 

retrouve néanmoins des donnés limitées réalisées chez des contrôles sains et chez l’animal. Il a 

été montré qu’une fraction substantielle de la dose thérapeutique est hydrolysée localement. Les 
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fragments GA peuvent être reconnus par des AC réactifs au GA. Une certaine fraction du 

matériel injecté, soit intact ou partiellement hydrolysé, est supposée entrer dans la circulation 

lymphatique pour atteindre les ganglions lymphatiques régionaux tandis que d’autres peuvent 

entrer intact dans la circulation systémique (Messina et al. 2013). Des études réalisées chez des 

chiens recevant une injection en sous cutanée de 3mg /kg de GA ont montré que ce dernier est 

détecté dans le sang 5 à 10 min après son injection. Dans deux cas sur trois, les niveaux sériques 

reviennent au niveau de base après 6h. Une étude pilote réalisée dans le but de quantifier le GA 

dans le sérum chez l’Homme par une injection unique d’une dose supra thérapeutique de 60 mg à 

des volontaires sains (Messina et al. 2013) montre un niveau quantifiable de la molécule dans le 

plasma de 9 sujets sur les 17 volontaires testés. Chez les 9 sujets, le temps nécessaire pour 

atteindre la concentration maximale (Tmax) etait entre 15 et 30 min  excepté chez un sujet qui a 

présenté un second pic à 240 min. La concentration plasmatique maximale (Cmax) est de 69-605 

ng/ml. La zone sous la courbe retrouvée chez les neuf sujets présente une large variabilité  allant 

de 1,64 à 67,532 ng/ml. Chez tous les sujets, les niveaux du GA retournent au niveau initial 30-60 

min post-injections. Chez quatre sujets, une quantité quantifiable de GA est détectée également à 

240 min ou 360 min post-injection. A l’issue de 24h post-injection, les niveaux des fragments de 

GA immuno-reconnaissables dans le sérum de 15 sujets sur les 17 reviennent sous le seuil limite 

de détection de 25 -50 ng/ml (Messina et al. 2013). L’exposition après administration d’une seule 

dose ou de doses multiples de GA semble suivre le même résultat (Messina et al. 2013). Le GA 

est détecté principalement dans l’estomac, la tyroïde et plus faiblement dans le cerveau, 

possiblement en raison de sa nature hydrophile. Le GA est incapable de traverser la barrière 

encéphalique exerçant son effet sans doute exclusivement en périphérie (Carter et al. 2010).  
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Figure 3 : Structure du Glatiramer acetate.  

 L'acétate de glatiramère est l'acétate d'un polypeptide synthétique composé de 4 acides 
aminés naturels : acide L-glutamique, L-alanine, L-tyrosine et L-lysine avec une fraction 
molaire moyenne de respectivement 0,129 - 0,153, 0,392 - 0,462, 0,086 - 0,100 et 0,300 -
 0,374. Il se caractérise par une longueur moyenne de 45 à 100 acides aminés et un poids 
moléculaire moyen compris entre 5000 et 9000 daltons. Les séquences en acides aminés sont 
non définies et aléatoires, dont un exemple possible est présenté ici.  
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3.3 Mécanismes d’action du GA dans la SEP et l’EAE 

Depuis sa découverte il y a quatre décennies et plus particulièrement  depuis l’observation 

de son efficacité clinique à la fin des années 1980 et le début des années 1990, des progrès 

significatifs ont été réalisés permettant de comprendre les mécanismes d’actions du GA.  

On pourrait scindé ces mécanismes d’actions en d’une part, des effets immuno-

modulateurs par l’induction de cellules régulatrices et d’autre part, des effets neuro-protecteurs 

par l’induction de facteurs neuro-trophiques dans le SNC permettant la réparation-régénération 

neuronale. Les résultats des investigations sur les mécanismes d’actions du GA ont été 

extrêmement productifs au cours de la dernière décennie. Plusieurs études ont été réalisées in 

vitro et in vivo chez la souris et chez l’Homme (Messina et al. 2013). 

 Dans cette partie, nous décrirons uniquement le volet immuno-modulateur du 

médicament. Le GA est capable de moduler de manière pléitropique le système immunitaire inné 

et adaptatif. Nous verrons dans ce chapitre qu’aucune cellule du système immunitaire aussi bien 

inné qu’adaptatif n’est épargnée. Beaucoup peuvent être la cible directe du médicament ou etre 

affectée de façon indirect. Nous aborderons ici les principales études sur le GA et le  LT avec 

toutes les sous populations qui le compose T CD4+, T CD8+, Th17, Th1 et Treg mais aussi les 

cellules présentatrices d’antigène telles que les cellules dendritiques, les monocytes et les 

macrophages ainsi que les cellules NK et bien évidemment les LB. 
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3.3.1 Modulation des LT CD4+ 

Le LT est une cellule clé de l’immunité adaptative dont le GA en module de nombreux 

aspects. Ainsi, une des toutes premières propriétés décrites du GA est sa capacité à interférer avec 

l’activation des TCR spécifiques de la myéline. Les LT réactifs à la myéline qui sont exposés à 

des doses croissantes de GA, présentent une inhibition de la prolifération et de la production 

d’IFN-γ dose dépendante.  Une réponse proliférative est présente au départ mais diminue avec le 

temps en présence de GA. La baisse observée pourrait être la conséquence d’une induction de LT 

anergiques et d’une élimination clonale tels que certains auteurs le suggèrent (Schmied et al. 

2003). Ce mécanisme d’induction d’anergie peut se produire en périphérie au niveau du site 

d’injection ou bien dans les ganglions lymphatiques drainants où les cellules spécifiques de la 

MBP  peuvent être confrontées au GA. Une injection répétée quotidienne en sous cutanée de GA 

favorise l’induction de l’anergie (Comi et al. 2002). De plus, en se basant sur les observations 

suggérant qu’il agit comme un antagoniste au complexe MBP/CMH au niveau de l’interaction 

avec des TCR spécifiques de MBP, le GA opère comme une peptide ligand altéré à l’épitope 82-

100 de la MBP in vitro, qui entraine un déplacement de la MBP de son site de fixation sur la 

molécule de CMH (Figure 4) (Racke et al. 2010). 
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Figure 4 : Antagonisme entre le GA et la protéine MBP 82-100 pour le TCR. 

 Le GA entre en compétition avec les Ag dérivés de la MBP spécifiques pour le TCR en 
particulier l’épitope 82-100. Le GA entraine ainsi  un déplacement de la MBP de son site de 
fixation ou d’ancrage sur la molécule de CMH présente sur la CPA. Par ailleurs, étant donné 
les séquences aléatoires du GA et la présence d’acide aminés couramment utilisés comme 
sites d’ancrages au CMH et de contact au TCR, le GA serait un antigène universel capable 
d’interagir avec une grande diversité de LT et d’induire une forte prolifération T primaire 
mais transitoire. 
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Néanmoins, cet antagonisme vis à vis du TCR est sujet à controverse d’après certains 

auteurs qui indiquent qu’il est sans doute peu relevant in vivo dans la mesure où le GA n’atteint 

probablement pas les sites où il pourrait entrer en compétition avec la MBP. Pourtant, alors même 

que les LT réactifs au GA ne sont pas exposés à l’antigène de myéline MBP, ils possèdent des 

réactions croisées avec la MBP et le transfert adoptif des T-GA in vivo supprime l’EAE induite 

par une préparation de moelle épinière de souris (Aharoni et al. 1997). 

De plus, les travaux de l’équipe de Farina montrent que les LT réactifs au GA peuvent 

traverser la barrière-hémato-encéphalique (BHE) et peuvent être activés non seulement par la 

MBP mais aussi par d’autres antigènes cross-réactifs (Neuhaus et al. 2000).   

Cette réaction croisée avec d’autres neuro-antigènes a incité l’équipe de Duda à examiner 

l’hypothèse selon laquelle le GA serait un antigène reconnu par une importante fréquence de T 

naïfs. Elle en arrive à des observations pour le moins surprenante puisqu’elle montre que le GA a 

la capacité d’induire une réponse proliférative in vitro de cellules spléniques issues d’une variété 

de souche de souris, ainsi que de cellules mononuclées isolées du sang de cordon humain et du 

sang périphérique suggérant que le GA est un antigène pour une diversité de LT. (Duda et al. 

2000, Duda et al. 2000, Carrieri et al. 2015). 

 Etant donné les séquences aléatoires du GA et la présence d’acide aminés couramment 

utilisés comme sites d’ancrages au CMH et de contact au TCR, Hafler et collaborateurs ont 

assigné au GA le terme d’antigène universel capable d’interagir avec une grande diversité de LT, 

induisant prolifération et réactions croisées avec d’autres antigènes peptidiques (Hafler 2002). 

Ainsi, de la même manière qu’un antigène peptidique conventionnel, le GA se fixe sur les 

molécules du CMH et est reconnu par les LT via des TCR spécifiques de l’antigène.  Puisque le 

GA est un mélange d’antigène peptidiques, une forte prolifération T primaire est induite même 
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chez des personnes non traitées saines (Duda et al. 2000), (Farina et al. 2001). L’équipe de 

Karandikar, pionnière dans le domaine des effets du GA sur les T CD8+, montre que cette 

prolifération peut concerner aussi bien les T CD4+ que les T CD8+ (Karandikar et al. 2002).   

A la notion d’antigène universel du GA est associé le terme de peptide ligand altéré et de 

dégénérescence du répertoire TCR. En effet, chez les patients non traités, les LT réactifs au GA 

ont des propriétés phénotypiques d’un LT naïf (Wiesemann et al. 2001). Le traitement GA induit 

plusieurs changement in vivo. Il modifie le répertoire T réactif au GA en le diversifiant (Duda et 

al. 2000) . Il réduit graduellement la réactivité proliférative des T CD4+ spécifique du GA 

probablement en induisant l’apoptose de certains LT (Ruggieri et al. 2006); (Duda et al. 2000); 

(Karandikar et al. 2002); (Farina et al. 2001, Wiesemann et al. 2003). Théoriquement, la baisse 

des LT réactifs au GA pourrait être due à l’induction d’anergie ou à la mort cellulaire induite par 

l’activation des LT spécifiques du GA (Farina et al. 2001). Globalement, toutes ces réponses sont 

uniques au GA, étant donné qu’en réponse à d’autres antigènes comme la toxine tétanique ou la 

tuberculine ces phénomènes ne sont pas relevés (Tennakoon et al. 2006); (Karandikar et al. 

2002). Il est largement reconnu que le passage d’une réponse Th1 vers une réponse Th2 est 

protecteur dans des conditions inflammatoires (Romagnani 1999). L’une des principales 

caractéristiques fonctionnelles attribuée au GA est sa capacité à orienter les réponses LT d’un 

phénotype Th1 vers un phénotype Th2 (Miller et al. 1998, Duda et al. 2000, Neuhaus et al. 2000, 

Qin et al. 2000, Chen et al. 2001, Franciotta et al. 2003, Weder et al. 2005, Sanna et al. 2006). 

Une étude réalisée par l’équipe de Aharoni en 1997 a montré que les clones ou lignées LT 

induites par le GA se polarisent progressivement vers un phénotype Th2 jusqu'à ce que la lignée 

perde totalement sa capacité à sécréter des cytokines pro-inflammatoires. Cette étude a écarté 

l’éventualité que les conditions de culture in vitro soient la cause de cette polarisation Th2 
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(Aharoni et al. 1997). Les modèles murins in vivo ont également montré cette déviation Th2 

médiée par les monocytes et les cellules dendritiques, excepté dans deux études qui indiquent que 

malgré l’absence de deux cytokines clés Th2 IL-4 et IL-10, le GA a toujours un bénéfice dans la 

suppression de l’EAE (Aharoni et al. 1997) (Jee et al. 2006). Nous discuterons un peu plus loin et 

plus en détails de ce rôle indépendant des LT dans l’efficacité clinique du GA soutenus par les 

travaux Jee et Liu en 2006.  La cellule Th2 spécifique du GA est capable de migrer dans le SNC 

et de supprimer localement l’inflammation (Arnon et al. 2004). Des études menées chez des 

patients atteints de SEP ont confirmé que l’injection quotidienne de GA favorise le 

développement de cellules Th2 caractérisées par une augmentation de la sécrétion d’IL-5 et d’IL-

13 (Sanna et al. 2006) et (Chen et al. 2001). Chen en 2002 rapporte que cette polarisation Th2 est 

maintenue tout au long de la période de traitement (Chen et al. 2001). Pris dans leur ensemble, la 

plupart de ces études suggèrent que l’activité principale du GA est l’induction d’un changement 

de réponse Th1 pro-inflammatoire vers une réponse Th2. On ne sait toujours pas si les LT réactifs 

au GA migrent dans le SNC des patients SEP après un traitement au GA. Des données 

expérimentales préliminaires indiquent que des cellules Th2-GA peuvent survivre et être 

cultivées dans le liquide cérébro-spinal des patients SEP traités au GA (Ziemssen 2004). Dans 

l’EAE, les cellules Th2 réactives au GA sont retrouvées dans le SNC des souris (Aharoni et al. 

2000, Aharoni et al. 2003). De plus, il a été montré que les LT Th1 et Th2 réactifs au GA sont 

capables de traverser une barrière sang cerveau artificielle in vitro (Kim et al. 2004, Kim et al. 

2004). Comme nous l’avons brièvement évoqué plus haut, excepté sur les T CD4, le GA a 

également un effet non négligeable sur les T CD8 selon les travaux de l’équipe de Karandikar 

(Karandikar et al. 2002). 
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3.3.2 Modulation des LT CD8+  

Le rôle des cellules T CD8+ dans la physiopathologie auto-immune a été à la fois peu 

étudié et controversé. Les cellules T CD8+ sont des cellules T prédominantes dans les lésions de 

SEP humaines et se caractérisent par leur expansion oligoclonale au site de la pathologie. Il est 

encore difficile de savoir si ces cellules sont à l’origine des réponses immunitaires pathogéniques 

ou au contraire des éléments de régulation de la maladie. Depuis plus de trois décennies, il fut 

supposé que la réponse au GA était limitée aux seules cellules T CD4+ et par conséquent les 

études mécanistiques de l'immunothérapie du GA se sont focalisées essentiellement sur les T 

CD4+. Néanmoins, une analyse de la prolifération par cytométrie en flux a permis d’apporter la 

première preuve directe qu’une réponse proliférative au GA est présente à la fois dans les LT 

CD4+ mais aussi dans le compartiment des LT CD8+ chez les donneurs sains comme chez les 

patients atteints de SEP (Karandikar et al. 2002). De plus, alors que les réponses des cellules T 

CD4+ sont comparables dans tous les groupes de patients, l’équipe de Karandikar démontre que 

les réponses T CD8+ sont significativement plus faibles chez les patients SEP non traités. Les 

auteurs montrent ainsi une augmentation des réponses T CD8+ au GA chez les patients SEP suite 

au traitement GA (Karandikar et al. 2002). Ils ont également découvert que les LT CD8+ induits 

possèdent des fonctions suppressives à la fois dans la SEP (Tennakoon et al. 2006) et dans l’EAE 

(Tyler et al. 2013). Fait intéressant, cette capacité suppressive est déficiente chez les patients SEP 

non traités et elle se trouve fortement augmentée chez les patients traités par le GA. Cette 

observation inédite suggère non seulement que l'effet immuno-modulateur du GA peut être médié 

par les cellules T CD8+ mais souligne également le rôle régulateur des cellules LT CD8+ 

spécifiques au GA dans le contrôle de la SEP. L'incapacité du GA à supprimer l’EAE dans des 

souris T CD8 déficientes (Tyler et al. 2013) est une preuve supplémentaire que les cellules T 
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CD8+ spécifiques du GA sont absolument indispensables à son effet thérapeutique. Les épitopes 

reconnus par ces cellules suppressives T CD8+ spécifiques du GA est l’une des données 

manquantes de l’équipe de Karandikar. Cette même équipe en 2013 montre également que cette 

fonction CD8+ suppressive spécifique peut être observée dès la 12ème heure post-traitement chez 

les patients SEP (Ayers et al. 2013), suggérant que l'amélioration rapide passe par la prolifération 

et l’expansion de cellules préexistantes mais que par contre l'augmentation de la fonction 

suppressive qui se maintient jusqu’à 7 mois post-traitement pourrait être due à une seconde 

population de T CD8+ spécifique du GA induite par des cellules présentatrices d’antigènes 

devenues tolérogènes grâce au le GA.  

Cette hypothèse s’appuye par les résultats d’une étude réalisée dans un modèle murin 

d’EAE dans lequel les T CD8+ suppresseurs spécifiques du GA ne peuvent pas être générés 

lorsque les souris sont déficientes en IDO (Tyler et al. 2013). L’absence de LT CD8+ spécifiques 

suggère que l'expression d’IDO dans les cellules présentatrices d’antigènes tolérogeniques est 

clairement nécessaire à l'induction d’un effet régulateur T CD8+ spécifique au GA. De surcroit, le 

traitement au GA induit une augmentation significative des cellules dendritiques plasmacytoides 

dans le sang 3 mois après le début du traitement  (Sinha et al. 2014).  

Une piste intéressante à explorer serait de voir si la molécule IDO est augmentée dans ces 

cellules, ce qui pourrait expliquer la stimulation ensuite de la fonction suppressive dans les 

cellules T CD8+ spécifiques au GA. Karandikar et collaborateurs indiquent également que la 

fonction des cellules T CD8+ spécifiques du GA dépend de la présentation sur le CMH de classe I 

non classique  (probablement Qa-1 chez la souris et restreintes au HLA-E chez l’Homme). À cet 

égard, les LT CD8+ suppresseurs induits sont très similaires aux LT suppresseurs / cytotoxiques 

CD8+ restreints au Qa-1 décrits dans les modèles murins. Ainsi, grâce aux études sur la SEP chez 
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l’Homme et à l’EAE, l’équipe de Karandikar a découvert deux nouvelles populations de cellules 

T CD8+ qui jouent un rôle immuno-régulateur indispensable dans la maladie. Avec d’une part des 

LT CD8+ «autorégulateurs» spécifiques du neuro-antigène restreints au CMH de classe Ia, et 

d’autre part, des LT CD8+ spécifiques au GA induits par le traitement GA restreints aux 

molécules HLA-E/ Qa1 (Sinha et al. 2014). Ces Treg CD8+ suppriment la prolifération des 

cellules TCD4+ CD25+ pathogènes lorsqu'ils sont stimulés par leur antigène spécifique. De même, 

ces Tregs TCD8+ suppriment de manière significative l’EAE lorsqu’ils sont transférés soit au 

moment de l’induction de la maladie ou bien au cours de la maladie. Ce mécanisme d'inhibition 

de la maladie provient au moins en partie d’un contact cellulaire et il est spécifique de l'antigène. 

Son action régulatrice passe par la modulation de la réponse des LT CD4+ mais également des 

cellules présentatrices de l'antigène par le biais d'une combinaison de fonctions cytotoxiques et 

d’une modulation médiée par des cytokines.  L’équipe de Karandikar a considérablement 

contribué à la compréhension du mode d’action du GA. Une des interrogations actuelles de cette 

équipe est d’établir la raison pour laquelle de telles cellules TCD8+ spécifiques du SNC ne ciblent 

pas les oligodendrocytes qui sont théoriquement capables de présenter des antigènes de myéline 

dans le contexte des CMH de classe I.  

3.3.3 Modulation des Tregs 

Nous savons que la fonction des Tregs naturels est diminuée chez les patient SEP-RR en 

raison d’un déséquilibre entre les Tregs naïfs nouvellement générés co-exprimant le CD31 et les 

Tregs à longue durée de vie en périphérie (Haas et al. 2009). Des études ont examiné l’action 

immuno-modulatrice du GA sur la fonction Treg et leur fréquence. Elles montrent de manière 

intéressante que les thérapies à long terme avec le GA permettent une reconstitution des Tregs 

naïfs et une augmentation des Tregs totaux (Hong et al. 2005, Haas et al. 2009). L’expression 
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intracellulaire de PD-1 permet d’identifier des sous-populations de Tregs naïves dotées de 

capacités suppressives (Saresella et al. 2008). Brièvement, le PD-1 est retenu dans le 

compartiment intracellulaire dans les T naïfs  jusqu'à la stimulation par un antigène qui favorise 

son expression en surface. Les Tregs PD1- sont dotés d’une forte propriété suppressive et 

représentent la majorité des Tregs circulants en périphérie chez les individus sains. Les Tregs 

naïfs PD1- et PD1+ ont été identifiés dans le liquide cérébrospinal (CSF)  et dans le sang 

périphérique des patients SEP-RR et chez les sujets contrôles sains. L’étude de Saresella a montré 

une augmentation des Tregs PD-1- dans le liquide cérébrospinal et le sang périphérique des 

patients SEP stables ainsi que chez les patients répondeurs à la thérapie par le GA en 

comparaison avec les patients non répondeurs.  

Tandis que le niveau de Treg PD1+ est similaire dans tous les groupes analysés. De la 

même manière, le transfert adoptif de Treg purifiés issus de souris EAE traitées par le GA est 

plus efficace dans la prévention du développement de l’EAE que les Tregs issus des contrôles 

non traités (Saresella et al. 2008). 

Un autre groupe a mis en culture des Tregs spécifiques au GA provenant de souris SJL 

traitées au GA (Stern et al. 2008). Ces lignées de Tregs sécrètent des niveaux importants d’IL-10 

et d’IL-13 mais de faibles quantités d’IL-4, de TGF- , d’IL-17, d’IL-6,  d’FN-γ et de  TNF-α. 

Leur phénotype est caractérisé particulièrement par l’absence du facteur de transcription Foxp3 et 

la présence de deux membres de la famille des TNFR, le CD30 et le GITR. Les lignées T 

prolifèrent spécifiquement en réponse à l’antigène GA immunisant mais ne sont pas spécifiques 

de l’auto-antigène MBP.  D’autres études ont également montré que le GA induit la conversion 

des T CD4+ CD25- en Treg CD4+CD25+ par l’activation du facteur de transcription Foxp3 (Hong 

et al. 2005). Ces études montrent une augmentation significative de Foxp3 après traitement au 
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GA chez les patients SEP qui présentent une réduction de l’expression de Foxp3 à l’inclusion 

avant traitement. L’expression de Foxp3 étant un marqueur important de l’activité régulatrice et 

suppressive des Tregs, l’étude de Hong révèle que les lignées T CD4+ CD25+ générées par la GA 

expriment des niveaux élevés de Foxp3, qui sont corrélés avec une augmentation du potentiel 

régulateur.  L’étude de Pillai a par ailleurs mis en évidence que toutes les cellules CD4+ CD25- 

Foxp3- et CD8+ CD25- Foxp3- peuvent atteindre un état CD25+Foxp3+ transitoire durant 

l’activation (Pillai et al. 2007). Cette étude suggère ainsi que l’expression de Foxp3 n’est pas 

caractéristique d’une lignée unique et stable de LT, mais reflète un état d’activation transitoire 

qui peut être atteint par tous les LT. Ce qui pourrait d’ailleurs expliquer l’absence de détection de 

Foxp3 dans certaines études sur le GA (Stern et al. 2008). Néanmoins, de nombreux travaux 

indiquent que le GA augmente la capacité suppressive des Tregs dans l’EAE et la SEP (Saresella 

et al. 2008). 

Récemment, l’équipe de Kawamoto a mis en évidence un rôle des cellules dendritiques 

dans la génération de LT CD4+ Foxp3 CD25fort par le GA (Kawamoto et al. 2013). L’équipe a 

montré que non seulement les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse ou bien les 

cellules dendritiques spléniques en co-culture avec des LT naïfs CD4+CD25- induisaient des LT 

CD4+ CD25fort  dont environ 25% sont Foxp3+ mais qu’en plus le nombre de ces cellules 

régulatrices doublait lorsque les cellules dendritiques sont prétraitées au GA. Les auteurs 

suggèrent qu’une stimulation des cellules myéloïdes par le GA, possiblement via des récepteurs 

de l’immunité innée, favorise la génération de Treg sans pour autant avoir identifié ce ou ces 

récepteurs. Une étude réalisée en 2012 chez des patients SEP a révélé une baisse des Tregs 

naturels CD3+ CD4+ CD25fort CD127faible et une augmentation significative des LT helper CD3+ 

CD4+ et des LT mémoires centraux CD3+ CD4+ CD45RO+ CCR7+ en comparaison avec des 
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témoins sains.  Cette étude indique qu’après traitement au GA il y a une baisse des LT mémoires 

centraux avec une augmentation des LT suppresseurs CD3+ CD8+ CD28- tandis que la population 

Treg naturels reste inchangée (Praksova et al. 2012). Chez la souris, que ce soit dans l’EAE 

rémittente récurrente ou l’EAE chronique, le traitement GA conduit à une réduction drastique des 

cellules Th17 pro-inflammatoires associée à une augmentation des Tregs dans le système nerveux 

central (Begum-Haque et al. 2008). L’effet du GA n’est donc pas restreint aux populations 

Th2/Th3 versus Th1. Ainsi, plusieurs études ont démontré une influence également sur les 

cellules Th17. 

3.3.4 Modulation des Th17 

Dans l’article de Aharoni et collaborateurs en 2010, il a été montré que les LT ainsi que la 

microglie présentaient une expression extensive d’IL-17 au niveau du système nerveux central 

des souris EAE, tout particulièrement dans les régions de démyélinisation (Aharoni et al. 2010). 

Une étude antérieure réalisée en 2008 dans un modèle d’EAE induit par le peptide MOG, a 

montré qu’un traitement au GA à 1 jour après induction de l’EAE favorisait une augmentation de 

l’expression de l’ARNm Foxp3 et une réduction des Th17 (Begum-Haque et al. 2008). Les souris 

qui guérissaient après traitement GA, présentaient une réduction drastique de l’inflammation du 

système nerveux central associée à une diminution des cellules Th17 avec une augmentation 

concomitante de Tregs générés en périphérie qui s’accumulaient spécifiquement dans le SNC 

endommagé lorsque la maladie été exacerbée (Begum-Haque et al. 2008). 

Il pourrait y avoir une origine commune des précurseurs des cellules Th17 et des Tregs 

(Bettelli et al. 2006). En effet, les T CD4+ naïfs se différencient en Tregs s’ils sont activés 

seulement par du TGF- , alors qu’ils se différencient préférentiellement en cellules Th17 en 

présence de TGF-  et de cytokines inflammatoires. La conséquence d’un traitement au GA 
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pourrait donc être expliquée par sa capacité à augmenter le taux de TGF-  et à abaisser le niveau  

de cytokines inflammatoires en périphérie ainsi qu’au niveau du système nerveux central 

(Aharoni et al. 2000, Aharoni et al. 2003). Le GA favoriserait ainsi la différenciation des LT vers 

une voie régulatrice. Ce qui est particulièrement important dans la mesure où de récentes études 

montrent que les Tregs peuvent se convertir en cellules Th17 pathogéniques dans un contexte de 

stimuli inflammatoires (Afzali et al. 2010) et (Zhou et al. 2009). Par exemple, Chen et 

collaborateurs en 2009, montraient de manière très intéressante que le GA réduisait la production 

d’IL-6 dans les monocytes CD14+ avec pour conséquence l’altération de la signalisation IL-6 

dans les LT CD4+, empêchant ces derniers à se différencier en Th17. Ils montrent également une 

baisse de l’ARNm de RORα,  RORy dans les T CD4+ (Chen et al. 2009). De plus, ils démontrent 

que le GA via son action sur les monocytes est capable de réguler la différenciation et la survie 

des cellules Th17 dans le modèle murin d’EAE et dans un système in vitro chez l’Homme (Chen 

et al. 2009). 

3.3.5 Modulation des cellules NK 

Les cellules NK appartiennent au système immunitaire inné et représentent la première 

ligne de défense contre l’infection. Elles sont identifiés sur la base de l’expression de marqueurs 

de surface NK1.1 chez la souris et CD16 et CD56 chez l’Homme (Dalbeth et al. 2004). Les deux 

fonctions clés des cellules NK sont la cytotoxicité et la production de cytokines. Chacune médiée 

par deux principales sous populations qui peuvent se différencier l’une de l’autre par le niveau 

d’expression du CD16 et du CD56 (Jezewska et al. 1985). Les cellules NK CD56faible CD16+ 

représentent environ 90% de la population NK totale. Elles lysent efficacement les cellules cibles 

et sécrètent des niveaux faibles d’IFN-γ. Par contre, les cellules NK CD56fort CD16- représentant 

environ 10% des NK totaux du sang sont enrichies dans les organes lymphoïdes secondaires et 
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des sites d’inflammation auto-immune (Jezewska et al. 1985).Les cytokines délivrées par ces NK 

influencent l’initiation et le développement des réponses immunitaires adaptatives (LT CD4+ et 

LB). Les fonctions des cellules NK doivent être régulées de manière fine afin de prévenir les 

dommages des tissus sains parce que les cytokines produites à tort pourraient favoriser une 

activation inappropriée du système immunitaire adaptatif.  Des études rapportent une réduction 

de l’activité des cellules NK chez les patients SEP (Benczur et al. 1980); (Grunebaum et al. 1989, 

Flodstrom et al. 2002) ainsi que dans le modèle murin d’EAE (Zhang et al. 1997) (Matsumoto et 

al. 1998, Winkler-Pickett et al. 2008). La déplétion des cellules NK avant une immunisation des 

souris avec le peptide MOG35-55  conduit au développement d’une EAE rémittente cliniquement 

plus sévère (Zhang et al. 1997). Après activation, les cellules NK peuvent aussi réguler les 

fonctions effectrices des LT spécifiques de l’antigène en produisant des cytokines 

immunosuppressives telles que le TGF-  ou l’IL-10 (Laouar et al. 2005, Deniz et al. 2008). 

 Les cellules NK isolées des souris traitées au GA ont une capacité cytolytique augmentée  

contre les cellules dendritiques immatures et matures bien que le GA n’ait pas d’effet sur le 

nombre des cellules NK ou sur l’expression du marqueur d’activation CD69 (Al-Falahi et al. 

2009). Ces observations sont également approuvées et soutenues par Sand et collaborateurs qui 

montrent que le GA augmente l’activité cytolytique des cellules NK vis à vis des cellules 

dendritiques immatures et matures dérivées de monocytes allogéniques et autologues. Le GA 

réduit le nombre de cellules dendritiques matures exprimant CD80, CD83, HLA-DR, ou HLA-I 

mais pas le pourcentage des cellules NK exprimant NKG2D, NKP30, ou NKP44. De plus, le GA 

inhibe in vitro la production d’IFN-γ mais augmente celle du TNF-α dans les NK (Sand et al. 

2009). Là encore, le ou les récepteurs du GA à la surface des cellules NK restent méconnus.  
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3.3.6  Modulation des monocytes 

 Le GA favorise le développement de monocytes de type II qui sécrètent plus d’IL-10 et 

de TGF-  et moins d’IL-12 et de TNF-α. Ces monocytes de type II orientent  la réponse T vers 

une différenciation Th2 et Treg CD4+ CD25+ FOXP3+ indépendamment de la spécificité 

antigénique (Weber et al. 2007). Le transfert adoptif des monocytes de type II freine l’EAE, 

supprime le développement des cellules Th17, favorise la différenciation Th2 et l’expansion de 

Treg dans les souris receveuses. L’immunothérapie adoptive avec des monocytes de type II 

suggère un rôle pour ces cellules dans la modulation des LT dans l’auto-immunité (Weber et al. 

2007). Ces monocytes de type II ont aussi un rôle équivalent chez l’Homme (Kim et al. 2004); 

(Weber et al. 2007). Ces études ne mettent pas seulement l’accent sur la balance Th2 induite par 

le GA mais démontrent également la contribution des monocytes de type II à l’effet protecteur du 

GA dans la SEP.  

3.3.7 Modulation des cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques se distinguent en sous populations myéloïdes, lymphoïdes et 

plasmacytoides. Une étude réalisée dans un modèle d’EAE murin a montré que la population de 

cellules dendritiques myéloïdes CD11b+CD11c+CD45fort purifiée à partir du système nerveux 

central de souris EAE malades, est la plus efficace dans la présentation d’antigène de myéline 

endogène pour activer les LT naïfs ou réactiver les LT effecteurs spécifiques de la myéline 

(Miller et al. 2007). Cependant, d’autres travaux montrent que les cellules dendritiques 

plasmacytoides permettent l’initiation des réponses Th17 induites par MOG dans l’EAE 

(Isaksson et al. 2009). Chez l’Homme, la sous-population myéloïde est également identifiée dans 

les lésions des patients SEP. Des cellules exprimant des marqueurs de cellules dendritiques 

matures sont toujours détectées dans l’inflammation des méninges et dans les contours péri-
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vasculaires de la majorité des lésions actives de SEP (Serafini et al. 2006). Ces études suggèrent 

que les cellules dendritiques sont recrutées et subissent une maturation au niveau des lésions de la 

SEP où les antigènes du soi sont rendus disponibles par la destruction continue de la myéline. 

Cela pourrait contribuer à l’activation locale et à l’expansion de LT pathogéniques hypothétiques, 

indiquant l’importance des cellules dendritiques dans la pathogenèse de la SEP.  

Le profil cytokinique des LT helper est souvent régulé par les cellules dendritiques. De 

nombreuses études rapportent également des effets modulateurs du GA sur la régulation des 

fonctions des LT par les cellules dendritiques. Dans une étude réalisée sur un modèle de rat 

Lewis, le GA augmente la production d’IL-10 et réduit la production de TNF-α dans les cellules 

dendritiques ainsi que dans les macrophages péritonéaux (Jung et al. 2004). Chez l’Homme, le 

GA module la production de médiateurs inflammatoires sans affecter la maturation des cellules 

dendritiques ou leur potentiel immuno-stimulateur. Les cellules dendritiques exposées au GA 

secrètent de faible niveau du facteur de polarisation Th1 IL-12p70 et de TNF-α, en réponse à une 

stimulation LPS et CD40L (Vieira et al. 2003). Cette baisse de cytokines est directement 

dépendante de la dose de GA utilisée. L’exposition des cellules dendritiques au GA durant la 

maturation ne diminue pas leur potentiel immunostimulant et permet à celles-ci d’induire la 

prolifération in vitro des LT naïfs. Ces résultats sont en adéquation avec l’acquisition d’un 

phénotype mature même en présence de GA. Cependant, contrairement aux cellules dendritiques 

non stimulées par le GA durant leur maturation qui induisent la prolifération des cellules Th1 

productrices d’IFN-γ, celles qui sont exposées au GA induisent la prolifération de cellules Th2 

productrices d’IL-4 et inhibent la génération de cellules Th1 IFN-γ. Cette balance Th1 vers Th2 

sous l’effet du GA est dépendante des cellules dendritiques puisque le GA seul sur les LT 

n’induit pas cette polarisation Th2. Les auteurs ont suggéré que les cellules dendritiques sont des 



!

cibles importantes des effets immuno-modulateurs du GA. L’une de leurs interrogations est de 

savoir comment cet effet sur des cellules dendritiques périphériques influence l’inflammation au 

niveau du système nerveux central (Vieira et al. 2003). 

L’équipe de Liu s’est intéressée à cet aspect quelques années plus tard et apporte pour la 

première fois une mécanistique séduisante de ce médicament. Ils  montrent qu’après injection 

sous cutanée, le GA est dégradé en périphérie et ne semble pas atteindre le cerveau dans sa 

composition complexe. Ils rapportent que le GA est apprêté par les cellules dendritiques au 

niveau périphérique et de cette façon peut être transporté vers le système nerveux central où il est 

libéré. L’interaction entre GA et cellules dendritiques augmente leur migration à travers la 

barrière hémato-encéphalique. Des fragments de GA sont ainsi progressivement libérés avec un 

pic à 24h, le GA pouvant rester dans la cellule jusqu'à 72h. Ils montrent également que les 

peptides GA libérés sont biologiquement actifs et bien que la concentration de GA atteignant le 

système nerveux central soit faible elle reste suffisante pour exercer un effet neuro-protecteur 

(Liu et al. 2007).  Plus récemment, Begum-Haque et collaborateurs ont montré que le GA 

diminue l’expression de ROR-γt  et d’IL-17. Parallèlement il y a une augmentation de la 

production d’IL-10 dans les cellules dendritiques de souris EAE. Le GA réduit également 

l’expression des TLR-4 et TLR-9 ainsi que de MyD88 dans le système nerveux central des souris 

EAE. L’expression des chémokines pro-inflammatoires y est également diminuée après 

traitement GA (Begum-Haque et al. 2013). Tous ces effets entrainent une moindre migration des 

cellules dendritiques vers le système nerveux central, expliquant le rôle protecteur du GA contre 

l’EAE. 
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3.3.8 Modulation au sein du Système neveux central  

L’activité immunologique du GA commence en périphérie bien que le médicament soit 

capable d’induire une modulation efficace dans le système nerveux central (Aharoni 2013). Son 

activité est médiée par l’activation des LT spécifiques du GA qui sont capables de traverser la 

barrière hémato-encéphalique et de pénétrer dans le système nerveux central. L’équipe de 

Aharoni y a isolé de telles cellules chez des souris traitées au GA et les a localisées dans le 

cerveau, après les avoir transférées passivement en périphérie (Aharoni et al. 2000). Cette équipe 

montre également que le traitement GA par voie orale induit une accumulation de cellules 

sécrétrices d’IL-10 dans le système nerveux central des souris EAE, capable d’avoir des réactions 

croisées avec la protéine MBP (Aharoni et al. 2002). La réaction croisée des LT spécifiques du 

GA avec la protéine MBP peut expliquer la réactivation in situ et l’effet thérapeutique du GA 

dans les organes atteints de la SEP, bien que la molécule soit hydrolysée en périphérie. De plus, 

l’induction d’un milieu anti-inflammatoire dans le système nerveux central est assurée non 

seulement par les cellules LT spécifiques du GA mais aussi par les cellules résidentes comme les 

astrocytes et la microglie qui sécrètent de  l’IL-10 et du TGF-  (Aharoni et al. 2003). Enfin, 

l’activité thérapeutique du GA dans le système nerveux central est également soutenue par 

l’isolation de LT spécifique du GA dans le liquide céphalo-rachidien des patients SEP traités  qui 

produisent de grande quantité des facteurs neurotrophiques comme les facteurs neurotrophiques 

dérivés du cerveau (BDNF pour Brain Derived Neurotrophic Factor) (Hestvik et al. 2008). 
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En conclusion, toutes les cellules immunitaires peuvent être potentiellement une cible 

directe du GA. Ce dernier a incontestablement plusieurs cordes à son arc et comme les cellules du 

système immunitaire sont intimement interconnectées, le GA peut initier un effet suppresseur sur 

une cellule et conduire à un effet « domino ». Un grand nombre de mécanismes d’actions sont 

désormais répertoriés et de nouveaux ne cessent de s’y ajouter (Tableau2 et Figure 5). Nous 

allons nous intéresser plus particulièrement dans le chapitre qui va suivre aux effets du GA sur 

les LB. Le LB fut durant longtemps négligé, peu documenté en comparaison avec les autres 

cellules du système immunitaire. Mais de nouvelles données vont renverser la donne et mettre le 

LB au cœur de la physiopathologie de la SEP et de l’EAE ce qui va permettre l’émergence de 

nouvelles  investigations notamment les effets du GA sur les LB chez la souris et chez l’Homme. 
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Figure 5 : Mécanisme d’action du GA 

Après injection sous cutanée, le GA est dégradé  en périphérie et ne semble pas atteindre le 
cerveau dans sa composition complexe. Le GA est apprêté par les DCs (2) au niveau 
périphérique. L’interaction entre GA et DC augmente la migration de ces dernières à travers 
la BHE (3), et vers SNC où le GA peut être libéré (4). Les peptides GA libérés sont 
biologiquement actifs et bien que la concentration de GA atteignant le SNC soit faible elle 
reste suffisante pour exercer un effet neuro-protecteur. Le GA augmente l’activité cytolytique 
des cellules NK (5) vis à vis des DCi et DCm. Le GA favorise le développement de 
monocytes de type II (6) qui sécrètent plus d’IL-10 et de TGF-β et moins d’IL-12 et de TNF-
α. Ces monocytes orientent vers une différenciation cellulaire Th2 et Treg indépendamment 
de la spécificité antigénique (7). La thérapie GA restaure l'expression d'IFN-γ par les T CD8+ 
(8). Le GA augmente le taux de TGF-β et abaisse le niveau de cytokines inflammatoires en 
périphérie (9) favorisant ainsi la différenciation des cellules Th1 et Th17 vers une voie 
régulatrice Tr1 et Treg. Le GA augmente la production d’IL-10 et réduit la production de 
TNF-α dans les DC. Le GA induit la production d’IDO (10) dans CPA tolérogènes 
permettant d’induire une fonction régulatrice des T CD8+ spécifiques du GA (11). 
L’induction d’un milieu anti-inflammatoire dans le SNC est assurée non seulement par les 
cellules LT spécifiques du GA mais aussi par des cellules résidentes comme les astrocytes et 
la microglie (12) qui sécrètent sous l’effet du GA plus d’IL-10 et de TGF-β. Le GA a la 
capacité d’orienter les réponses LT d’un phénotype Th1 vers un phénotype Th2 (13). La 
baisse des LT réactifs au GA pourrait être due à l’induction d’anergie ou à la mort cellulaire 
induite suite à l’activation des LT spécifiques du GA (14). Une boucle de contrôle positive 
peut s’établir en périphérie avec d’un coté les monocytes type 2 qui induisent des cellules 
Th2 et de l’autre, les cytokines anti-inflammatoires dérivées des cellules Th2 spécifiques du 
Ga qui induisent les monocytes type 2 (15). Théoriquement une boucle similaire peut se 
développer dans le SNC (16), puisque des cellules Th2 peuvent produire des facteurs anti-
inflammatoires qui potentiellement sont capables d’orienter la microglie like-APC en 
phénotype de type 2. (BHE : Barrière Hémato-Encéphalique) 
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Tableau 2 : Mécanismes d’action du Glatiramer Acetate. 

CIBLES EFFETS REFERENCES 

COMPLEXE CMH II 
Liaison de forte affinité à de nombreux allèles HLA-DR Fridkis-Hareli et col. 1994 

Déplace l'antigène MBP de son site de fixation sur le CMH-II. Aharoni R, et col., 1999 

LYMPHOCYTES T 

Antagonisme du TCR à l'épitope MBP82-100. Aharoni R, et col., 1999 

Suppression de la prolifération des lignées T-MBP et réduction 

de la prolifération des T CD4
+
 spécifiques du GA. 

Gran B. et col., 2000; Ragheb S. et 

col., 2001 

Déviation de la réponse Th1 vers une réponse Th2  
Gran B. et col., 2000; Aharoni R et 

col., 2003; Duda PW et col., 2000; 

Neuhaus O et col., 2000 

Phénomène de «Bystander suppression». Aharoni R, et col., 1998 

Induction de T régulateurs/ suppresseurs CD4
+
 et CD8

+
. 

karandikar et col., 2002; 

Tennakoon et col., 2006; Hong J. 

et col., 2005 

Augmentation de la production d’IL-5 et d’IL-13. Wiesemann E et col., 2001 

Anergie, délétion et apoptose des T CD4
+ 

in vitro . 
Raheb et col., 2001,  Reiks M., et 

col. 2003 

Inhibition de la prolifération Th17 dans l'EAE.  Begum-Haque et col. 2008 

CELLULES NK 
Augmentation de l’activité cytolytique vis à vis des DC 

autologues et allogéniques. 
Sand KL et al. 2009 

CELLULES 

DENDRITIQUES 

Réduction ou inhibition de la maturation cellulaire. Stasiolek M. et col., 2006 

Réduction du potentiel stimulateur des LT  
Sanna A.et col., 2006; Vieira PL. et 

col., 2003 

Augmentation de la production d'IL-10. 
Jung S. et col., 2004; Vieira PL. et 

col., 2003 

Résultats controversés sur l’induction d’une production de TNF-α 
Li Q et col. 1998, Jung S. et col. 

2004 

Baisse de la production d'IL-12. Vieira PL. et col., 2003 

MACROPHAGE, 

ASTROCYTES, 

MICROGLIES 

Baisse de la production de l'IL-12 et de TNF-α. Sanna A.et col., 2006 

Augmentation de la sécrétion d'IL-10 et de TGF-β.  Aharoni R. et col., 2003 

Inhibition de l’activation des cellules de la microglie. Chabot S. et col. 2002 

MONOCYTES 

Réduction du potentiel d'activation.  Weber MS. et col. 2004 

Augmentation de la production d'IL-10 et d'IL-4.  Jung S. et col., 2004 

Inhibition de la sécrétion de TNF-α in vitro. 
Li Q et col. 1998/ Carpintero R. et 

col., 2011 

LYMPHOCYTES B 

Augmentation de la synthèse d’IL-10 et réduction de CD80 et 

CD86 et augmentation de CD5. 
kala et begum hacque 2010, 

Begum-hacque et col.  2011 

Induction d'AC potentiellement bénéfiques IgG4 non 

neutralisants. 
Teitelbaum D. et col., 2003 

Baisse des récepteurs aux chémokines. Begum-Haque S. et col., 2011 

NEURO-

PROTECTION 

Augmentation de la sécrétion de facteurs neuro-trophiques 

(BDNF, NT-3/4) et réduction des lésions neuronales. 
Ziemssen T. et col., 2002,  Aharoni 

R. et col., 2005 
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4.   Glatiramer Acetate et Lymphocytes B: de l'approche 

expérimentale à l'Homme 

Initialement, la grande majorité des données publiées concernant le mode d’action du GA, 

étaient orientées essentiellement sur la capacité du médicament à moduler directement ou par 

l'intermédiaire des cellules immunitaires innées la réponse des LT. A l’inverse, le rôle joué par 

les LB dans l’efficacité clinique du GA restera longtemps négligé. Les quelques études réalisées 

chez l’Homme se limitent essentiellement à la fonction humorale du LB. Les autres dimensions 

du LB resteront longtemps peu documentées. Toutefois, face à l’importance de plus en plus 

grandissante du LB dans l’immuno-pathogenèse de la SEP et tout particulièrement dans le 

contrôle et la guérison de la maladie, des publications portant sur d’autres aspects du LB 

connaissent un plein essor depuis ces 5 dernières années.  

Dans cette partie, nous allons donc aborder en premier lieu les travaux faisant état de 

l’implication incontestable du LB dans l’EAE et la SEP. Avec la découverte majeure du rôle des 

Bregs dans l’EAE chez la souris et notamment de leur déficience dans la SEP. 

Puis, successivement nous traiterons de l’influence du GA sur la réponse humorale et sur 

la réponse cellulaire B, cette dernière étant étroitement liée à la fonction Breg (Begum-Haque et 

al. 2011), (Begum-Haque et al. 2010, Kala et al. 2010). 

4.1 Place du LB dans la physiopathologie de la SEP 

Il est largement admis aujourd’hui la dimension essentielle du LB dans la pathogenèse de 

la SEP et de l’EAE, d’abord par sa fonction humorale mais également  par son activité effectrice 

cellulaire (Duddy et al. 2006) (Lanzavecchia 1987) (Molnarfi et al. 2013). La fonction humorale 

est portée par les plasmocytes. Ces derniers sont responsables de la production des auto-AC 
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dirigés contre les neuro-antigènes. Par exemple, des auto-AC dirigés contre la protéine MBP sont 

détectés dans le sérum des patients SEP (Hedegaard et al. 2009). Ces Auto-AC auraient un rôle 

dans le phénomène de démyélinisation dans plus de 50% des cas (Breij et al. 2008) (Lassmann 

2010). La SEP est également caractérisée par la production d’Igs intrathécales et par le dépôt de 

ces dernières dans les lésions inflammatoires (Pachner et al. 2007). Par ailleurs, dans un modèle 

murin, il est démontré par l’injection d’ACs anti-MOG que ces auto-AC aggravent drastiquement 

la sévérité de la maladie, l’inflammation et la démyélinisation (Urich et al. 2006).  

Par ailleurs, un rôle fonctionnel des LB indépendant de la production d’AC dans l’EAE 

est désormais bien établi grâce à de multiples travaux. En effet, les LB sont reconnues comme 

des cellules présentatrices d'antigènes qui sont présentes en grand nombre dans la circulation 

périphérique par rapport aux cellules dendritiques. D’après Yan et collaborateurs, les LB sont les 

premiers à capturer et à présenter des auto-protéines à des cellules T auto-réactives avant la 

présentation antigénique par les DC (Yan et al. 2006). 

D’ailleurs selon Lanzavecchia, les LB seraient plus efficaces comme cellules 

présentatrices d’antigènes que les cellules dendritiques (Lanzavecchia 1987). 

D’après l’étude réalisée par Betteli et collaborateurs, plus de 50% des souris 

transgéniques avec un TCR et un BCR spécifiques de MOG présentent une démyélinisation 

contre seulement 5% dans les souris transgéniques ayant uniquement le TCR spécifique de MOG. 

L’antigène potentiellement présenté par les LB est associé aux molécules du CMHII. En absence 

de molécules de co-stimulations telles que CD80 et CD86, il est constaté une insensibilité 

spécifique des LT à une activation efficace (Schwartz 2003, Fife et al. 2006), (Seamons et al. 

2006). D’ailleurs, certaines études indiquent qu’un défaut d’expression de CD80 et CD86 

entraine une atténuation de l’EAE chez la souris (Chang et al. 1999, Chang et al. 2003).  
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Hormis ces aspects humoraux et cellulaires du LB effecteur, une fonction inédite dite 

régulatrice du LB a émergé ces 20 dernières années. Cette fonction fut mise en évidence pour la 

première fois grâce à des modèles murins d’EAE. Les souris déficientes en LB ou en CD19 

développent une EAE non rémittente sévère (Dittel et al. 2000), (Wolf et al. 1996, Hjelmstrom et 

al. 1998). Aujourd’hui on sait, grâce à de nombreuses études, que ce sont des LB dotés de 

propriétés régulatrices qui contrôlent et favorisent la guérison de l’EAE et de la SEP (Wolf et al. 

1996, Hjelmstrom et al. 1998, Fillatreau et al. 2002, Duddy et al. 2007, Matsushita et al. 2008, 

Yanaba et al. 2008), (Matsushita et al. 2008, Yanaba et al. 2008). 

La preuve ultime de l’existence d’une dualité entre un rôle pathogène et un rôle protecteur 

du LB dans la physiopathologie de la SEP fut incontestablement apportée par les 

expérimentations de déplétion par le Rituximab dans l’EAE. Le Rituximab est un AC monoclonal 

qui provoque une déplétion sélective des LB CD20+. En fonction du moment de la perfusion du 

Rituximab, la déplétion des cellules B périphériques réduit ou au contraire augmente la sévérité 

de l’EAE d’après les travaux de l’équipe de Tedder. De plus, l’issue d’une telle déplétion LB 

serait conditionnée par l’état d’activation dans lequel le LB se trouve selon les travaux de Weber. 

Ces deux études apportent un éclairage fort intéressant de la subtilité et de la complexité de ce 

phénomène. Dans un modèle d’EAE induit par le peptide MOGP35-55, Tedder et collaborateurs 

montrent que la déplétion des LB avant induction de la maladie aggrave significativement celle-ci 

tandis qu’une déplétion après immunisation par le peptide MOG en réduit au contraire la sévérité. 

De façon très élégante, ces auteurs imputent l’exacerbation à l’absence de production d’IL-10 par 

les Bregs. Ces observations conduisent à conclure que, bien que protecteurs en phase précoce de 

la maladie, à un stade plus avancé, les LB ou tout au moins un sous population de LB exercent un 

rôle effecteur responsable de la progression clinique de la maladie (Bouaziz et al. 2008, 
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Matsushita et al. 2008). De nouvelles données indiquent que les Bregs producteurs d’IL-10 in 

vivo présentent une période transitoire de production d’IL-10. Plus étonnant encore, ces cellules 

se différencient dans un second temps en plasmablastes régulateurs qui redeviennent dès lors les 

principaux acteurs protecteurs de la maladie en devenant la source principale d’IL-10. A la 

lumière de ces nouvelles données, on peut aisément expliquer l’effet protecteur d’une déplétion 

tardive des LB. En effet, cette déplétion thérapeutique va neutraliser les LB effecteurs pathogènes 

CD20+ présents, tout en préservant la fonction protectrice puisqu’elle est dès lors assurée par les 

plasmablastes CD20faible (Maseda et al. 2012).  

Selon Weber et collaborateurs, l’issue clinique d’une déplétion en LB ne serait pas 

conditionnée par le moment de perfusion mais plutôt par l’état d’activation des LB et leur 

spécificité antigénique. En effet, dans leur étude les auteurs distinguent deux modèles d’EAE. Le 

premier est un modèle induit par la protéine recombinante MOG et le second est un modèle induit 

par le peptide MOGP35-55. L’établissement de l’EAE dans le premier modèle serait dépendant des 

LB effecteurs, tandis que dans le second modèle serait indépendant des LB effecteurs. Cette 

distinction est majeure et se base sur la capacité des LB à être activés uniquement par la protéine 

MOG grâce à une étape d’internalisation avant sa présentation sur le CMHII. En revanche, le 

peptide MOGP35-55 pouvant être chargé directement sur le CMHII sans internalisation 

n’occasionne pas d’activation des LB. Ainsi, dans le modèle d’EAE induit par le peptide MOG 

P35-55, les LB n’étant pas activés, l’issue de la déplétion est irrémédiablement une exacerbation de 

la maladie puisque c’est le reflet d’une déplétion des LB naïfs à potentiel régulateur. Dans le 

modèle induit par la protéine recombinante MOG, l’issue de la déplétion au stade tardif est une 

amélioration du score clinique de la maladie qui est le reflet d’une déplétion des LB effecteurs 

activés suite à l’immunisation. La déplétion B reflète l’inhibition de leur fonction cellulaire pro-
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inflammatoire. Bien que les deux auteurs n’emploient pas des protocoles expérimentaux 

identiques, ces deux études sont complémentaires et non contradictoires et permettent réellement 

de comprendre la place du LB dans l’EAE. Après induction de la maladie par la protéine MOG, 

les LB sont activés et leur élimination conduit donc à une amélioration de la maladie. A ce stade, 

la proportion de LB effecteurs activés prédomine et représente la cible du Rituximab tandis que 

les Bregs existants se différencient en plasmocytes régulateurs de profil CD20faible seraient donc 

potentiellement réfractaires à la déplétion anti-CD20.  

Chez l’Homme, une déplétion des LB par le Rituximab chez les patients atteints de SEP 

est à ce jour le traitement le plus efficace selon Hauser (Hauser et al. 2008). Les auteurs montrent 

une réduction des lésions de démyélinisations, évaluées sur un scan d’IRM du cerveau (Hauser et 

al. 2008, Hawker et al. 2009). Bien que prometteuses, des études de reconstitution révèlent que 

les anomalies qualitatives et quantitatives des LB réapparaissent avec le temps après la fin du 

traitement. Ainsi, en comparaison avec les LB de témoins sains, les LB naïfs des patients SEP 

présentent une réduction de leur capacité de production d’IL-10 (Duddy et al. 2007). De plus, ce 

traitement thérapeutique anti-CD20 reste non approuvé et la sécurité à long terme n'est pas encore 

clairement établie.  

4.2  Glatiramer acetate et réponse humorale  

Etant une thérapie basée sur l’utilisation d’un antigène, le GA induit des AC anti-GA. Le 

GA, un mélange de peptides de synthèse aléatoire, est doté d’une grande diversité de séquences 

possibles. Il a donc tout le potentiel pour susciter des AC cross-réactifs. Dans ce contexte, 

plusieurs auteurs ont analysé les réponses Ig chez les patients SEP traités au GA (Brenner et al. 

2001), (Farina et al. 2002), (Salama et al. 2003, Teitelbaum et al. 2003, Karussis et al. 2010, 

Bomprezzi et al. 2011).  
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L’équipe de Brenner montre que les patients qui ne présentent pas de rechute à 18-24 

mois de traitement ont statistiquement un titre AC anti-GA plus élevé que ceux qui développent 

des rechutes, suggérant que ces AC anti-GA pourraient être protecteurs. Ces patients développent 

des IgG1 et secondairement des IgG2 mais pas d’IgM ni d’IgE (Brenner et al. 2001).  

Les données apportées par Ure et collaborateurs en 2002 confortent ces observations. Ils 

suggèrent que les AC spécifiques au GA pourraient influencer favorablement la re-myélinisation 

dans un modèle d’EAE (Ure et al. 2002) et proposent même que les AC anti-GA puissent mimer 

les effets des IVIg bien qu’à une plus petite échelle.  

Farina et son équipe à la même année, examineront un panel plus large de sous-classes 

d’IgG, notamment les IgG4 et les IgG3. L’étude  révélera que 18 patients sur 20 traités au GA 

développent un titre faible mais significatif d’AC anti-GA de sous-classe IgG4. A noter que la 

durée du traitement dans l’étude de 0,5 à 48 mois est très variable entre les 20 patients SEP. Cette 

forte variabilité ne permet pas de faire une interprétation claire des résultats. En effet, l’étude de 

l’équipe de Brenner en 2010 met en évidence une distinction de la réponse AC anti-GA chez les 

patients traités depuis moins de 2 ans et les patients sous traitement depuis plus de 2 ans. Il 

montre une évolution de la réponse isotypique dans le temps, avec un shift IgG1 et IgG2 vers une 

réponse principalement IgG4. Les IgG2 sont très faibles après 2 ans de traitement alors qu’ils sont 

très élevés chez les patients sous thérapie depuis moins de 2 ans. Il est bien admis que les cellules 

Th2 sont associées à une réponse IgG4 prédominante alors que les cellules Th1 sont davantage 

reliées aux IgG1 (Conti-Fine et al. 2006). Ces résultats peuvent être mis en relation avec le 

phénomène de balance Th1 vers Th2  apporté par le GA. 

Une augmentation significative et soutenue des titres AC IgG4 spécifiques du GA est 

observée chez les patients SEP à 9 mois de traitement (Basile et al. 2006, Bar-Or et al. 2009).  
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Les résultats de l’équipe de Brenner indiquent que l’efficacité clinique d’une thérapie par 

le GA pourrait être associée à une baisse des IgG2 anti-GA chez les patients traités depuis plus de 

deux ans. Les AC d’isotype IgG4, n’activant pas la voie du complément et ayant une faible 

affinité des récepteurs membranaires à la phagocytose, représentent probablement les IgG les 

moins pro-inflammatoires (Lucisano Valim et al. 1991). Il est donc tout à fait envisageable que 

ces IgG4 anti-GA aient un impact sur l’effet thérapeutique du GA (Karussis et al. 2010). L’équipe 

de Kala retrouve une hétérogénéité importante dans la réponse AC chez les patients SEP traités 

au GA mais sans association entre réponse AC et réponse clinique. Sachant que la cytokine IL-10 

est connue pour être associée à la commutation isotypique des IgG vers IgG4 dans les 

plasmocytes (Jeannin et al. 1998), l’équipe de Kala suggère que le GA pourrait jouer un rôle 

important dans cette commutation isotypique en induisant la production d’IL-10 par diverses 

cellules immunitaires (Bomprezzi et al. 2011). Il est substantiel de noter que les AC réactifs au 

GA n’interfèrent pas avec l’activité biologique du GA in vivo et in vitro (Teitelbaum et al. 2003). 

De plus, les AC spécifique du GA obtenus à partir de sérum de patients SEP n’inhibent ni la 

prolifération ni la sécrétion de cytokines Th2 des clones T spécifique du GA. Des études qui 

incluent plusieurs essais cliniques ont rapporté que tous les patients traités au GA développent 

des AC réactifs qui déclinent après 6 mois de traitement. Ce taux  reste faible mais toujours au 

dessus de la valeur de base (Brenner et al. 2001).  
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4.3  Effet du Glatiramer acetate sur les lymphocytes B 

La première étude faisant état d’un rôle joué par les LB remonte à 1995. Une équipe a 

montré en culture in vitro que le GA inhibe la prolifération de lignées T spécifiques en réponse à 

l’antigène de MBP. Cet effet passe par une lignée particulière de LB transfectés par le virus EBV 

jouant le rôle de cellules présentatrices d’antigènes. Cette lignée est prétraitée durant 3 jours avec 

25 μg/ml de GA avant les 3 jours de co-culture avec les LT (Milo et al. 1995). Les auteurs 

enregistrent également une inhibition de la production d’IFN-γ dans la co-culture en présence de 

GA et de MBP (Milo et al. 1995). Bien que non interprétées ainsi, ces observations représentaient 

déjà une ébauche possible de la fonction Breg sous l’influence du GA.  

4.3.1  Chez la souris  

C’est bien plus tard que l’équipe de Kala en 2010 testera l’hypothèse selon laquelle les 

LB contribuent à l’effet protecteur du GA dans l’EAE, indépendamment de la capacité de ces 

cellules à produire des AC. Cette équipe a traité des souris avec le médicament durant 7 jours 

consécutifs. Les LB isolés de ces souris produisent davantage d’IL-10 mais des concentrations 

similaires d’IL-4 et de TGF-  par rapport aux souris contrôles. Ces LB ont une capacité plus 

faible à stimuler l’expansion des LT réactifs au peptide MOG ex vivo (Kala et al. 2010). L’étude 

du phénotype des ces LB isolés montre une réduction de l’expression des molécules de co-

stimulations CD80 et CD86. L’antigène présenté par les LB est associé aux molécules CMHII 

mais l’absence des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 induit une insensibilité spécifique 

des LT plutôt qu’une activation (Schwartz 2003, Fife et al. 2006), (Seamons et al. 2006). Il est 

possible que le GA agisse sur les LB en altérant l’expression des molécules CD80, CD86 et 

également CMHII. Ce qui pourrait inhiber l’expansion des LT auto-réactifs dans la mesure où les 
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LT recevant seulement une stimulation TCR associée à des signaux de co-stimulation insuffisant 

pourraient devenir anergiques (Schwartz 2003).  

D’autre part, les auteurs montrent que le transfert adoptif de LB issus de souris EAE 

traitées au GA supprime l’EAE dans les souris receveuses. Les auteurs enregistrent une inhibition 

de la prolifération des LT auto-réactifs et des réponses Th1 et Th17, tout en favorisant la 

production d’IL-10 dans les souris receveuses et mettent ainsi en évidence le rôle prépondérant 

des LB dans la régulation de l’EAE en présence de GA (Kala et al. 2010). 

Une étude indépendante réalisée par l’équipe de Begum-Haque et collaborateurs (2010) a 

montré que les souris traitées au GA présentent une augmentation de la prévalence des LB CD19+ 

exprimant le CD5, un marqueur des cellules Bregs (B10). Ils ont également montré que les LB 

issus de souris immunisées par le peptide MOG et traitées au GA expriment des niveaux élevés 

d’IL-4, d’IL-10 et d’IL-13 associés à une réduction des niveaux de cytokines pro-inflammatoires 

IL-6, IL-12 ou encore le TNF-α (Begum-Haque et al. 2011). Le GA favoriserait probablement 

l'induction de Breg tout en supprimant les LB pathogènes. L’ensemble de ces résultats atteste que 

le LB est un acteur important dans l’efficacité du GA dans l’EAE. Le mécanisme exact par le 

quel le LB des souris traitées au GA délivre cet effet protecteur au niveau du système nerveux 

central n’est pas clair. Parmi les mécanismes possibles, on peut constater une réduction du 

nombre de macrophages périphériques dans les souris receveuses de LB issus de souris EAE 

traitées au GA. Cette observation pourrait témoigner d’une hypothétique fonction du LB vis à vis 

des macrophages circulants pouvant ainsi se répercuter au niveau du système nerveux central 

(Kala et al. 2010). Une autre hypothèse proposée par Kala dans sa revue générale est qu’une 

interaction des LB sensibilisés au GA avec les cellules NK en périphérie conduirait ces derniers à 

migrer au niveau du système nerveux central, délivrant ainsi une réponse thérapeutique. D’autres 
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hypothèses sont encore avancées. Les LB eux-mêmes seraient susceptibles de migrer au sein du 

système nerveux central agissant in situ au niveau du site de démyélinisation. Autre mécanisme 

envisagé, le GA module les cytokines secrétées par les LB qui peuvent alors influencer la 

différentiation et la polarisation des LT, orientant davantage les réponses immunitaires (Kala et 

al. 2011). Selon Kala, l’avènement de l’imagerie in vivo des petits animaux est un espoir qui va 

sans doute aider à répondre à certaines de ces hypothèses dans un futur proche. Les conclusions 

de ces deux équipes à ce sujet sont résumées dans la Figure 6.  

Pour conclure, bien que pertinentes et nécessaires, les avancées apportées grâce aux 

modèles murins d’EAE ne peuvent pas expliquer les mécanismes chez l'Homme. Plus d’études 

sont nécessaires pour évaluer si des mécanismes similaires vont prévaloir chez les patients SEP 

traités au GA. Un début de réponse vient d’être apporté très récemment.  
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Figure 6 : Influence des LB issus de souris traitées au GA sur le développement de la 
réponse immunitaire. 

 Des LB issus de souris traitées au GA influencent la différenciation et la polarisation Th1. 
Ces LB présentent une augmentation de la production d’IL-10 et une  modification de leur 
phénotype qui se traduit par la réduction de l’expression des molécules  CD80, CD86, et 
CMHII qui influencera l’expansion des LT auto-réactifs notamment des LT spécifiques de 
MOG35-55. En l’absence du signal de co-stimulation  CD80/CD86, les LT peuvent devenir 
anergiques. Le transfert de ces LB permet de supprimer l’EAE dans les souris receveuses. La 
réduction des signes cliniques de la maladie peut être expliquée par un certains nombre de 
conséquences directes ou indirectes telles qu’une augmentation de cytokine régulatrices TGF-
β, d’IL-10 et d’IL-4. Une inhibition de la prolifération des LT auto réactifs  et du 
développement des cellules Th1 et Th17, une baisse du nombre de macrophages  
périphériques CD11b et l’accroissement de la génération de Tregs dans ces souris, par la 
production de TGF-β. 
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4.3.2 Chez l’Homme 

L’équipe de Monson et collaborateurs est l’une des rares équipes à fournir de nouvelles données 

sur les effets potentiels du GA sur les LB chez l’Homme. Cette équipe a montré en 2008 que les 

LB périphériques activés peuvent agir comme cellules présentatrices de l’antigène de myéline in 

vitro. Ils constatent que les LB pré-stimulés par le GA n’induisent pas la production de cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ contrairement aux neuro-antigènes habituels que ce soit le 

peptide MOG ou la MBP (Harp et al. 2008). La conséquence d’un tel potentiel est que les LB 

périphériques pourraient affecter l’évolution et le devenir de la maladie en canalisant et en 

contrôlant la réponse des LT Th1 auto-réactifs reconnus par les LB en périphérie. De notre point 

de vue, ces observations représentent également une fonction Breg possible sur le contrôle de la 

polarisation Th1 engendrée par le GA. En 2010, ces auteurs comparent la fonction de cellules 

présentatrices d’antigènes des sous-populations de LB mémoires CD27+ et LB naïfs CD27- et leur 

capacité à induire une réponse proliférative T en présence de GA. Ils montrent que contrairement 

aux LB naïfs qui sont incapables d’induire une réponse proliférative des LT, les LB mémoires 

provenant de témoins sains et de patients RRMS sont capables d’induire la prolifération LT en 

réponse au GA. Dans cette étude, ils utilisent une concentration de 10 μg/ml de GA et ils font 

l’analyse à 5 jours de culture. Ils montrent que le GA se fixe fortement sur la population LB 

mémoires (Harp et al. 2010). En 2001, l’équipe de Amit-Bar parvenait aux mêmes conclusions en 

réalisant une cinétique de prolifération des LT CD4+ en réponse à une stimulation par le GA, la 

fonction de cellule présentatrice d’antigène étant remplie par des LB autologues provenant 

d’individus sains. Ils démontraient qu’en réponse au GA, les LB naïfs CD27- sont incapables 

d’induire une réponse proliférative LT significative contrairement aux LB mémoires CD27+. Ils 

ont également montré que les LB mémoires activés CD27+ CD80+ favorisent une réponse 
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proliférative LT plus robuste que les LB mémoires CD27+ CD80- (Bar-Or et al. 2001). Ici, les LB 

sont stimulés avec 4 μg/ml de GA en co-culture allogénique à un ratio de 1B pour 2T durant 4 à 5 

jours.  

Dans les travaux de Jackson et collaborateurs, chez la souris mais également chez l’Homme, il est 

mis en évidence que l’efficacité du GA passe nécessairement par une action sur la fonction de 

cellule présentatrice d’antigène des LB. Les auteurs montrent que le GA est engagé du moins en 

partie au niveau du BCR sur les LB des patients atteints de SEP et que le GA est capable de 

modifier le profil de cytokines produites (Jackson et al. 2014). L’hypothèse formulée est que le 

GA se fixe sur une population LB via le BCR, est internalisé puis présenté par les molécules 

CMHII aux LT CD4 auto-réactifs. Selon ces auteurs, l’effet protecteur du GA dans l’EAE est 

induit par une interaction avec le BCR et implique plusieurs mécanismes dont la présentation 

d’antigène et la production de cytokines.  

4.1 Fixation du Glatiramer acetate sur les lymphocytes B  

Dans leurs analyses, l’équipe de Jackson distingue deux populations de LB capables de 

fixer le GA, les GAfort et les GAfaible et une population qui ne fixe pas le médicament, les GANeg. 

70 à 90% des LB GAfort disparaissent lorsque l’analyse est effectuée sur des LB obtenus à partir 

de souris transgéniques dont les LB expriment un BCR unique spécifique anti-Hel, suggérant que 

la population LB GAfort provient d’une interaction spécifique entre le GA et le BCR. Pour 

déterminer si la reconnaissance du GA par le BCR est nécessaire à l’efficacité du médicament, 

les auteurs ont transféré des LB GA+ issus des souris transgéniques anti-Hel dans les souris EAE. 

Ils ont constaté une réduction du score clinique de la maladie mais qui n’est pas significative par 

rapport au transfert de LB GA+ issus de souris sauvages. C’est ainsi qu’ils incriminent la 

population LB fixant fortement le GA dans l’efficacité clinique du médicament contre l’EAE. 
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Selon eux, le mécanisme majeur de son efficacité clinique concerne des interactions spécifiques 

entre le GA et le BCR. La population GAfaible n’est pas altérée dans les LB issus de souris BCR 

anti-Hel ou de souris KO en CMHI ou CMHII, ce qui laisse supposer qu’une large proportion de 

LB peut fixer de façon non spécifique le GA (Jackson et al. 2014). 

Effectivement si on se rapporte aux récents travaux de Koenig, il n’y aurait pas de 

récepteur spécifique au GA sur les cellules présentatrices d’antigènes. Le GA peut se fixer sur 

des héparanes sulfates, ou encore des glycoprotéines comme GP96 exprimées en surface. Les 

héparanes sulfates sont des polysaccharides complexes appartenant à la famille des Glycosamino-

glycanes présents en abondance à la surface cellulaire. L’hypothèse des auteurs est que 

l’interaction du GA avec sa cellule cible serait médiée par des interactions électrostatiques et 

polaires. De fait, plus la concentration en chlorure de calcium augmente, plus la fixation du GA à 

sa cellule cible se réduit (Koenig et al. 2013). S’agissant des LB, il reste à démontrer si ce type 

d’interaction peut s’observer en complément de l’interaction spécifique avec le BCR.  

4.2  Effet thérapeutique du GA sur les LB dans la sclérose en plaques 

Ce n’est que récemment que le rôle du GA sur la production de cytokines par les LB a été 

étudié. L’équipe de Monson n’observe pas d’effet significatif sur la production d’IL-10 et d’IL-6 

dans les LB isolés de patients SEP-RR traités. Il est important de préciser que les auteurs ont 

stimulé les LB in vitro avant l’analyse de leur capacité de production de cytokines mais n’ont pas 

exploré l’effet du GA sur des LB non stimulés. Finalement, l’hypothèse formulée est que le GA 

agirait sur les LB de manière indirecte et qu’il n’y aurait pas d’effet direct sur le profil 

cytokinique des LB (Harp et al. 2010). Ces observations seront remises en question par la même 

équipe en 2014. Ils démontrent finalement que le traitement au GA restaure la capacité des LB à 

produire de l’IL-10 et réduit leur capacité à secréter de la lymphotoxine. Ils observent également 



!

que le traitement GA réduit de manière transitoire la production d’IL-6 dans les LB. En effet, 

l’analyse par cytométrie n’a pas indiqué d’augmentation de la fréquence des LB IL-10+ mais une 

fréquence plus faible de LB IL-6+ chez les patients traités au GA par rapport aux patients non 

traités (Ireland et al. 2014). En conclusion, leur étude suggère que la thérapie GA affecte la 

capacité proliférative, le profil cytokinique et la production d’Ig par les LB chez l’Homme. En 

effet, en analysant la distribution des sous-populations de LB, les auteurs montrent que le 

traitement GA permet de réduire la fréquence totale des LB, des plasmablastes et des LB 

mémoires. La thérapie par contre augmente le nombre de LB naïfs. Malgré la réduction de la 

sous-population LB mémoire, la production in vitro d’IgG et d’IgM par les LB provenant de 

patients traités au GA est significativement augmentée (Ireland et al. 2014).  

Mis à part son effet thérapeutique dans la SEP et l’EAE, plusieurs auteurs se sont 

intéressés à l’effet neuro-protecteur du GA dans des maladies neuro-dégénératives, ou encore à 

son effet immuno-modulateur dans d’autres maladies auto-immunes (Gur et al. 2006, Horani et 

al. 2007), (Aharoni et al. 2005), (Frenkel et al. 2005). Le dernier chapitre sera consacré à l’aspect 

immuno-modulateur du GA dans certains modèles murins d’auto-immunité dans lesquels le Breg 

tient une place incontestable dans la physiopathologie de ces maladies. 
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Figure 7 : Rôle possible du LB dans l’effet protecteur du GA dans l’auto-immunité. 

Le rôle des Bregs producteurs d’IL-10 dans le mécanisme d’action du GA dans l’EAE et la 
SEP pourrait se résumer de la manière suivante : le GA induit un phénotype régulateur dans 
les  LB, qui serait probablement  indépendant de leur spécificité au GA .Ces Bregs 
producteurs d’IL-10 ont la capacité de supprimer l’auto-immunité par divers voies; (2)  
inhibition de l’activité pathogéniques de cellules Th1 et Th17, (3)  favorise la génération de 
cellules Th2 et possiblement de Tregs, qui à leur tour peuvent agir sur les cellules Th1, Th17 
par le phénomène de « Bystander supression » et (4) inhibition de la capacité des cellules 
présentatrices d’Ag à induire des LT pathogéniques. Les mécanismes  exposés ici au niveau 
périphérique peuvent également s’envisager au niveau du système nerveux central où 
l’ensemble des cellules sont présentes. 
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5. Efficacité thérapeutique du GA dans d’autres maladies 

auto-immunes  

Certaines études réalisées dans des modèles murins ont mis en évidence un effet 

bénéfique du GA alors que, dans d’autres maladies, il ne semble pas les affecter. En voici 

quelques exemples (Tableau 3). 

5.1 Uvéorétinite auto-immune expérimentale (EAU) 

L’uvéorétinite auto-immune expérimentale (Experimental Autoimmune Uveoretinitis, 

EAU) chez la souris est un prototype de maladie autoimmune médiée par les LT qui cible la 

rétine neurale et les tissus qui y sont associés. Zhang et collaborateurs en 2000 avaient déjà décrit 

un effet inhibiteur du GA dans l’EAU induite dans des souris immunisées par la protéine 

interphotoreceptor retinoid-Binding protein (IRBP) (Zhang et al. 2000). De plus, le traitement au 

GA des souris atteintes d’une EAU bien établie a permis de réduire la sévérité de la maladie de 

53%, d’abaisser la production de cytokines pro-inflammatoires ainsi que les réponses AC anti-

IRBP.  

5.2 Les maladies inflammatoires de l’intestin (IBDs) 

Les maladies inflammatoires de l’intestin (Inflammatory Bowel Diseases, IBDs) 

consistent en un désordre immunologique multifactoriel caractérisé par une perturbation des 

réactions immunitaires dans l’intestin et un déséquilibre entre les réponses anti-inflammatoires et 

pro-inflammatoires (Aharoni et al. 2007). L’effet thérapeutique du GA a été étudié dans plusieurs 

modèles d’IBDs notamment la colite induite par l’acide sulfonic trinitrobenzene (TNBS) et la 

colite induite par le sulfate sodium Dextran ainsi que dans le modèle de colite spontanée (Aharoni 
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et al. 2006, Aharoni et al. 2007); (Aharoni et al. 2005). Par exemple, il a été montré que le GA 

inhibe la prolifération des lymphocytes mésentériques locaux, supprime les réponses pro-

inflammatoires T ainsi que l’activité des cellules NK (Arnon et al. 2004, Gur et al. 2006). De 

manière intéressante, comme observé dans l’EAE, l’effet thérapeutique du GA peut être suppléé 

par le transfert adoptif de cellules Th2/Th3 spécifiques du GA à des souris atteintes de colite 

induite par le Dextran. Les cellules transfectées se trouvent recrutées au site lésionnel, en 

l’occurrence au niveau de l’intestin et plus particulièrement dans la couche interne du colon où 

elles sécrètent in situ des cytokines régulatrices comme le TGF-  (Aharoni et al. 2007). Chez 

l’Homme, un rapport décrit que des patients atteints de la maladie de Crohn’s et traités par le GA 

présentent une rémission de la maladie (Neesse et al. 2009) sans que le mécanisme sous-jacent 

soit étudié. Ainsi, une éventuelle action sur les LB n’a jamais été recherchée. 

5.3 La maladie du greffon contre l’hôte 

La maladie du greffon contre l’hôte (Graft Versus Host Disease, GVHD) est une 

complication courante dans la transplantation de moelle osseuse allogénique.  Le receveur est 

immunodéprimé, les cellules immunocompétentes contenues dans le greffon sont capables de 

reconnaître les allo-antigènes de l’hôte comme étranger aboutissant à une attaque immunologique 

et au rejet du greffon. Aharoni et collaborateurs démontrent un effet du GA dans la prévention de 

la GVHD qui peut intervenir à différents niveaux du rejet immunitaire (Aharoni et al. 2001). Le 

GA inhibe la prolifération des lignées T spécifiques du greffon ainsi que leurs sécrétions d’IL-2 

et d’IFN-γ, lorsqu’ils sont incubés in vitro avec des cellules allogéniques. Les cellules des 

ganglions lymphatiques et de la rate issues des souris traitées au GA ainsi que les lignées 

générées à partir de ces souris montrent une inhibition prononcée de la prolifération et de la 
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sécrétion des cytokines pro-inflammatoires Th1 en réponse aux cellules du greffon. De plus, les 

cellules issues des souris traitées au GA secrètent une forte quantité de cytokines Th2 en réponse 

au GA avec une faible mais significative quantité d’IL-10 en réponse aux cellules de l’allogreffe. 

Le GA permet de prolonger la survie d’une greffe de peau et réduit les atteintes d’une greffe de 

thyroïde. Dans ces modèles de transplantations, le traitement au GA inhibe la sécrétion de 

cytokines inflammatoires préjudiciables et induit une réponse anti-inflammatoire associée avec 

un bénéfice clinique avérée (Arnon et al. 2004). Là non plus, un effet sur les LB n’est pas connu.  

5.4 Arthrite induite par le collagène  

L’arthrite induite par le collagène (collagen-Induced Arthritis, CIA) est un modèle auto-

immun murin qui de plusieurs façons ressemble à la polyarthrite rhumatoïde chez l’Homme. 

L’immunisation de souches de rongeurs et primates génétiquement susceptibles avec le collagène 

de type II conduit au développement d’une arthrite sévère. Contrairement aux précédents 

modèles, le traitement au GA exacerbe la CIA dans les souris traitées. Ces dernières présentent 

un début plus précoce de la maladie associé à une augmentation de la production des cytokines 

inflammatoires par les LT auto-réactifs. E plus, une augmentation de la production des AC auto-

réactifs et de la réponse des centres germinatifs dans les souris est également observée suite au 

traitement par le GA (Zheng et al. 2008). De toute évidence dans ce modèle, le GA active des LB 

auto-réactifs pathogènes.  

5.5 Le diabète non obèse 

Les souris Non Obese Diabetis (NOD) présentent une sensibilité au développement 

spontanée du diabète Mellitus, un diabète sucré de type 1 insulino-dépendant. Le traitement GA 

réduit significativement la maladie. Le GA augmente la réponse T CD4+ CD25+ FOXP3+ dans les 
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souris NOD potentialisé par le cyclo-phosphamide (Cui et al. 2009). Le traitement GA augmente 

l’expression du facteur de transcription FOXP3 et augmente la production d’IL-4 aussi bien in 

vivo que in vitro. L’augmentation de la production d’IL-4 est partiellement responsable de 

l’augmentation de la fonction des Tregs. Ces résultats suggèrent que le GA est un traitement 

potentiel dans le diabète de type 1 par l’induction de Treg. Aucune information n’est apportée ou 

un éventuel effet au niveau des LB. 

5.6 Le modèle spontané de lupus érythémateux systémique 

Borel en 2008 a testé l’effet du GA dans un modèle murin de lupus. Il s’agit de souris 

mâles de la génération FI issues du croisement (NZBX BXSB), un modèle de souris lupique 

portant une accélération autoimmune liée au chromosome Y et associée à une production d’auto-

AC ainsi qu’à une monocytose accélérant la progression de la maladie. Ces souris sont traitées au 

GA avant le début de la maladie jusqu'à leur mort, puis le taux de mortalité et les paramètres 

immunologiques sont évalués (Borel et al. 2008). 

Le GA n’exerce aucun effet significatif sur la moyenne de survie après plus de 7 mois de 

traitement. Quant aux paramètres cellulaires et humoraux évalués comme marqueurs de la 

progression du lupus, tous sont inchangés (AC anti-chromatine, AC anti-ADN double brin, AC 

anti-érythrocytes, hématocrite, monocytose). Plusieurs hypothèses peuvent être soulevées pour 

expliquer cette absence d’efficacité du GA dans ces souris lupiques. Tout d’abord, le fait que le 

modèle animal étudié soit un modèle spontané de lupus. Les résultats auraient-ils été similaire 

dans les nombreux autres modèles spontanés de lupus toxiques ou dans les modèles 

transgéniques ?  Les modèles de lupus toxiques auraient été plus appropriés pour déterminer par 

exemple si le GA est efficace en thérapie préventive plutôt que curative.  
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De plus, le GA est connu pour favoriser une réponse Th2 qui peut potentiellement 

stimuler les LB à produire des AC, ce qui pourrait à terme aboutir à la progression de la maladie. 

Enfin, le traitement GA fut administré à des concentrations identiques à celles utilisées dans le 

modèle d’EAE. On ne peut donc pas exclure que l’administration de GA à d’autres doses pourrait 

aboutir à des résultats cliniques différents (Borel et al. 2008). 

Dans l’ensemble, ces résultats démontrent un bénéfice clinique dans de nombreux 

modèles inflammatoires autres que l’EAE. Ces observations renforcent l’hypothèse selon laquelle 

le GA exerce un effet immuno-modulateur de manière indépendante de l’antigène. Son action sur 

les LB demeure largement méconnue. 

(+8$#$%& $<<$-%& ($,26:%($%& /$<$/$6,$%&

Uvéorétinite 
expérimentale 
autoimmune 

Protecteur Réduction de l'IFN-γ et de l'IL-2. Zhang et col., 2000 

Maladies 
inflammatoires de 

l’intestin 
Protecteur 

Augmentation de la réponse 
Th2/Th3, inhibition des réponses pro-
inflammatoires T et de la cytotoxicité 
des cellules NK 

Aharoni et col., 2007; 2006; 

Arnon and Aharoni 2004, 

Gur, Karussis et al. 2006 

Maladie du greffon 
contre l'hôte (GVHD) 

Protecteur Augmentation des cellules Th2 Aharoni et col., 2001 

Arthrite autoimmune 
induite par le collagène 

Exacerbation de 
la maladie 

Augmentation des LT et AC auto-
réactifs 

Zheng et col., 2008 

Modèle spontané de 
LED 

Sans effet Sans effets Borel et col. 2008 

Diabète Protecteur 
Augmentation des LT CD4+ Foxp3+ 
CD25+, de l'expression de Foxp3 et 
de la production d'IL-4 

Cui et col. 2009 

Tableau 3 : Effets du Glatiramer acetate dans d’autres modèles murins d’auto-immunité  

Selon la revue générale de Aharoni et al. en 2013 (Aharoni 2013).  
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6. Objectif de la thèse 

Le LB des patients lupiques est réfractaire à tous les procédés décrits à ce jour, pour 

activer une fonction régulatrice B (Lemoine et al. 2011), (Gao et al. 2014), (Blair et al. 2010). Il 

constitue de ce fait un modèle intéressant d’étude de la déficience Breg chez l’Homme et soulève 

de nombreuses questions: Est-il possible de restaurer un défaut d’activation de la régulation LB? 

Ou au contraire, est-ce un état irréversible de déficience du LB ?  

Ce travail de thèse a pour objectif principal de répondre à cette problématique essentielle 

à notre compréhension du Breg. Il s’agira d’identifier et d’explorer un procédé de stimulation 

permettant de palier au déficit de la régulation des LB issus des patients lupiques. 

 En 2011, au moment de débuter ce travail de thèse, deux équipes indépendantes venaient 

de mettre en évidence dans un modèle murin, l’importance du LB à potentiel régulateur dans 

l’efficacité clinique d’un médicament immuno-modulateur le Glatiramer acetate.  

Dans les souris EAE, un traitement à base de GA permet d’activer la fonction régulatrice 

des LB et d’augmenter la proportion de LB CD5+ producteurs d’IL-10 in vivo (Kala et al. 2010, 

Kala et al. 2011). Chez l’Homme, il fut montré que le GA possède la capacité de restaurer la 

production d’IL-10 dans les LB des patients atteints de sclérose en plaques (Ireland et al. 2014). 

A ce jour, l’expression et la production de la cytokine régulatrice IL-10 sont largement utilisées 

pour se substituer à un potentiel marqueur de Bregs. Ces études suggèrent vraisemblablement que 

dans l’EAE et la SEP, une réversibilité de la fonction Breg est possible grâce au GA. Cependant, 

de quelle manière une telle réversion s'établit ? Cette nouvelle propriété du GA peut-elle 

s’étendre à d’autres pathologies, tel que le LED ? 
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C’est dans ce contexte que fut envisagé ce projet de thèse qui a pour objectif de 

déterminer si la stimulation par le GA est un moyen efficace pour activer la fonction Breg des 

patients lupiques. Afin de le vérifier et tenant compte du fait de la grande difficulté à identifier 

des marqueurs de surface spécifiques des Bregs, nous avons mis en place un système de co-

culture in vitro du couple LT/LB. Ce modèle permettra d’analyser la capacité suppressive de 

l’ensemble des LB sensibilisés au GA. Nous démontrerons que le GA permet d’accroître la 

fonction régulatrice intrinsèque d’un Breg chez les témoins sains et surtout de restaurer la 

fonction régulatrice déficiente des LB lupiques. Dès lors, nous avons entrepris des expériences 

complémentaires afin d’en décrypter le mode d’action. Il s’agira d’identifier la sous-population 

LB particulière qui est à l’origine des effets du GA. Une fois celle-ci identifiée, l’étape suivante 

visera à rechercher dans cette sous-population, les modifications phénotypiques permettant 

d’expliquer l’action du GA sur la fonction Breg. Pour terminer, nous confronterons et discuterons 

des conséquences qu'un tel effet peut avoir dans le contexte pathologique particulier du lupus. 
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7. MATERIEL ET METHODES 

7.1 Milieux de cultures 

Les LB et LT sont cultivés dans du milieu RPMI 1640 (Lonza, Verviers, Belgique) 

complété avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté (Eurobio, Les Ulis, France), 

2mM de L-glutamine (Bibco Invitrogen, New York, USA NY), 200 U/ml de pénicilline et 

100μg/ml de streptomycine (Panpharma, Fougères, France). Quand nécessaire, les LB ou les co-

cultures LT+LB sont cultivés en présence de GA (Teva pharmaceuticals Europe B.V. Pays Bas) à 

une concentration de 20μg/ml et/ou de CpG-ODN 2006 à 0,25μM (Cayla, Invitrogen, Toulouse, 

France).  

7.2 Patients et contrôles 

Le sang périphérique des donneurs sains est obtenu grâce aux dons volontaires de l’équipe 

du laboratoire et de poches de sang provenant de l’établissement français du sang. Le sang 

périphérique des patients atteints de LED est obtenu par le service de Rhumatologie du Centre 

Hospitalier Régional Universitaire (CHRU) de la Cavale Blanche à Brest après avoir obtenu leur 

consentement éclairé. L’ensemble des patients étaient nouvellement diagnostiqués et ne suivaient 

de ce fait aucune thérapie. Tous les résultats de co-cultures et de phénotype présentés ici  

correspondent à ceux obtenus avec les patients dont le diagnostic LED a été confirmé par le 

service de Rhumatologie du CHRU. Les amygdales sont recueillies après consentement auprès du 

service de pédiatrie du CHRU Morvan et de la clinique Pasteur de Brest, suite à une 

amygdalectomie de routine, sur des enfants âgés de moins de 10 ans au service de pédiatrie du 
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CHU et majoritairement sur des individus adultes en ce qui concerne les amygdalectomies 

réalisées à la clinique Pasteur de Brest.  

7.3 Purification des lymphocytes B et lymphocytes T 

Les amygdales sont broyées stérilement dans du tampon PBS (Cryobio Systems, L’aigle, 

France). La suspension cellulaire est ensuite filtrée sur un tamis d’un diamètre de 0,7μm afin 

d’éliminer les débris tissulaires. Les échantillons de sang sont dilués au demi dans du PBS. Les 

suspensions cellulaires de sang et d’amygdales sont déposées sur un gradient de Ficoll-Hypaque 

(PAA, Pashing, Autriche) pour centrifugation. La phase contenant les cellules mononucléées est 

récupérée puis lavée au PBS. La numération cellulaire est systématiquement réalisée sur cellule 

de Malassez en présence de bleu trypan (Sigma Aldrich, Ayrshie, Royaume uni). Ce dernier 

révèle en bleu les cellules mortes permettant de distinguer les cellules vivantes translucides. 

Les LB et les LT du sang et des amygdales sont purifiés par la technique dite des 

Rosettes. Cette technique consiste à incuber du sang de mouton défibriné (TCS Biosciences Ltd, 

Buchingham, UK) durant 5 min dans la solution d’Alsevers (10,25g D-Glucose, 3,95gr Citrate 

Na, 2,1g NaCl, pH= 6,1). Cette solution permet de prévenir une coagulation du sang. Le sang de 

mouton est ensuite lavé au HBSS (Lonza, Verviers, Belgique). Le culot d’hématies obtenu après 

centrifugation est ensuite homogénéisé dans de la neuraminidase (Sigma Aldrich, Ayrshire, 

Royaume uni). Cette dernière est une enzyme qui dé-sialyle les sucres membranaires des 

hématies de mouton ce qui leur permettra de fixer les LT. Un LT est reconnu par plusieurs 

hématies de mouton préparées. 

 La suspension cellulaire est incubée à 37°C durant 45 minutes. Les cellules sont ensuite 

lavées au HBSS et reprises dans du RPMI complet puis placées à 4°C jusqu’à utilisation. 



!

Les cellules du sang et des amygdales sont misent une nouvelle fois en suspension à la 

concentration de 1.108 cellules dans 10ml de SVF décomplémenté. Un volume identique 

d’hématies de mouton préparées est ajouté à la suspension cellulaire et l’ensemble est centrifugé 

puis incubé durant 1h dans la glace. La suspension est ensuite déposée sur ½ volume de Ficoll-

Hypaque puis centrifugée. Les LT se retrouvent dans le culot au fond du tube car se liant aux 

hématies de mouton. Ainsi, l’anneau contenant les LB non fixés par la neuraminidase et le culot 

de LT liés aux hématies sont récupérés et lavés au PBS. Les culots cellulaires sont ensuite repris 

dans un tampon de lyse ACK (8,2g NH4Cl, 1g KHCO3, 0,37g EDTA, pH=7,4) et incubés sur 

glace durant 5 min afin de lyser les éventuelles hématies. Les suspensions cellulaires sont ensuite 

lavées au PBS puis culottées dans du SVF décomplémenté pour une conservation le temps 

nécessaire à 4°C. La pureté des cellules est systématiquement évaluée après chaque isolation 

cellulaire par cytométrie en flux à l’aide d’un double marquage CD19-FITC/CD5-PE.  

Cette technique permet l’obtention de LB d’amygdales pures à plus de 95%. Cependant, 

les LB et LT issus de sang périphérique ainsi que les LT d’amygdales nécessitent une étape 

supplémentaire de purification. Leur pureté reste variable entre les échantillons mais peut 

globalement être de l’ordre de 35%, 70% et 40% respectivement.  

L’étape de purification supplémentaire consiste à isoler les cellules d’intérêt par sélection 

négative grâce à des Kits d’enrichissement par billes magnétiques (StemCell technologie, 

Grenoble, France) en suivant fidèlement le protocole fournit par le fabricant. Brièvement, les 

suspensions cellulaires sont incubées 10 min avec un mix comprenant un mélange d’anticorps 

anti-CD2, anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD56 et anti-glycophorine A, en ce qui 

concerne le Kit d’enrichissement en LB. Concernant le Kit d’enrichissement en LT on retrouve 

un mix d’anticorps anti-CD14, anti-CD16, anti-CD19, anti-CD20, anti-CD36, anti-CD56, anti-
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CD123 et anti-glycophorine A. Chaque anticorps présent forme un complexe en tétramère avec 

des anticorps anti-Dextrane. Toutes les cellules possédant l’un des antigènes reconnus par les 

anticorps du mélange se retrouvent de ce fait liées aux billes de fer. Les suspensions cellulaires 

sont placées 5 min dans un aimant. Les cellules marquées se retrouvent fixées par magnétisme à 

l’aimant tandis que les cellules LT ou LB d’intérêt seront récupérées dans le surnageant. Ce 

procédé permet d’obtenir une pureté cellulaire entre 95 et 98%.  

7.4 Anticorps 

Le phénotype des LB est analysé grâce à un panel d’anticorps provenant majoritairement 

du même fournisseur, Beckman Coulter. Quand ce n’est pas le cas, le fournisseur sera précisé. 

CD5-ECD (PE-Texas Red) (clone BL1a), HLA-DR-PC7 (clone Imm-37), IgD APC (clone IA6-

2), CD27-PC7 (clone 1A4CD27), CD38 PC5.5 (LS198-4-3), CD24-APC-AF750 (ALB9), CD19 

-APC-AF700 (J3-119), CD38-PC5 (L5198-4-3), CD19-PC7 (J3-119). 

La mesure de la production d’IFN-γ par les LT est réalisée par cytométrie en flux en 

combinant un anticorps anti-IFN-γ couplé au FITC (IgG2b, IC285F, R&D System) avec 

l’anticorps anti-CD4-PC7 (IgG1, 13 B8.2). Enfin, la présence de Tregs est évaluée par cytométrie 

en flux en combinant l’anticorps anti-CD4 (IgG1, 13B8.2) avec l’anticorps anti-Foxp3-PE (IgG1, 

259 DC/7) (BD Biosciences Pharmigen, San Diego, USA CA). Les contrôles isotypiques IgG1 

(679.1MC) et IgG2a (7T4-1F5, U7-27) conjugués aux différents fluorochromes sont utilisés 

comme témoins de non spécificité. La viabilité cellulaire est évaluée par le marqueur de viabilité 

cellulaire DRAQ7  Far-Red Fluorescent Live-Cell Impermeant DNA Dye. 
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7.5 Préparation du Glatiramer acetate 

Le GA (Teva pharmaceuticals Europe B.V) est conjugué au FITC (FITC-GA) en suivant 

la procédure standard de marquage des protéines. La BSA est utilisée comme contrôle négatif 

pour le suivie de la fixation sur les LB (Figure 8). Le GA et la BSA sont dissous dans du RPMI-

1640 à une concentration de 10 mg/ml. Les molécules sont conjuguées après une première 

dialyse à la fluorescein-5-thiosemicarbazide (Molecular Probes, Invitrogen, Amine reactive 

Probes), reconstituée dans du DMSO, durant 1 heure à 37°C, dans un tampon carbonate-

bicarbonate (17gr Na2CO3, 28gr NaHCO3) à pH=9,5. L’excès de FITC est ensuite éliminé par 

une seconde dialyse extensive avec du PBS. Le GA couplé, comme la BSA couplée, est gardé 

dans un tampon permettant sa conservation (0,1% NaN3). La concentration de la préparation 

obtenue est évaluée dans un spectromètre photonique UV2 (Unicam) par mesure des longueurs 

d’ondes 488nm et 518 nm.  

 

Figure 8 :  Protocole du marquage du GA ou de la BSA au FITC  
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7.6 Microscopie confocale  

1.106 LB sont incubés 1h à 4°C avec des concentrations croissantes de GA préalablement 

conjugué au FITC. Selon les conditions, le GA est associé avec un AC primaire de souris anti-

HLA-DR (BioLegend) ou de lapin anti-IgM (de chez DAKO) ou encore un AC primaire de 

souris anti-CD22 (BioLegend). Les cellules sont ensuite lavées puis incubées 1h à 4°C avec un 

AC secondaire anti-Ig de souris ou de lapin  conjugué au TRITC (Tetra methyl Rhodamine 

isothiocyanate), (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Les LB sont alors fixés avec une 

solution filtrée de formaldéhyde 4% après un dernier lavage, puis un montage est réalisé entre 

lame et lamelle en utilisant de la glycérine. Les marquages sont analysés à l’aide d’un système 

d’imagerie confocale TCS-NT et visualisés à un grossissement de 100X (Leica TCS balayage), 

afin d’évaluer l’éventuelle co-localisation du GA avec les molécules HLA-DR, le BCR ou CD22. 

Une optimisation des concentrations nécessaires d’AC primaires et secondaires ainsi que les 

différents contrôles isotypiques négatifs ont été réalisés et validés. 

7.7 Cultures cellulaires  

La pré-stimulation par le GA des LB est réalisée dans du milieu de culture RPMI complet 

comprenant une concentration de 20μg/ml de GA à 37°C. Le contrôle négatif consiste à incuber 

dans les mêmes conditions les LB avec du milieu de culture dépourvus de GA. Les LB sont ainsi 

incubés durant 4 heures dans des plaques de 24 puits à une concentration de 1.106 cellules/ml. 

Suite à cela, afin d’éliminer l’excès de GA non fixé, deux lavages sont effectués avant leur mise 

en co-culture avec les LT. Dans certaines expériences, les LB ne sont pas pré-stimulés et le GA 

est ajouté directement au début de la co-culture pour avoir un contact prolongé et direct avec les 

LB mais également les LT autologues (Figure 9).  
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Les LT sont cultivés à une concentration de 105 cellules/ml pour les prélèvements issus 

d’amygdales et  5.104 cellules/ml lorsqu’il s’agit du sang périphérique en raison de la rareté des 

cellules dans ce dernier en milieu RPMI complet dans des plaques de 96 puits préalablement 

recouvertes avec une IgG anti-Fc de souris. Les LT sont stimulés avec 0,2μg/ml d’AC anti-CD3 

(IgG2a, k, OKT3) (Biolegend, San Diego, USA CA) et 0,2μg/ml également d’AC anti-CD28 

(IgG1, CD28.2) (Beckman Coulter, Marseille, France) durant 4 jours de culture. Pour les co-

cultures, le ratio est de 1 LT pour 1 LB dans toutes les conditions.  

Figure 9 :  Protocole de la stimulation des LB d’amygdales par le GA avant ou pendant 
la co-culture avec les LT autologues 
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Des expériences de blocage du contact cellulaire sont réalisées à l’aide de l’anticorps 

bloquant anti-CD40L (1mg/ml) (R&D Systems) ou d’un système de transwell (Figure 10). Les 

LT sont déposés dans la chambre inferieure en présence du milieu de culture et les LB sont 

déposés dans la chambre supérieure.  

Figure 10 : Protocole expérimental utilisé avec le système transwell 

 

 

Des expériences de blocage des sites de fixation aux molécules HLA-DR sont réalisées à 

l’aide de L’Ultra-LEAF Purified anti-human HLA-DR (clone L243), (BioLegend, San Diego 0.5 

ug/ 106  cellules). C’est un AC monoclonal qui interagit avec la molécule HLA-DR, mais pas les 

HLA-DP ou HLA-DQ, bloquant les sites de fixation aux molécules HLA-DR. Ce dernier est 

ajouté soit à l’étape de pré-stimulation des LB de 4h, soit dans la co-culture. Un isotype contrôle 

IgG2a, kappa provenant du même fabricant est également testé. Selon les expérience les LB triés 

sont stimulés avec 0,25μM de CpG-ODN associé ou non à un AC CD40 multimérique ( milteny 

Biotec) durant 4 jours. 
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7.8  Mesure de la prolifération et de la survie cellulaire des LB 

Les sous populations LB sont triées puis sont pré-stimulées ou non par du GA. Suite à 

deux lavages, les cellules sont stimulées avec 0,25μM de CpG-ODN en présence d’un AC CD40 

multimérique durant 4 jours. Au 4ème jours de culture les cellules marquées au CFSE 

(Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) sont marquées avec un AC anti-CD19 pour la mesure 

de la prolifération (Figure 11). La viabilité cellulaire est déterminée par un marquage des LB 

avec le DRAQ-7 à J4 et analyse par cytométrie en  flux.  

Figure 11 : Protocole expérimental mis en place pour l’étude de la prolifération des sous 
populations LB matures et LB mémoires triés 
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7.9 Mesure de la prolifération 

L’utilisation du CFSE (Molecular probes Invitrogen, New York, USA NY) permet 

d’évaluer la prolifération des cellules. La fluorescence des cellules au repos est stable au cours du 

temps. Lorsque les cellules se divisent, le CFSE se répartit uniformément entre les deux cellules 

filles qui sont donc deux fois moins fluorescente que la cellule mère. Ainsi, chaque division 

successive se traduit par la réduction d’un facteur deux de l’intensité de la fluorescence cellulaire 

et permet de distinguer l’apparition au fil du temps des générations cellulaires en divisions 

(Figure 12). 

Figure 12 :  Analyse de la prolifération des lymphocytes  

G0 correspond aux cellules qui ne sont pas encore entrées en division et G6 celles qui ont 
réalisé 6 divisions cellulaires au moment de l’analyse par cytométrie. 

La mesure de la prolifération est réalisée soit sur des LT totaux soit des LB triés. Les 

cellules fraichement isolées sont suspendues dans 1ml de PBS et marqués par 5μM de CFSE à 

température ambiante dans l’obscurité durant 5min. Après un lavage avec du SVF 

décomplémenté, le marquage des cellules est immédiatement vérifié par cytométrie avant co-

culture. Le niveau de prolifération est ensuite mesuré par cytométrie en flux (FC500, Beckman 

Coulter, Marseille, France) en analysant le pourcentage de cellules en division à J4. En fonction 

des expériences de co-cultures, les suspensions cellulaires sont marquées par un anticorps anti-

CD4 couplé au PC7 pour la prolifération des LT ou anti-CD19 couplé au PC7 pour la 
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prolifération des LB. Ainsi, dans les co-cultures, l’effet suppresseur des LB est apprécié en 

calculant le % d’inhibition de la prolifération LT selon la formule suivante: ((% de cellules en G3 

à G6 dans les T seuls-% des cellules G3 à G6 des T+B)/% de cellules en G3 à G6 dans les T seuls). 

7.10 Tri cellulaire 

Les tris cellulaires des sous-populations de Bm1/Bm2 matures CD19+ CD38+ IgD+ et 

eBm5/Bm5 mémoires CD19+ IgD- CD38+/- sont réalisés à l’aide du cytomètre de flux MoFloTM 

XDP (Beckman Coulter), à partir de LB de sang périphérique ou d’amygdales. La pureté des 

cellules triées est systématiquement vérifiée et est supérieure ou égale à 98%. Les cellules triées 

sont ensuite pré-stimulées 4h avec 20ug/ml de GA avant culture (Figure 13). 

Figure 13 : Protocole expérimental mis en place pour l’étude des sous-populations LB 
mature et mémoires triées  
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7.11 Mesure de la production d’IFN-γ par les lymphocytes T 

Les cellules sont d’abord incubées avec l’anticorps de surface anti-CD4-PC7 durant 15 

min puis lavées. Dans un second temps, les cellules sont fixées et perméabilisées à l’aide du kit 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences Pharmigen, San Diego, USA CA) selon les instructions du 

fabricant et incubées 30 minutes sur glace avec l’anticorps anti-IFN-γ -FITC. L’analyse de 

l’expression de l’IFN-γ est réalisée sur les cellules CD4 positives par cytométrie en flux.  

7.12 Evaluation de la présence de Lymphocytes T régulateurs 

L’exploration de la présence de Tregs est réalisée en marquant d’abord les cellules avec 

un anticorps anti-CD4-PC7 30 min à 4°C. Les cellules sont ensuite fixées et perméabilisées à 

l’aide du Kit Foxp3 Buffer Set (BD Biosciences Pharmigen, San Diego, USA CA) selon les 

instructions du fabricant puis incubées avec un anticorps anti-Foxp3-PE. L’analyse de 

l’expression du FOXP3 est  réalisée par cytométrie en flux sur les cellules CD4 positives. 

7.13 ELISAs  

Les surnageants de culture ou de co-culture sont collectés et les particules résiduelles 

éliminées par centrifugation, soit à 4 jours de co-culture soit à 4 +16h de culture (Figure 14). 

L’IL-10, les IgG, IgM, IgA et l’IFN-γ sont dosées à différentes dilutions en utilisant les Kits 

commerciaux IL-10 (BD Biosciences Pharmigen, San Diego, USA, CA) et l’IFN-γ (Beckmann 

Coulter, Marseille, France), ou ELISA « maison » pour les immunoglobulines. 
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Figure 14 : Protocole expérimental mis en place pour la stimulation des LB d’amygdales 
par le GA 

 

7.14 Analyses statistiques  

Tous les résultats sont exprimés en moyenne +/– écart type. Les analyses statistiques sont 

effectuées avec le programme PRISM5 GRAPHPAD (Graph-pad, San Diego, USA CA) en 

utilisant le test de Wilcoxon pour les échantillons appariés et le test de Man-whitney pour les 

comparaisons entre échantillons non appariés. Lorsque P<0.05, la différence est considérée 

comme significative. 
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8. Résultats  

8.1 Le GA potentialise ou restaure l’effet régulateur des LB in vitro  

Afin d’étudier l’effet du GA sur la fonction Breg dans un contexte pathologique de LED, 

nous avons au préalable confirmé dans un modèle d’étude in vitro le défaut fonctionnel des Bregs 

chez des patients nouvellement diagnostiqués. Ce modèle in vitro permet d’étudier la fonction de 

contrôle des LB sur la prolifération de LT autologues (Figure 15A). Brièvement, les LT et les LB 

sont isolés du sang périphérique de patients ou de témoins sains. Les LT sont activés par deux 

AC anti-CD3 et anti-CD28 durant 4 jours, tandis que les LB sont stimulés ou non par du CpG-

ODN dans la co-culture. Les LT et les LB sont ajoutés à un ratio (1 : 1). Enfin, les LB sont pré-

stimulés ou non durant 4h avec le GA avant la mise en co-culture. 

8.1.1 Le GA potentialise la fonction régulatrice de LB humains de témoins sains 

Chez les témoins sains, nous montrons que les LB dépourvus d’une quelconque 

stimulation acquièrent une faible capacité de régulation de la prolifération T puisque le niveau 

d’inhibition est de 9,35 ± 2,5% (Figure 15B, 15C). L’effet est significativement amélioré lorsque 

les LB sont pré-stimulés 4h par du GA passant à 28,28 ± 2,3% d’inhibition (**P<0,01), (Figure 

15B, 15C). Par ailleurs, la stimulation des LB par du CpG-ODN durant la co-culture permet 

d’enregistrer un effet suppresseur plus important de 41,11 ± 4,6% (**P<0,01) (Figure 15B, 

15C). De plus, l’association du CpG-ODN dans la co-culture et de la pré-stimulation GA des LB 

avant la co-culture renforce l’effet, avec une inhibition de la prolifération allant jusqu’à 61,22 ± 

6% (**P<0,01), (Figure 15B, 15C). Nous démontrons par ces expériences inédites que la pré-
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stimulation par le GA peut exercer un effet direct sur les LB chez l’Homme permettant 

d’accroître significativement leur potentialité suppressive. 

8.1.2 Le GA restaure la fonction régulatrice des LB humains dans un contexte 

pathologique  

Chez les patients LED, nous confirmons d’une part que les LB sont incapables de réguler 

la prolifération des LT autologues avec un pourcentage d’inhibition de 2,4 ± 0.4 % (Figure 15E, 

15F), et d’autre part que, contrairement aux témoins sains, la stimulation du TLR-9 par le CpG-

ODN ne permet pas d’induire une quelconque fonction suppressive puisque le niveau d’inhibition 

demeure inchangé à 2,5 ± 0,4% (Figure 15E, 15F). Par contre, une courte pré-stimulation de 4h 

de ces LB avec le GA permet de restaurer une fonction Breg (Figure 15E, 15F) qui se situe au 

même niveau que celle des LB témoins avec 24,13 ± 3,5% d’inhibition (Figure 15D). En 

revanche, l’ajout d’une stimulation du TLR-9 par le CpG-ODN durant la co-culture associée à la 

pré-stimulation GA ne permet pas d’accroître significativement l’effet suppresseur qui reste à 

30,5 ± 5% d’inhibition (Figure 15F), ce qui est significativement plus faible que l’inhibition 

observée avec les témoins sains (61, 22% ± 6%), (*P<0,05), (Figure 15G). 

Nous démontrons pour la première fois par ces expériences que la pré-stimulation par le 

GA peut rétablir la fonction régulatrice des LB des lupiques. D’autre part, ces résultats suggèrent 

également que le GA ne restaure pas la signalisation de la voie TLR-9, probablement défectueuse 

dans les LB lupiques et qu’il génère un effet par une voie autre et indépendante de celle-ci. 
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Figure 15 : La pré-stimulation des LB par le GA potentialise ou restaure leur fonction 
suppressive. 

Les LT de patients LED (n=8) ou de témoins sains (n=8) sont marqués à J0 avec du CFSE 
puis sont stimulés par anti-CD3 et anti-CD28 durant 4 jours, en présence ou non de LB. Les 
LB sont pré-stimulés ou non par du GA durant 4h, lavés, puis mis en co-culture à J0 avec les 
LT autologues. En fonction des conditions, les LB sont stimulés ou non durant la co-culture 
par du CpG-ODN. Exemple de profil du CFSE des LT CD4+ selon les conditions de culture à 
J4 permettant d’apprécier leur prolifération (A). Pourcentage d’inhibition de la prolifération 
des LT par les LB à J4 chez les témoins sains (B, C), et chez les patients LED (E, F), selon 
les conditions de co-culture. Comparaison de la fonction suppressive des LB de témoins et de 
patients pré-stimulés par le GA, en co-culture sans (D) ou avec (G) du CpG ODN.*P<0,05; 
**P<0,01; ns: non significatif. 
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8.1.3 Fixation du GA sur les LB in vitro  

Après avoir démontré que le GA est capable soit d’augmenter (chez les témoins) soit de 

restituer (chez les patients) la fonction régulatrice des LB, nous avons souhaité comprendre le 

mode d’action de ce médicament sur les LB. Nous avons tout d’abord recherché à identifier les 

LB cibles du GA. Pour cela, nous avons marqué le GA avec un fluorochrome, le FITC, afin 

d’analyser par cytométrie en flux sa fixation sur les LB totaux.  

 Cette analyse a permis de montrer que deux populations de LB sont capables de fixer, 

l’une faiblement l’autre fortement, le GA, que l’on désignera BGAfaible et BGAfort, respectivement 

(Figure 16A, 16B). Quel que soit l’échantillon testé, une population de LB ne fixe pas le GA, 

déterminée par rapport au contrôle négatif BSA-FITC, qu’on qualifiera de BGANeg. 
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Figure 16 :   Caractérisation de la fixation du Glatiramer acetate sur les LB.  

Les LB purifiés de témoins sains (n=8) ou de patients LED (n=8) sont incubés durant 1h avec 
du GA-FITC ou de la BSA-FITC, puis sont marqués avec un AC anti-CD19. (A): Exemple 
de profil bi-paramétrique de la fixation du GA sur LB CD19+. (B): Exemple représentatif 
d’une analyse mono paramétrique de l’expression du GA-FITC (en noir) ou de la BSA-FITC 
(en gris) sur les LB CD19+. Les pourcentages indiquent les fréquences de cellules incubées 
avec le GA-FITC. (BSA: Bovine serum albumin, GA: Glatiramer acetate). 
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Une analyse plus poussée du profil d’expression du GA selon les différentes sous-

populations LB a permis de constater que les BGAfort appartiennent majoritairement au 

compartiment mémoire de phénotype CD19+CD27+IgD-CD38faibleCD24inter. Tandis que les 

BGAfaible sont majoritairement retrouvés au sein des LB transitionnels, immatures et matures 

CD19+ IgD+CD27-/+ CD38+/fort CD24inter/fort (Figure 17A, 17B). Face à ces observations, une 

question se pose : ces variabilités de fixation du GA sur les sous-populations de LB témoignent-

elles d’une variabilité d’effets du GA sur la fonction suppressive de celles-ci? 
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Figure 17 : Les LB fixant fortement le GA sont retrouvés au sein du compartiment 
mémoire. 

Les LB purifiés de témoins sains (n=8) ou de patients LED (n=8) sont incubés durant 1h avec 
du GA-FITC puis sont marqués avec des combinaisons d’AC anti-CD19, anti-IgD, anti-
CD27, anti-CD38 et anti-CD24. L’expression de surface de ces molécules est évaluée sur les 
cellules CD19+. (A): Histogrammes représentatifs de la distribution des sous-populations de 
LB. (B): Exemples représentatifs d’une analyse mono paramétrique de l’expression du GA en 
fonction des sous-populations LB considérées. (En Blanc : contrôle négatif avec la BSA-
FITC ; en noir et gris: la fixation du GA-FITC, en rouge : pourcentages qui indiquent les 
fréquences des cellules incubées avec le GA-FITC). 
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8.1.4 Le GA exerce son effet suppresseur sur le B mémoire in vitro  

De récentes expériences menées au sein de notre laboratoire ont permis de mettre en 

évidence des différences significatives de capacité suppressive parmi les sous-populations de LB 

chez l’Homme. Notamment, les LB mémoires s’avèrent être de moins bons régulateurs de la 

prolifération T que les LB transitionnels et matures (Nouel et al. 2014, Nouel et al. 2014). En 

tenant compte de ces données, nous avons réalisé une expérience préliminaire de déplétion 

sélective du compartiment LB mémoires à partir des LB issus du sang périphérique d’un témoin 

sain (Figure 18A). En suivant le même protocole expérimental et la même analyse que 

précédemment, nous montrons que la déplétion des LB mémoires abroge totalement l’effet 

amplificateur de la régulation induit par le GA (Figure 18B, 18C). Ces résultats suggèrent que 

les LB mémoires sont des acteurs essentiels dans les effets exercés par le GA sur la fonction 

suppressive.!
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Figure 18 : Rôle du LB mémoire dans l’induction de la fonction Breg en présence de GA. 

Les LT de témoins sains sont marqués au CFSE à J0 puis sont stimulés par anti-CD3 et anti-
CD28 durant 4 jours. Les LB mémoires sont déplétés ou non avant la pré-stimulation de 4h 
par du GA. Les LB sont ajoutés aux LT et stimulés par du CpG-ODN durant la co-culture de 
4 jours. (A): Histogrammes représentatifs de l’expression de l’IgD et du CD38 sur la 
population CD19+ avant et après déplétion des LB mémoires. (B, C): Pourcentage à J4 
d’inhibition de la prolifération des LT par les LB déplétés ou non en LB mémoires selon les 
conditions de co-culture. 
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Afin de mieux cerner le mécanisme par lequel le GA influence la fonction Breg des LB 

mémoires, des quantités importantes de cellules sont nécessaires. En raison de la difficulté à 

obtenir suffisamment de matériels à partir d’échantillons sanguins, nous avons choisi de 

poursuivre l’étude à l’aide de LB provenant d’amygdales.  

8.1.5 La pré-stimulation des LB d’amygdales par le GA accroît leur fonction Breg 

Trois paramètres de la fonction suppressive des Bregs sont explorés sur les LB totaux 

d’amygdales pré-stimulés ou non par le GA:  

-Premièrement, la capacité à contrôler la prolifération T, évaluée par cytométrie en flux.  

-Deuxièmement, l’aptitude à inhiber la polarisation des cellules Th1 productrices d’IFN-γ par 

cytométrie en flux et dosage ELISA.  

-Troisièmement, la compétence à sécréter de l’IL-10 par dosage ELISA.  

-Nous avons également exploré la réponse humorale induite par le GA en réalisant un dosage des 

IgG, IgM et IgA sécrétées dans le surnageant après 16h de culture des LB préalablement 

sensibilisés 4h au GA.  

Nos résultats indiquent que de manière similaire aux LB du sang périphérique, la pré-

sensibilisation des LB d’amygdales par le GA permet d’augmenter significativement leur 

capacité de contrôle de la prolifération T puisqu’elle passe de 13,58 ± 2,79% à 31,47 ± 2,76% 

sans CpG (**P<0,01) et  de 41,9 ± 6,3% à 61,47 ± 5,9% (***P<0,001), (Figure 19A, 19B).  

Leur capacité d’inhibition de la polarisation Th1 à J4 est également accentuée. La 

fréquence de LT CD4+ IFN-γ+  passe de 39,62 ± 5,3% à 25,8 ±3,3% (P<0,05) et la concentration 

d’IFN-γ dans les surnageants passe de 1350±116 U/ml à 1000 ± 108 U/ml, sous l’influence du 

GA (Figure 19D).  D’autre part, le GA augmente significativement la capacité de production 

d’IL-10 des LB (Figure 19C) et induit une réponse humorale de type IgG (Figure 19D). Ces 
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résultats démontrent que le GA affecte la fonction cellulaire, cytokinique et humorale des LB, 

contribuant à renforcer leur potentiel suppressif vis à vis des LT activés.  

 

Figure 19 : La pré-stimulation des LB d’amygdales par le GA accroît leur fonction Breg.  

Les LT isolés d’amygdales sont marqués ou non au CFSE à J0, puis sont stimulés par anti-
CD3 et anti-CD28 durant 4 jours en présence ou non de LB autologues et avec ou sans CpG-
ODN. Les LB sont préalablement pré-stimulés (LB-GA) ou non (LB) durant 4h par du GA. 
(A): Exemples représentatifs de 10 expériences du profil de prolifération des LT, en co-
culture sans CpG-ODN. (B): Pourcentage d’inhibition de la prolifération des LT CD4+ par les 
LB à J4 selon les conditions de culture. (C): Pourcentage des LT CD4+ IFN-γ+  et 
concentration d’IFN-γ dans les surnageants à J4 selon les conditions de culture. (D): 
Production d’IL-10 et des immunoglobulines IgG dans les surnageants de culture des LB pré-
stimulés ou non 4h par du GA *P<0,05;**P<0,01; ***P<0,001. 
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8.2 Mode d’action du GA sur les LB 

Notre équipe a précédemment démontré que l’inhibition de la prolifération T est assurée 

par des Tregs naturels ou induits (nTreg, iTreg) Foxp3+ dont l’expansion est favorisée par les LB. 

Le contact cellulaire avec notamment l’interaction CD40 du LB et CD40L du LT est 

indispensable à ce phénomène (Lemoine et al. 2011). Nous avons donc examiné par cytométrie 

en flux, l’évolution de la fréquence des LT CD4+ Foxp3+. L’importance du contact cellulaire a été 

évaluée par un système de transwell et par des expériences de blocage de la voie CD40/CD40L 

dans nos différentes conditions de co-culture. Nous montrons que la pré-stimulation des LB par le 

GA n’affecte pas le pourcentage de Tregs CD4+ FoxP3+ présents dans la co-culture (Figure 20A). 

Les expériences de transwell (Figure 20B) et de blocage de la voie CD40/CD40L dans la co-

culture (Figure 20C) confirment que prévenir un contact cellulaire entre les deux protagonistes 

réduit de moitié les potentialités régulatrices des LB dans les différentes conditions. Ces résultats 

démontrent que le mode d’action du GA est d’une part Treg Foxp3+ indépendant et d’autre part, 

contact cellulaire dépendant impliquant l’interaction CD40/CD40L, tout en faisant probablement 

intervenir d’autres mécanismes. 
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Figure 20 :   Le mode d’action du GA est contact cellulaire dépendant mais Treg 
indépendant. 

Les LT isolés d’amygdales sont marqués ou non au CFSE à J0 puis sont stimulés par anti-
CD3 et anti-CD28 durant 4 jours en présence ou non de LB autologues stimulés par du CpG-
ODN et en présence ou non d’AC anti-CD40 bloquant. Les LB sont préalablement pré-
stimulés (en noir) ou non (en orange) durant 4h par du GA avant la mise en co-culture. Selon 
les conditions, un dispositif de transwell est utilisé à J0 avec les LT situés dans la chambre 
inférieure et les LB dans la chambre supérieure. (A): Pourcentage de TCD4+ Foxp3+ à J4. 
Pourcentage d’inhibition de la prolifération des LT CD4+ par les LB à J4 dans un système de 
transwell (B), ou en présence d’AC anti-CD40 (C), selon les conditions de co-culture. (n=6 
expériences)  *P<0,05; ns: non significatif. 
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8.2.1 Fixation du GA sur les LB d’amygdales  

Nous avons complété notre étude par une analyse par microscopie confocale de la fixation 

du GA-FITC sur des LB totaux purifiés d’amygdales. Comme cela fut observé par cytométrie en 

flux, nous montrons, que tous les LB ne fixent pas le GA. La proportion de LB fixant le GA 

augmente avec la concentration de GA pour atteindre un plateau à la concentration de 20 µg/ml 

(Figure 21A). D’autre part, nous constatons que le GA-FITC se fixe au niveau de la membrane 

des LB mais également au niveau du cytoplasme des cellules (Figure 21B). La présence du GA 

au niveau intracellulaire est soit le reflet de son internalisation, soit témoigne de la mort des 

cellules, qui une fois leur membrane cytoplasmique devenue perméable, sont capables de 

contenir le GA.  

Pour répondre à cette dernière interrogation, nous avons parallèlement estimé la toxicité 

du GA sur les LB. La viabilité cellulaire est appréciée par cytométrie en flux à l’aide d’un 

marquage des LB par du DRAQ-7. Les cellules B sont sensibilisées avec des concentrations 

croissantes de GA, puis sont marquées et fixées dans les mêmes conditions que précédemment 

avant analyse par cytométrie en flux. Le GA ne génère pas de mort cellulaire importante puisque 

la survie cellulaire varie entre 97% pour la plus faible concentration de GA testée et 89 % pour la 

plus forte concentration (Figure 21C). Ces résultats invalident de ce fait l’hypothèse selon 

laquelle la présence du GA au niveau du cytoplasme des LB soit le reflet d’une mort cellulaire 

importante des cellules. 
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Figure 21 :  Caractérisation de la fixation du GA sur les LB. 

Des LB d’amygdales sont incubés durant 1h avec de la BSA-FITC ou bien avec des 
concentrations croissantes de GA-FITC. (A): Les LB sont fixés au formaldéhyde 4% et 
visualisés par microscopie confocale (grossissement x60). (B): Exemples de fixation 
membranaire et cytoplasmique du GA. (C): Les LB sont marqués avec un AC anti-CD19 et le 
DRAQ-7 puis analysés par cytométrie en flux. Les pourcentages de cellules vivantes (en 
rouge) et de cellules mortes (en noir) sont indiquées (BSA: Bovine serum albumin, GA: 
Glatiramer acetate).  
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D’autre part, nous avons souhaité déterminer la nature de cette fixation, en réalisant une 

étude cinétique de la fixation du GA sur les LB par cytométrie en flux en incubant ces derniers 

soit à 4°C, soit à 37°C. Après seulement 1 min d’incubation avec le GA à 4°C et à 37°C, les deux 

populations LB BGAfaible et LB GAfort sont observées distinctement par cytométrie en flux 

(Figure 22A). La proportion de ces deux populations s’accroît lorsqu’on prolonge le temps de 

contact avec le GA. En revanche, au-delà de 2h, les deux populations de LB disparaissent lorsque 

les incubations sont réalisées à 37°C, alors qu’elles sont toujours présentent dans celles réalisées 

à 4°C (Figure 22A).   

Pour expliquer ce phénomène de disparation des LB GAfaible et LB GAfort, on peut 

supposer que le GA-FITC soit dégradé après 2h à 37°C par des enzymes. Cette dégradation 

induite pas des phénomènes actifs n’étant pas envisageable à 4°C, cela expliquerait la persistance 

de la fluorescence et des deux populations LB dans cette condition. Autrement dit, ces résultats 

suggèrent que des récepteurs spécifiques (ou non) à la surface des LB permettent une fixation 

active du GA et son internalisation dans le cytoplasme. 

 Au-delà de 2h, le GA semble être dégradé par un système thermosensible. De 

précédentes études ont indiqué que le GA à la capacité de se fixer sur de nombreuses molécules 

exprimées à la surface des cellules présentatrices d’antigènes telles que les glycoprotéines 

(Koenig et al. 2013), ou encore les molécules HLA-DR (Fridkis-Hareli et al. 1994, Fridkis-Hareli 

et al. 1995, Fridkis-Hareli et al. 1998). De plus, des travaux réalisés chez la souris ont également 

évoqué la capacité du GA à se fixer et à être internalisé par le BCR (Jackson et al. 2014, Jackson 

et al. 2014). 



!

 

Figure 22 : Cinétique de la fixation GA sur les LB. 

Les LB d’amygdales sont incubés soit à 37°C, soit à 4°C avec de la BSA-FITC durant 1h ou 
bien avec des temps d’incubations croissants de GA-FITC. (A): Les LB sont fixés au 
formaldéhyde 4% puis sont analysés par cytométrie en flux en fonction de la taille des 
cellules LB. (B): Les LB sont marqués avec le GA-FITC et un AC anti-CD22 ou anti-HLA-
DR ou anti-IgM révélés par un AC anti-Ig-TRITC. Les LB sont ensuite fixés au 
formaldéhyde 4% et enfin visualisés par microscopie confocale (grossissement X100). FS: 
Forward Scatter, BSA: Bovine serum albumin, GA: Glatiramer acetate.  
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En tenant compte de ces observations, nous avons examiné par microscopie confocale la 

fixation du GA-FITC sur les molécules HLA-DR, les IgM et les glycoprotéines CD22 exprimées 

à la surface des LB d’amygdales. Nous montrons que le GA co-localise avec le BCR et est 

internalisé, co-localise également avec la glycoprotéine CD22 et avec les molécules HLA-DR 

exprimées par les LB (Figure 22B). En accord avec la littérature, le GA est donc en mesure de se 

fixer sur diverses molécules. Toutefois, bien que tous les LB expriment ces molécules, tous les 

LB ne fixent pas nécessairement le GA. Un exemple frappant est celui de la co-localisation du 

GA avec les molécules HLA-DR seulement à la surface de certains LB (Figure 22B).  

Face à ces observations, plusieurs interrogations : y a t-il une facteur déterminant la 

fixation du GA sur les LB mémoires ? si oui lequel? Quel est l’impact d’une telle variabilité de 

fixation sur les LB? Et notamment de quelle manière ces fixations affectent-elles la fonction 

suppressive du LB ? De nombreuses observations relatives à la fixation et l’internalisation du GA 

sur les molécules HLA-DR sont relatées dans la littérature (Harp et al. 2008, Harp et al. 2010). 

Nous avons donc choisi d’explorer plus particulièrement l’importance de cette fixation dans notre 

modèle de régulation in vitro.  

8.2.1 Rôle de la fixation du GA sur les molécules HLA-DR dans la régulation  

A l’aide d’un anticorps bloquant anti-HLA-DR, nous avons empêché l’accès aux sites de 

fixation soit au cours de l’étape de sensibilisation de 4h des LB avec le GA, soit durant la co-

culture de 4 jours avec les LT. Sans pré-sensibilisation par le GA, le blocage des sites de fixation 

aux molécules HLA-DR n’affecte pas les capacités suppressives intrinsèques des LB (Figure 

23A, 23B). D’autre part, le blocage des sites de fixation aux molécules HLA-DR avant cette 

sensibilisation n’affecte pas les propriétés suppressives des LB qui restent tout aussi efficace dans 
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l’inhibition de la prolifération des LT (Figure 23A). Ce qui suggère que la fixation du GA sur les 

molécules HLA-DR n’est pas nécessaire à l’étape de sensibilisation de 4h. 

En revanche, la fixation du GA sur les molécules HLA-DR s’avère indispensable au 

développement de la fonction Breg ultérieurement puisque le blocage des sites de fixation aux  

molécules HLA-DR durant la période de contact avec les LT affecte significativement les 

propriétés suppressives des LB (Figure 23B). Il est probable que la fixation initiale du GA 

induisant une fonction Breg soit indépendante des molécules HLA-DR, mais permette son 

internalisation puis ensuite sa présentation  aux LT  dans le contexte des molécules HLA-DR 

pour contrôler leur prolifération. 
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Figure 23 : Rôle des molécules HLA-DR dans l’induction de la fonction Breg par le GA. 

Les LT isolés d’amygdales sont marqués au CFSE à J0 puis sont stimulés par anti-CD3 et 
anti-CD28 durant 4 jours en présence de LB autologues stimulés par du CpG-ODN. Les LB 
sont préalablement pré-stimulés ou non durant 4h par du GA avant la mise en co-culture. Le 
pourcentage d’inhibition de la prolifération des LT par les LB est mesuré après 4 jours. (A): 
Un AC anti-HLA-DR bloquant est ajouté 30 min avant l’étape de pré-stimulation de 4h des 
LB. Les LB sont lavés puis mis en co-culture avec les LT. (B): Les LB sont pré-stimulés (en 
noir) ou non (en orange) 4h avec le GA, lavés puis mis en co-culture avec les LT en présence 
de l’AC anti-HLA-DR bloquant durant 4 jours. (n=6 expériences) *P<0,05; ns non 
significatif.



!

Afin d’étayer cette hypothèse, nous avons supprimé la courte pré-stimulation de 4h en 

ajoutant directement le GA dans la co-culture. Ces conditions expérimentales permettent donc un 

contact prolongé du GA avec les LB mais également avec les LT. Nous avons également 

complété ces expériences en bloquant les sites de fixation aux molécules HLA-DR durant la co-

culture. Nous montrons que l’ajout du GA dans la culture simultanément à la stimulation des LT 

par les AC anti-CD3 et anti-CD28 ne modifie pas la prolifération des LT cultivés seuls durant 4 

jours (Figure 24A). A notre grand étonnement, et contrairement à ce que nous avions observé 

suite à une courte pré-stimulation LB, des effets très variables du GA sur la fonction suppressive 

des LB sont constatés selon les prélèvements. En effet, les résultats révèlent 2 types de réponses 

opposées. 

1. Dans un premier groupe de donneurs, l’ajout du GA dans la co-culture augmente 

significativement l’activité suppressive des LB (Figure 24B). Le contact prolongé 

avec le GA n’augmente pas davantage ce potentiel régulateur par apport aux 

conditions de pré-sensibilisation de 4h puisqu’on enregistre une augmentation de 

20 % du pourcentage d’inhibition dans les deux cas de figures (Figure 24B vs 

Figure 19B). 

2. D’autre part, dans un second groupe de donneurs, la présence du GA soit entraîne 

une réduction faible mais non significative de la fonction suppressive, soit annule 

entièrement la fonction suppressive des LB (Figure 24B).  

 

Nous montrons également que l’augmentation de la fonction régulatrice par le GA est 

associée à une augmentation de la production d’IL-10 dans le surnageant de co-culture du groupe 

1, tandis que la baisse de la fonction régulatrice en présence de GA est associée à une réduction 

de la concentration  d’IL-10 dans le second groupe (Figure 24C). Par ailleurs, empêcher les sites 

d’accès aux molécules HLA-DR par l’AC bloquant annule l’effet suppresseur apporté par le GA 

dans le premier groupe mais n’a pas d’effet significatif dans le second groupe (Figure 24D). 
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De plus, l’augmentation de l’effet Breg semble être tributaire ou reliée à une proportion 

plus importante de LB mémoires à J0 dans le groupe 1 par rapport au groupe 2 (Figure 24E). 

 Enfin, nous avons mis en évidence des différences d’expression de la molécule HLA- DR 

selon les groupes. La réduction de la fonction Breg semble tributaire ou est associée à une faible 

expression de HLA-DR à J0 dans le groupe 2 par rapport au groupe 1 (Figure 24F). 

L’augmentation de la fonction Breg est observée pour les LB affichant une importante expression 

de HLA-DR.  
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Figure 24 :  Effet du GA dans l’interaction LB/ LT.  

Les LT isolés d’amygdales (n=26 donneurs) sont marqués au CFSE puis stimulés dès J0 par 
anti-CD3 et anti-CD28 durant 4 jours en présence ou non de LB autologues stimulés par du 
CpG-ODN et en présence ou non d’AC anti-HLA-DR bloquant. Selon les conditions le GA 
est ajouté ou non dans la co-culture à J0. (A): Pourcentage de prolifération des LT CD4+ seuls 
à J4. (B): Pourcentage d’inhibition de la prolifération des LT CD4+ par les LB répartis en 2 
groupes de donneurs selon le type de réponse suppressive observée. (C): Concentration d’IL-
10 dans les surnageants de co-culture à J4 pour les 2 groupes de donneurs. (D): Pourcentage 
d’inhibition de la prolifération des LT CD4+ par les LB à J4 en présence d’AC anti-HLA-DR 
bloquant selon les conditions de culture dans les deux groupes de donneurs. (E): Pourcentage 
de LB matures et LB mémoires à J0 dans les 2 groupes de donneurs. (F): Exemple 
représentatif (à gauche) et moyenne (à droite) de l’expression des molécules HLA-DR des 
LB à J0 pour les 2 groupes de donneurs. L’intensité moyenne de fluorescence (IMF) est 
indiquée (en rouge) *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns: non significatif. 
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En conclusion, selon les donneurs, ces expériences suggèrent que la stimulation prolongée par le 

GA peut soit augmenter soit réduire les potentialités suppressives des LB. Ces effets sont 

probablement dépendant d’une part de la proportion de LB mémoires présente et d’autre part de 

l’intensité d’expression des molécules HLA-DR à la surface des LB totaux à J0. Nous confirmons 

que l’augmentation de la fonction Breg est associée à un processus qui met en jeu la fixation ou 

la présentation du GA sur les molécules HLA-DR. Par contre, la réduction de la fonction Breg 

semble être le résultat d’un processus indépendant des molécules HLA-DR. 

 Des résultats surprenants qui mettent en évidence la complexité du mécanisme d’action 

du GA face à l’hétérogénéité des répartitions des sous-populations LB selon les donneurs. Un 

point important à retenir de ces expériences est que le LB mémoire reste vraisemblablement est 

une cible privilégiée du GA. En raison de la complexité de l’interprétation des résultats par ce 

modèle de co-culture, nous avons choisi à cette étape du projet de poursuivre les investigations 

uniquement sur le modèle de pré-sensibilisation des LB par le GA. 

8.2.2 Fixation du GA sur les LB d’amygdales. 

Nous avons émis l’hypothèse selon laquelle le GA se fixe et cible particulièrement le 

compartiment LB mémoire, pour en modifier sa fonction et son phénotype, dans le but de lui 

procurer une fonction suppressive plus efficace. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons 

réalisé des expériences comparatives de la fonction Breg des LB mémoires triés par apport à des 

LB matures triés provenant de LB d’amygdales. Au préalable, nous avons tout d’abord vérifié par 

cytométrie en flux que dans les organes lymphoïdes secondaires tout comme pour le sang 

périphérique, la population de LB mémoire Bm5/eBm5 comprend les LB GAfort, tandis que les 

LB GAfaible sont surtout représentés par les LB matures (naïfs/ activés) Bm1 et Bm2. De fait, deux 

populations de LB sont capables de fixer le GA. L’une faiblement l’autre fortement, les LB 
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GAfaible et les LB GAfort, respectivement (Figure 25A). L’analyse de la distribution des sous-

populations LB dans ces deux groupes de cellules  a permis de confirmer que les BGAfort 

appartiennent majoritairement au compartiment mémoire de phénotype CD19+CD27+IgD-CD38-, 

tandis que les LB GAfaible sont majoritairement retrouvés au sein des LB matures CD19+ 

IgD+CD27-/+ CD38+/fort (Figure 25B, 25C). Il faut noter que tous les LB du compartiment mémoire 

ne fixent pas fortement le GA, puisqu’on y trouve notamment quelques LB GAfaible, LB GAneg 

(Figure 25D). Au total, les LB mémoires des organes lymphoïdes secondaires représentent très 

majoritairement la population LB GAfort (Figure 25D). 
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Figure 25 :  Les B mémoires des organes lymphoïdes secondaires fixent fortement le GA. 

Les LB isolés d’amygdales (n=10) sont incubés avec du GA-FITC puis sont marqués avec 
des combinaisons d’AC anti-CD19, anti-IgD, anti-CD27, anti-CD38. (A): Histogramme 
représentatif de la fixation du GA sur les LB CD19+. (B): Histogrammes représentatifs de la 
distribution des sous-populations selon les 3 populations de LB fixant le GA. (C): Répartition 
des sous-populations LB fixant le GA, évalué parmi les 3 populations de LB GAneg, GAfaible et 
GAfort. D: Distribution des cellules GAneg GAfaible et GAfort dans les LB mémoires et dans les 
LB matures.  
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8.2.3 Effet du GA sur les sous populations LB matures et mémoires d’amygdales  

Nous avons donc réalisé des expériences comparatives de la fonction Breg des LB 

mémoires par apport à des LB matures. Pour ce faire, les deux sous-populations de LB sont triées 

et pré-stimulées séparément avec le GA durant 4h, avant leur mise en co-culture avec les LT 

autologues. Les LT marqués à J0 par du CFSE sont stimulés durant 4jours par anti-CD3 et anti-

CD28 tandis que les cellules B sont conjointement stimulées par du CpG-ODN durant la co-

culture. La mesure de la fonction Breg est évaluée sur la capacité des LB à inhiber la prolifération 

des LT autologues et à réduire la production de la cytokine Th1 IFN-γ. Les expériences 

comparatives de la fonction Breg des LB mémoires par rapport à des LB matures isolés 

d’amygdales confirment les précédentes observations de notre laboratoire (Nouel et al. 2014, 

Nouel et al. 2014). En effet, nous montrons que les LB matures sans pré-stimulation GA 

réduisent significativement le pourcentage de LT en prolifération contrairement aux LB 

mémoires (Figure 26A).  

De manière intéressante, nous montrons que la pré-sensibilisation par le GA permet 

d’augmenter le potentiel régulateur des LB mémoires triés mais n’affecte aucunement celui des 

LB matures triés (Figure 26A et 26B). 

 Les LB mémoires sont de moins bons régulateurs par apport aux LB matures mais 

deviennent statistiquement aussi efficaces que ces derniers grâce au GA (Figure 26B). Le calcul 

du taux d’inhibition de la prolifération T après la sensibilisation par le GA indique une 

augmentation d’un facteur 1,2 pour les LB matures et de 2,8 pour les LB mémoires (Figure 26C) 

(*P<0.05). Le même constat  est fait sur la capacité de contrôle de la réponse Th1. Sous l’effet du 

GA, la capacité de contrôle de la polarisation Th1 des LB mémoires est significativement 

améliorée avec une réduction plus importance de la production d’IFN-γ dans la co-culture, tandis 
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que le GA n’influence pas cette propriété sur les LB matures (Figure 26D, 26E). Le calcul du 

taux d’inhibition de la production d’IFN-γ en réponse au GA est de 0,9 pour les LB matures 

tandis qu’il est de 1,8 pour les LB mémoires (Figure 26F), (*P<0.05).  
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Figure 26 :  Le GA accroît uniquement la fonction régulatrice des LB mémoires.  

Les LT isolés d’amygdales (n=6) marqués au CFSE à J0 sont stimulés par anti-CD3 et anti-
CD28 durant 4 jours en présence ou non de LB triés autologues. Les LB mémoires et matures 
sont triés à partir de LB totaux, pré-stimulés (en noir) ou non (en vert) par du GA durant 4h, 
lavés, mis en co-culture à J0 avec les LT autologues en présence de CpG-ODN. Le surnageant 
de co-culture est récupéré pour un dosage de la production d’IFN-γ par ELISA. (A): 
Pourcentage de LT en prolifération en présence de LB matures ou mémoires à J4, mesurée par 
cytométrie en flux. (B): Pourcentage d’inhibition de la prolifération des LT par les LB 
matures ou mémoires à J4, selon les conditions de co-culture. (C): Taux d’augmentation de la 
régulation de la prolifération T induit par la GA dans les LB matures et mémoires. (D): 
Concentration d’IFN-γ à J4 dans le surnageant selon les conditions de co-culture mesurée par 
ELISA. (E): Pourcentage d’inhibition de la production d’IFN- γ à J4 selon les conditions de 
co-culture. (F): Taux d’augmentation du contrôle de la production d’IFN-γ induit par la GA 
dans les LB matures et mémoires.*P<0.05;**P<0.01; ***P<0.001.  
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Des expériences menées au sein de notre laboratoire ont mis en évidence que l’IL-10 

produit par les LB exerce un rôle dans la fonction inhibitrice des cytokines Th1 (Lemoine et al. 

2011). De plus, de précédentes études ont montré que les LB mémoires produisent moins d’IL-10 

que les LB matures (Duddy et al. 2007). En tenant compte de ces observations, nous avons évalué 

la production de l’IL-10 par les LB mémoires et LB matures. Les deux sous-populations triées 

sont pré-stimulées ou non par du GA durant 4h, lavés, puis stimulées avec un AC anti-CD40 

multimérique et du CpG-ODN durant 4 jours. L’analyse du dosage de la production d’IL-10 

mesurée par ELISA confirme une capacité de production d’IL-10 plus importante des LB matures 

(3110 ± 3 pg/ml) par apport aux LB mémoires (2025 ± 4,2 pg/ml; P<0.05). Le GA augmente 

significativement la production d’IL-10 uniquement pour les LB mémoires qui passe à 3755 ± 6,5 

pg/ml (P<0.05), (Figure 27A). Ce niveau de production se situe au même niveau que celui des 

LB matures. Le calcul du taux d’augmentation de la production d’IL-10 apporté par le GA 

indique sans surprise une augmentation significative de 2,1 pour les LB mémoires contre 1,2 pour 

les LB matures (*P<0.05), (Figure 27B). 
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Figure 27 : Le GA induit une augmentation de la production d’IL-10 dans les LB 
mémoires.  

Les LB mémoires et matures triés à partir de LB totaux d’amygdales (n=6), sont pré-stimulés 
(en noir) ou non (en vert) par du GA durant 4h, lavés, puis stimulés avec un AC anti-CD40 
multimérique et du CpG-ODN durant 4 jours. Les surnageants de culture sont récupérés à J4 
pour un dosage par ELISA de la production d’IL-10. (A): Production d’IL-10 selon les 
conditions de culture. (B): Taux d’augmentation de la production d’IL-10 induit par la GA 
dans les LB matures et mémoires *P<0.05; ns: non significatif. 
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8.2.4 Effet du GA sur la survie et la prolifération des LB d’amygdales  

Ces expériences démontrent que la pré-stimulation par le GA des LB mémoires favorise 

la production d’IL-10. Celle-ci résulte vraisemblablement d’une augmentation de la compétence 

des LB mémoires existants à produire de l’IL-10, mais elle peut aussi provenir d’une expansion 

et/ou d’une meilleure survie des LB mémoires grâce au GA. De plus, il n’est pas à exclure que 

les deux phénomènes puissent être conjoint également. Pour le vérifier, nous avons analysé les 

paramètres de prolifération par un marquage au CFSE, ainsi que les paramètres de viabilités 

cellulaires par un marquage DRAQ-7, des LB mémoires triés et sensibilisés au GA et nous les 

avons comparé à ceux des LB matures. Nos résultats montrent que la prolifération des LB 

mémoires est plus faible que celle des LB matures (Figure 28A). Le GA semble même bloquer la 

prolifération des LB mémoires. En revanche, il n’affecte aucunement celle des LB matures 

(Figure 28A). L’analyse de la survie cellulaire indique un pourcentage de survie cellulaire de 

86± 4% pour les LB matures et de 72,7 ± 2,5 % pour les LB mémoires (Figure 28B). Sous 

l’influence du GA aucune des populations triées ne semblent en être affectées avec 87 ± 2% de 

cellules vivantes concernant les LB matures et 74 ± 4% pour les LB mémoires (Figure 28B). Ces 

observations écartent l’hypothèse d’un effet particulier du GA sur une expansion préférentielle 

et/ou une meilleure survie des LB mémoires. Si le GA augmente le potentiel régulateur ainsi que 

la production constitutive d’IL-10 dans les LB mémoires, nos résultats suggèrent que son mode 

d’action passe par une modification des compétences  des cellules cibles vers un phénotype 

associé à la régulation et à la production d’IL-10. C’est la raison pour laquelle nous avons 

souhaité approfondir l’analyse de l’expression des molécules associées à la production d’IL-10 et 

à la fonction suppressive. 
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Figure 28 : Effet du GA sur la prolifération et la survie des LB. 

Les LB matures et LB mémoires d’amygdales (n=6) sont triés puis pré-sensibilisés (en noir) 
ou non (en vert) au GA durant 4h. Les cellules sont ensuite marquées ou non au CFSE à J0 
puis stimulées avec un AC anti-CD40 multimérique et du CpG-ODN durant 4 jours. À J4 les 
cellules sont marquées avec un AC anti-CD19. La réponse proliférative des LB est évaluée à 
J4 par la dilution du CFSE des cellules CD19+. La viabilité des LB non marqués au CFSE est 
analysée en marquant les cellules avec un AC anti-CD19 et le DRAQ-7. (A): Exemple de 
profil de dilution du CFSE des LB CD19+ selon les conditions de culture. (B): Pourcentage 
des LB vivants CD19+DRAQ-7- à J4 selon les conditions de culture. ns: non significatif. 
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8.3 Effet du GA sur le phénotype Breg  

Notre équipe a précédemment démontré que l’expression de CD5 par les LB est corrélée à 

la production d’IL-10 et également corrélée à la fonction suppressive du Breg. Les LB CD5+ 

humains possèdent en effet une meilleure capacité inhibitrice de la prolifération T par rapport aux 

LB CD5- (Lemoine et al. 2011).  

Notre équipe a également décrypté la voie intracellulaire impliquée et a montré que la 

molécule CD5 contrôle la production d’IL-10 par les facteurs de transcription STAT-3 et NFAT2 

(Garaud et al. 2009, Garaud et al. 2011). Au vu de ces observations, nous avons analysé par 

cytométrie en flux, après 4 jours de co-culture avec les LT autologues, l’expression de la 

molécule CD5 à la surface des LB mémoires et matures triés et pré-sensibilisés au GA. Nos 

résultats indiquent une faible proportion de cellules CD5+ parmi les LB mémoires 

comparativement aux LB matures (P<0,05) sans pré-sensibilisation au GA (Figure 29A). Avec 

une pré-sensibilisation au GA, une augmentation significative de l’expression de CD5 est 

observée à la surface des LB mémoires seulement (Figure 29B et 29C).  

La recherche d’autres marqueurs associés à la fonction des Bregs et à la production d’IL-

10 nous a amené à nous intéresser à l’IL-21R, puisque très récemment, deux études majeures ont 

révélé l’importance de l’IL-21 et de son récepteur sur le LB dans le développement et la fonction 

des Bregs chez la souris et chez l’Homme (Yoshizaki et al. 2012, Yang et al. 2013). L’expression 

de plusieurs molécules impliquées dans la régulation telles que IDO, ou encore des molécules 

inhibitrices de l’activation et de la prolifération T telles que CTLA-4 et PD-1 ont également été 

étudiées. 

Tout d’abord l’analyse de l’expression de ces molécules sur les LB matures et mémoires 

sans pré-sensibilisation par le GA a permis de mettre en évidence pour la première fois des 
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différences d’expressions de ces molécules à la surface des sous-populations LB. Les LB 

appartenant au compartiment mature et à potentiel régulateur plus fort expriment 

significativement plus de CD5 mais aussi d’IL-21R ou encore de PD-1 par rapport aux LB 

mémoires (P<0,05) (Figure 29A). En revanche aucune différence d’expression n’est retrouvée 

pour les molécules CTLA-4 et IDO (Figure 29A). D’autre part, l’analyse de l’expression de ces 

molécules sur les LB triés pré-sensibilisés au GA révèle là aussi une hausse significative de l’IL-

21R et de PD-1 mais pas de CTLA-4 ni de IDO dans les LB mémoires (Figure 29B, 29C). En 

revanche le phénotype des LB matures reste là encore inchangé. 

En résumé ces expériences montrent que le GA exerce deux actions majeures sur le LB 

mémoire. Le GA génère d’une part une meilleure capacité d’inhibition de la prolifération T, dont 

le mécanisme est associé à un contact cellulaire et est HLA-DR dépendant. D’autre part, le GA 

favorise un contrôle plus efficace de la polarisation Th1 qui est très probablement associé à sa 

capacité à induire la production d’IL-10 dans ces cellules. Enfin, le GA modifie le phénotype des 

LB mémoires puisque l’expression de molécules impliquées dans la fonction suppressive et dans 

la production d’IL-10 telles que CD5, IL-21R, ou encore PD-1 est significativement augmentée 

dans les LB mémoires.  
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Figure 29 :  Le GA est responsable du phénotype Breg des LB mémoires des organes 
lymphoïdes secondaires. 

Les LB mémoires (en bleu) et matures (en noir) d’amygdales (n=6) sont triés à J0 puis 
stimulés par du CpG-ODN durant 4 jours en co-culture avec des LT autologues eux-mêmes 
stimulés par deux AC anti-CD3 et anti-CD28. Les cellules sont marquées à J4 avec des 
combinaisons d’AC anti-CD19, anti-IL21R et anti-CD5, anti-CD19 et anti-IDO, ou alors 
anti-CD19, anti-PD-1 et anti-CTLA-4. (A): Pourcentage de cellules CD5+, IL-21R+, PD-1+, 
IDO+  et CTLA-4+ dans les LB mémoires et matures à J4 de co-culture avec les LT 
autologues. (B): Exemple de profil d’expression des molécules CD5, IL-21R, PD-1 à J0 et J4 
dans les LB matures et mémoires selon les condition de co-culture. (C): Comparaison du 
pourcentage de cellules B positives selon leur pré-stimulation ou non pas le GA.*P<0.05; 
**P<0.01; ns: non significatif. 
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8.4 Effet du GA sur le phénotype des Bregs chez les patients LED 

Les modifications phénotypiques et fonctionnelles soutenues par le GA sur les LB 

mémoires nous paraissent essentielles dans un contexte pathologique comme celui du LED. En 

effet, chez les patients LED, il est clairement établit un pourcentage plus faible de LB 

naïfs/matures et un pourcentage plus fort de LB mémoires et de plasmocytes  par rapport aux 

témoins sains (Anolik et al. 2004, Anolik et al. 2004, Anolik et al. 2009). Nos résultats suggèrent 

que l’effet exclusif du GA sur le compartiment LB mémoire sera ainsi d’autant plus important et 

robuste chez les patients LED.  

Par ailleurs, il est évoqué dans la littérature une réduction de la fréquence des sous-

populations LB exprimant l’IL-21R chez les patients LED par apport aux témoins sains. Cette 

faible expression est d’ailleurs corrélée à une évolution plus rapide de la maladie (Mitoma et al. 

2005, Good et al. 2006). Etant donnée l’importance de l’IL-21R sur le LB dans le développement 

et la fonction des Bregs (Yoshizaki et al. 2012, Yang et al. 2013). Nous avons évalué le niveau 

d’IL-21R à J0 et à J4 dans des co-cultures de LB et LT provenant  soit de patients LED soit de 

témoins sains et conjointement nous avons étudié les effets du GA sur l’expression de ce 

récepteur à J4 sur les LB.  

L’analyse de l’expression de l’IL-21R à J0 a permis de mettre en évidence sa faible 

expression chez les témoins et sa quasi-inexistence à la surface des LB chez les patients LED 

(Figure 30A). Après co-culture, et sans pré-sensibilisation au GA, elle reste très faible pour les 

patients LED à J4 de co-culture (3,98 ± 1%), tandis qu’elle est significativement induite chez les 

témoins sains avec une valeur de 62,3 ± 4,3%; *P<0,05 (Figure 30B). La pré-sensibilisation au 

GA entraine une restauration de l’IL21R à la surface des LB de patients LED (15,08 ± 1,25%; 
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P<0,05), ainsi qu’une légère mais significative augmentation chez les témoins (67,88 ± 3%; 

P<0,05), (Figure 30C). 

D’autre part, les LB des patients LED présentent un défaut de contrôle de la 

différenciation Th1 et de la prolifération T (Blair et al. 2010), (Lemoine et al. 2011). Sachant que 

l’IL-10 produit par les Bregs exerce un rôle prépondérant dans la fonction inhibitrice des 

cytokines Th1 (Lemoine et al. 2011), nous avons étudié les effets du GA sur la production d’IL-

10 ainsi que sur l’expression de la molécule CD5 à J4 dans des co-cultures de LB et LT provenant 

de patients LED.  

Sans pré-sensibilisation au GA,  nos résultats indiquent une production d’IL-10 dans la 

co-culture de 264,9 ± 52,6 pg/ml (Figure 30D). La pré-sensibilisation au GA entraine une 

augmentation significative de la production d’IL-10 qui passe à 456,4 ± 27,5 pg/ml; P<0,05. 

Cette augmentation est parallèlement  associée à une hausse significative de la proportion de LB 

CD19+ CD5+. En effet, sans pré-sensibilisation GA, 33,5 ± 5,4% des LB expriment CD5 et sous 

l’influence du GA, ce pourcentage passe à 44,5 ± 5,8 % (**P<0,01) (Figure 30E).  

D’autre part, sous l’influence du GA aucune différence d’expression n’est retrouvée pour 

les molécules CTLA-4, IDO ou encore PD-1 sur les LB des patients LED (données non 

montrées). 

En résumé, ce modèle in vitro d’étude de la fonction Breg démontre que dans un contexte 

pathologique de LED, un médicament comme le GA peut restaurer une fonction suppressive 

défectueuse. Une courte étape de pré-sensibilisation par le GA a permis de restaurer la fonction 

suppressive de la prolifération T des LB de patients LED. Le GA est donc capable d’inverser 

intrinsèquement le comportement défectueux et le phénotype des LB. Ainsi, il restaure 

l’expression de l’IL-21R et augmente l’expression de CD5 à la surface des LB des patients. Ces 
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molécules dont on sait qu’elles sont associées à la production d’IL-10 et à la fonction suppressive 

des LB chez l’Homme, sont probablement à l’origine des effets bénéfiques du GA sur la fonction 

Breg dans ce modèle.  
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Figure 30 : La pré-stimulation des LB lupiques par le GA favorise un phénotype Breg.  

Les LB totaux purifiés de patients LED (n=6) ou de témoins sains (n=6), sont sensibilisés ou 
non au GA durant 4h, lavés puis mis en co-culture avec des LT autologues stimulés par anti-
CD3 et anti-CD28 durant 4 jours. Les LB sont stimulés durant les 4 jours par du CpG-ODN. 
A J0 et J4, les cellules sont marquées avec une combinaison d’AC anti-CD19, anti-IL21R et 
anti-CD5. (A): Exemple de profil d’expression de l’IL-21R à J0 et J4 à la surface des LB de 
témoins sains et de patients LED. (B): Pourcentage des LB CD19+IL21R+ chez les témoins 
sains et chez les patients LED à J4. (C): Pourcentage des LB CD19+ IL21R+ chez des témoins 
sains et des patients LED à J4 selon les conditions de co-culture. (D): Production d’IL-10 
dans les surnageants de co-cultures chez les patients LED à J4 selon les conditions de co-
culture. (E): Pourcentage des LB CD19+ CD5+ chez les patients LED à J4 de co-
culture.*P<0.05; **P<0.01; ns: non significatif. 
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Ces résultats font l’objet d’un article en cours de rédaction qui sera soumis au Journal of 

Autoimmunity. « GLATIRAMER ACETATE RESTORES THE DEFECTIVE ACTIVITY OF 

SLE REGULATORY B CELLS » 
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P!

DISCUSSION  
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9. Discussion 

Le LED est une pathologie auto-immune complexe présentant de nombreuses anomalies 

immunitaires, en particulier au niveau des LB (Grammer and Lipsky 2003). L’équipe de Blair en 

2010 sera la pionnière à faire la démonstration d’une baisse fonctionnelle des Bregs chez les 

patients LED (Blair, Norena et al. 2010). Une observation substantielle qui sera par la suite 

partagée par d’autres équipes (Lemoine, Morva et al. 2011), (Gao, Dresel et al. 2014). 

Une question majeure découle de ce constat : est-il possible de restaurer le défaut de 

régulation d’un LB dans un tel contexte pathologique, ou au contraire, sommes-nous face à un 

état irréversible de la cellule B ? Ce travail de thèse a pour vocation de répondre à cette 

problématique et d’identifier un procédé permettant de palier à ce déficit de la régulation B. Au 

moyen d’un médicament immuno-modulateur tel que le GA, nous montrons que la restauration 

fonctionnelle des Bregs chez les malades est possible. Ce médicament modifie intrinsèquement le 

profil du LB pour qu’ensuite il en amplifie ou en restaure le cas échéant ses propriétés 

régulatrices. A l’aube de l’engouement accordé aux procédés d’expansion des Bregs chez la 

souris à des fins thérapeutiques, nos observations chez l’Homme en pathologie présentent un 

intérêt certain et pourraient avoir une portée thérapeutique avérée. En effet, l’une des modalités 

thérapeutiques d’avenir serait de restaurer des Bregs défaillants. Des LB pourraient ainsi être 

« conditionnés » à la régulation avant leur réinjection au patient. La conception et la 

standardisation de tels procédés chez l’Homme permettraient de cibler le point de contrôle du 

système immunitaire et agir en amont du processus auto-immun. 
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9.1  Etude de l’induction de la fonction régulatrice des LB humains  

9.1.1  Dans un contexte physiologique 

Afin d’étudier l’effet du GA sur la fonction Breg dans un contexte pathologique de LED, 

nous avons au préalable confirmé, dans un modèle d’étude in vitro, le défaut fonctionnel des 

Bregs des malades en comparaison à un groupe de témoins sains. Ce modèle permet d’étudier 

l’effet du LB sur le contrôle de la prolifération des LT autologues. Pour ce faire, les LT et les LB 

sont ajoutés dans un système de co-culture à un ratio 1:1. Les LT sont activés par deux AC anti-

CD3 et anti-CD28, tandis que les LB sont stimulés ou non via du CpG-ODN. Ce modèle de 

régulation validé au sein de notre laboratoire a comme postulat que la fonction régulatrice peut 

être progressivement acquise par les LB au contact des LT activés.  

La stimulation des LT avec les deux AC anti-CD3 et anti-CD 28 permet de mimer 

l’activation et la prolifération d’un LT suite à sa rencontre avec un antigène. Au début de la co-

culture, un dialogue B-T s’établit avec un rôle activateur des LB sur la prolifération T. 

Progressivement, l’activation et la prolifération T déclinent laissant place à un contrôle et une 

régulation immunitaire. C’est à ce moment que le Breg prend part au processus. Notre hypothèse 

est que les LB qui au départ sont pro-activateurs de la réponse immunitaire, acquièrent au fur et à 

mesure de leur contact avec les LT une fonction régulatrice qui sera appréciable dès le 4ème jour 

de culture. Nous consolidons l’observation selon laquelle, chez des individus sains, les LT 

humains activés induisent dans les LB une fonction régulatrice ayant pour finalité d'inhiber les 

LT eux-mêmes. De plus, la stimulation du TLR-9 des LB par du CpG–ODN permet de renforcer 

ce contrôle des LT.  

 D’autres modèles in vitro d’étude de la régulation des LB sur la prolifération des LT 

existent dans la littérature. Ainsi au laboratoire, nous avions déjà élaboré un modèle dans lequel 



!

les LB sont pré-stimulés par des fibroblastes transfectés par le gène du CD40L humain en 

présence de CpG-ODN pendant 3 jours (Lemoine, Morva et al. 2011). Ces LB sont ensuite 

ajoutés en culture avec des LT totaux stimulés par anti-CD3 et anti-CD28 pendant 5 jours 

supplémentaires. Dans ce contexte, les LB inhibent fortement la prolifération des LT dès le jour 

4. L’équipe de Tretter quant à elle pré-stimule des LB par un super-antigène le SAC pendant 3 

jours (Tretter, Venigalla et al. 2008). Après 4 jours de culture avec des LT CD4+ stimulés par 

anti-CD3 et anti-CD28, ces LB inhibent également la prolifération des LT. L’équipe de Bouaziz 

ajoute pour sa part directement des LB stimulés par du CpG-ODN et un anti-Ig aux LT 

CD4+CD25-, eux-mêmes stimulés par un anti-CD3 (Bouaziz, Calbo et al. 2010). Les auteurs 

observent ici une forte inhibition de la prolifération des LT à J4, non visible lorsque les LB ne 

sont pas activés. Ces différentes études soulignent l’importance de l’activation du LB dans sa 

capacité à générer un effet régulateur. Concernant notre modèle d’étude in vitro analysé à 4 jours 

de culture, les LB provenant des contrôles sains et sans aucune stimulation acquièrent un niveau 

faible de régulation. Une interprétation possible de cette observation est que malgré l’absence de 

stimulation exogène, des stimulations peuvent être apportées aux LB par le contact des LT, 

comme le CD40L, fortement exprimé sur les LT activés. Ce qui finalement peut expliquer que 

des LB, sans stimulation, soient susceptibles d’acquérir un faible pouvoir régulateur. En 

revanche, la stimulation des LB par du CpG-ODN est suffisante pour déceler une inhibition 

conséquente de la prolifération T au 4ème jour de culture. Ainsi, ce modèle avec ou sans 

stimulation des LB par du CpG-ODN confère l’avantage de ne pas nécessiter de pré-activation et 

permet de ne pas ajouter un paramètre additionnel à l’évaluation des effets du GA. 
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9.1.2  Dans un contexte pathologique (Le LED) 

 Chez les patients LED, nous confirmons que les LB sont incapables de réguler la prolifération 

des LT autologues. Nous savons que la stimulation TLR-9 active la fonction Breg en induisant 

une production d’IL-10 (Sun, Deriaud et al. 2005). Nous montrons ici que cette stimulation ne 

favorise pas la régulation, contrairement aux témoins sains.  

Selon Wong et collaborateurs, la production d’IL-10 par les LB des patients LED est réduite sous 

stimulation TLR-9. Paradoxalement, ces auteurs, et bien d’autres avant eux, montrent que 

l’expression de TLR-9 est plus élevée et que la fréquence des cellules CD19+ TLR-9+ est plus 

importante chez les patients par rapport aux témoins sains (Wong, Wong et al. 2010). D’après 

Papadimitraki, il y a une augmentation du pourcentage des LB CD19+ TLR-9+ dans le sang 

périphérique des patients lupiques atteints d’une forme active de la maladie. Par ailleurs, le 

traitement de ces patients conduit à augmenter le niveau du TLR-9 dans les LB (Papadimitraki, 

Choulaki et al. 2006). Ces auteurs s’accordent à dire qu’il existe un lien entre la réponse TLR-9 

des LB et la sévérité de la maladie, insinuant dès lors un défaut de la voie de signalisation de 

TLR-9 dans les LB. Cette hypothèse sera définitivement accréditée tout récemment grâce aux 

travaux de l’équipe de Sieber. L’équipe enregistre une réduction des niveaux protéiques et de 

réponse lors d’une stimulation de la voie de signalisation du TLR-9 dans les LB de patients 

lupiques atteints d’une forme sévère de la maladie. En réponse à une stimulation TLR-9, sont 

observées une baisse de la prolifération et de l’activation des LB et une réduction de leur capacité 

de production de cytokines notamment l’IL-10 et l’IL6 par rapport aux cellules de donneurs 

sains. D'autres analyses ont révélé une corrélation inverse entre les cytokines produites par les LB 

stimulés par le TLR9 et les titres d’auto-AC anti–ADNdb (Sieber, Daridon et al. 2014). La 

capacité des LB lupiques à produire des cytokines lors de l'engagement du TLR9 devient moins 
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efficace à mesure que l'activité de la maladie s’aggrave. Selon ces auteurs, cela pourrait 

correspondre soit à un état d’épuisement du signal TLR-9 chez ces patients ou bien à un stade 

d’évolution de la maladie dans lequel les LB seraient en phase de devenir tolérants à des 

stimulations TLRs pour la production de cytokines lorsque la maladie s’aggrave.  

Dans notre travail, nous montrons que cette déficience des LB de LED à répondre à la stimulation 

TLR-9 ne s’arrête pas à l’incapacité de production de l’IL-10, mais a également des 

conséquences sur leur capacité à réguler la prolifération des LT. Ces observations s’ajoutent ainsi 

aux conclusions émises par notre équipe et avancées par d’autres selon lesquelles il existe bien 

une réelle anomalie fonctionnelle lymphocytaire B lupique (Blair, Norena et al. 2010); (Lemoine, 

Morva et al. 2011) ; (Gao, Dresel et al. 2014). Effectivement, l’équipe de Blair fut la première à 

montrer que la régulation par les LB de la production de cytokines pro-inflammatoires par les LT 

est déficiente chez les patients LED (Blair, Norena et al. 2010). Notre équipe conforte ensuite 

cette observation en montrant que la déficience ne s’arrête pas à celà mais concerne également 

l’inhibition de la prolifération T (Lemoine, Morva et al. 2011). Les LB pré-activés des patients 

LED sont inaptes à inhiber la prolifération des LT autologues. Il s’agit d’un phénomène singulier, 

propre aux LB des patients LED, puisqu’une fonction Breg persiste dans les autres maladies 

auto-immunes examinées (Lemoine, Morva et al. 2011). 

Il est très intéressant de constater que selon l’équipe de Mauri, une restauration de la fonction 

Breg des LB transitionnels T2MZP par une stimulation in vitro du CD40 est possible chez la 

souris. Les auteurs démontrent que le transfert adoptif de cette population Breg conditionnée in 

vitro inhibe le développement du lupus dans les souris receveuses par l’induction de Tregs 

producteurs d’IL-10 (Blair, Chavez-Rueda et al. 2009). Cela dit la même équipe montrera que 

chez l’Homme une stimulation du CD40 de la population Breg défectueuse durant 72h concède à 
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une production insignifiante d’IL-10 en comparaison avec les cellules provenant des témoins 

sains (Blair, Norena et al. 2010). Ce qui va dans le sens des observations de Lemoine qui ajoute 

que cette stimulation des LB de lupiques ne permet pas de restaurer la fonction Breg sur la 

prolifération T (Lemoine, Morva et al. 2011). Bien que Mauri et collaborateurs n’aient pas évalué 

ici la restauration de la fonction régulatrice sur la prolifération des LT et bien que les protocoles 

expérimentaux ne soient pas les mêmes (stimulation avec une lignée transfectée par le CD40L vs 

agoniste CD40 à forte concentration (4μg/ml) et identification des B ILL-10+ par cytométrie 

versus dosage IL-10 par ELISA à 72h), ces observations chez la souris ne vont pas dans le même 

sens que les observations faites par notre équipe, de même que celles présentées dans leur étude 

chez l’Homme en 2010. Par conséquent, nous voyons bien par cet exemple que la transposition 

d’observations acquises chez la souris à l’Homme n’est pas toujours possible. 

Par la suite, l’équipe de Tretter tout en accréditant ce défaut de la régulation B chez les 

patients LED,  ira plus loin dans la compréhension du processus (Gao, Dresel et al. 2014). Pour 

ce faire, elle réalise des co-cultures hétérologues avec soit des LT, soit des LB issus de témoins 

sains. Ce qui a permis de démontrer que les Bregs issus de personnes saines sont capables de 

réguler la prolifération des LT de patients lupiques. Alors qu’en revanche, les LT de témoins 

sains prolifèrent normalement en présence des Bregs de lupiques. L’hypothèse d’une insensibilité 

des LT lupiques est ainsi écartée et le défaut fonctionnel spécifique et singulier des Bregs chez 

ces patients conforté (Gao, Dresel et al. 2014). 

Il est important de souligner que quel que soit le mode d’activation in vitro de la fonction 

Breg : soit la pré activation de leur CD40, ou encore l’ajout d’IL-2 endogène et un super-antigène 

dans la culture ou bien la stimulation dans notre cas du TLR-9 par l’ajout du CpG-ODN dans la 

co-culture, nous parvenons aux mêmes observations. Le Breg des patients LED est 
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irrémédiablement réfractaire à la régulation. Les trois voies majeures d’activation de la fonction 

Breg : le CD40, le BCR et TLR semblent déficientes dans les LB des malades.  

9.2 Restauration de la fonction régulatrice des LB in vitro 

La seconde étape du projet fut de s’affranchir de ces 3 modes de stimulation et de trouver 

une alternative d’activation de la fonction régulatrice B. Cette alternative fut de stimuler les LB 

des malades avec un médicament immuno-modulateur, le GA décrit comme un potentiel 

activateur de la fonction Breg chez la souris. En effet, chez la souris EAE, le GA a montré une 

capacité à induire des cellules B productrices d’IL-10 qui participent à la suppression de la 

réponse Th1 et Th17 en faveur d’un balance Th2 (Kala, Miravalle et al. 2011). Plus saisissant 

encore, tout récemment chez l’Homme, ce médicament a montré aussi une capacité à restaurer la 

production d’IL-10 dans les LB des patients atteints de la sclérose en plaques (Ireland, Guzman et 

al. 2014).  

9.2.1 Etude de la fonction régulatrice des LB pré-stimulés par le Glatiramer 

acetate  

Notre postulat de départ est que ce médicament est capable d’accroître et le cas échéant de 

restaurer, la fonction régulatrice des LB aussi bien chez les témoins sains que chez les patients. 

Afin de le vérifier, nous avons testé l’influence de ce médicament sur la fonction régulatrice B en 

procédant à une stimulation de 4h des LB par le GA à une concentration de 20 µg/ml, avant leur 

mise en culture avec des LT autologues.  Le choix de la concentration fut déterminé suite à une 

analyse de la survie des LB en présence de concentrations croissantes du médicament. La fixation 

du temps de contact à 4h fut déterminée en fonction de l’observation selon laquelle une 

internalisation substantielle du médicament par les LB est enregistrée entre 2 et 4h d’incubation. 
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Conformément à l’étude de Jackson, dès 4h d’incubation avec les LB, le médicament est 

fortement détecté au niveau intracellulaire (Jackson et al. 2014).  

Ainsi, nous montrons qu’en comparaison avec une pré-stimulation dans du milieu de culture 

seulement, la pré-stimulation des LB par le GA permet d’accroitre la fonction Breg des LB des 

témoins sains. Plus intéressant encore, elle permet de restaurer une fonction Breg quasi-

inexistante dans les LB des patients lupiques.  

Une équipe avait précédemment montré dans une culture in vitro que le GA inhibe la 

prolifération des LT spécifiques de la MBP lorsqu’il est présenté par une lignée de LB transfectée 

par l’EBV. Ici, le LB ne jouerait plus son rôle de CPA en réponse à l’antigène de myéline. Le GA 

inhibe à chaque fois la prolifération de la lignée T spécifique du MBP, cependant les lignées 

dérivées de certains donneurs sont plus susceptibles à l’inhibition que d’autres. La lignée de LB 

transfectée par le virus EBV est prétraitée 3 jours avec 25µg/ml de GA, avant 3 jours de co-

culture avec les LT (Milo and Panitch 1995). Les auteurs de cette étude enregistrent également 

une inhibition de la production d’IFN-γ dans la co-culture en présence du médicament et de la 

MBP (Milo and Panitch 1995). Il est intéressant de souligner qu’à cette époque les auteurs 

imputaient cette fonction du LB à sa propriété de cellule présentatrice d’antigène. A la lumière 

des notions récentes de régulation B, ces observations représentent déjà une ébauche possible de 

la fonction Breg. De ce fait, il s’agit de la toute première étude qui démontre qu’une pré-

sensibilisation par le GA peut exercer sur les LB une fonction suppressive de la prolifération T et 

de la polarisation Th1 (Milo and Panitch 1995). 
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9.2.2 Les voies de signalisation possiblement empruntées par le GA  

Nous savons que la stimulation TLR-9 active la fonction Breg en induisant une production d’IL-

10 (Sun, Deriaud et al. 2005). Nous montrons ici que la voie TLR-9 des LB des patients est 

réfractaire à la stimulation par le CpG-ODN. Nos résultats issus des expériences de double 

stimulation GA + CpG-ODN, suggèrent que le GA exerce son effet immuno-modulateur par une 

voie indépendante du TLR-9. Il serait opportun d’explorer les voies de signalisation empruntées 

par ce médicament, notamment la phosphorylation de STAT-3 identifiée par l’équipe de Blair 

comme défectueuse dans la population LB transitionnelles des patients lupiques et qui serait à 

l’origine du défaut de production d’IL-10 en réponse à l’engagement du CD40. Il serait pertinent 

également d'examiner d’autres voies de signalisation du LB, telles que STAT-1. STAT-1 est un 

facteur de transcription qui participe à l’expression de plusieurs molécules de co-stimulations et 

de cytokines pro-inflammatoires et se définit comme un régulateur négatif de l’expression de 

l’IL-10. D’après l’étude de Weber en 2007, le GA conduit à une réduction de la phosphorylation 

de STAT-1 dans les monocytes de type 2 (Weber, Prod'Homme et al. 2007). D’autres exemples 

de voies de signalisations affectées par le GA sont répertoriés dans la littérature. Dans l’étude de 

Carpintero en 2010, l’auteur fait la démonstration d’une activation par le médicament de deux 

voies parallèles PI3Kδ /AKt d’une part et MEK1/2 et ERK1/2 d’autre part qui concourent pour la 

phosphorylation de GSK3 contrôlant ainsi l’expression de l’IL-1Ra soluble, un inhibiteur de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-1, dans les monocytes humains de type 2 (Carpintero, Brandt et al. 

2010).  

Récemment, des auteurs révèlent que la stimulation TLR9, mais pas une stimulation du CD40 ou 

du BCR, favorise une production importante d’IL-10 dans les LB chez l’Homme. De plus, ils 

identifient la voie d’activation de STAT-3 et de ERK nécessaire à cette production d’IL-10. 
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L’inhibition de ces deux voies abroge totalement cette production d’IL-10 TLR dépendante (Liu, 

Cao et al. 2014). Il est intéressant de constater que cette voie TLR-Myd88-STAT3 connue 

comme une voie de production d’anticorps (Liu, Stoop et al. 2013) est associée également ici à la 

production d’IL-10 qui participe à la fonction régulatrice des LB. 

De façon similaire Mion et collaborateurs ont réalisé une étude sur des LB spléniques de souris et 

en arrivent à la même conclusion, mettant en évidence une production d’IL-10 sous 48h de 

stimulation du TLR-9 qui est MyD88 dépendante et TRIF-TRAM indépendante (Mion, Tonon et 

al. 2014). En résumé, l’unique stimulation des LB murins qui conduit à la plus importante 

production d’IL-10 est la stimulation TLR9. D’ailleurs, cette production est significativement 

réduite dans les souris Myd88 KO. L’ajout d’un inhibiteur P38 abroge également cette 

production d’IL-10 dans les LB.  En revanche, par l’ajout d’autres inhibiteurs, il est écarté un rôle 

de la voie MEK/ERK dans la production d’IL-10 médiée par le CpG. MAPK P38 est essentiel à 

l’expression et à la sécrétion d’IL-10 dans les LB stimulés par leur TLR-9. Selon les conclusions 

de ces auteurs, des signaux de dangers comme le CpG induisent une production et une décharge 

rapide d’IL-10 représentant une réponse «réflexe» nécessaire pour restreindre ou limiter 

l’inflammation tandis que des médiateurs immunitaires comme le CD40L peuvent induire et / ou 

expandre des B10, qui acquièrent des fonctions régulatrices spécifiques dans un contexte 

particulier seulement après une rencontre tardive avec un second signal (Mion, Tonon et al. 

2014), (Liu, Cao et al. 2014). Il serait donc intéressant d’explorer si ces voies signalétiques sont 

induites dans les LB stimulés par le GA.  

Par ailleurs, en fonction des cellules que prend pour cible le GA, on constate qu’il peut conférer 

des effets diamétralement opposés. Un fait illustrant parfaitement cette observation est la 

divergence d’effets sur la survie cellulaire selon le type cellulaire considéré. D’après les travaux 
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de Ruggieri, la voie pro-apoptotique Bax/Bcl-2 serait favorisée par le GA dans les LT (Ruggieri, 

Avolio et al. 2006). Bien au contraire, ceux de Liu montrent que le médicament améliore la 

survie des cellules neuronales par activation de la voie PKC-α suite à un stress oxydatif (Liu, 

Johnson et al. 2007).  Nous avons également déterminé par cytométrie en flux l’influence du GA 

sur la viabilité cellulaire des LB humains à l’aide d’un marquage DRAQ-7. Nos résultats 

d’analyse sur des LB sensibilisés par le GA, indiquent un pourcentage de survie cellulaire qui 

varie entre 97% pour la plus faible concentration de GA testée (5μg/ml) à 89 % pour la plus forte 

concentration (60 μg/ml). Ces observations démontrent que le GA n’induit particulièrement pas 

de mort cellulaire des LB. En résumé, le GA perturbe de nombreuses voies différentes en 

fonction de la cellule qu’il prend pour cible. De ce fait, à la lumière de nos résultats, des 

investigations portant sur la perturbation de ces voies dans les LB chez l’Homme deviennent 

pertinentes dans des perspectives d’études futures, afin d’être en mesure de mieux contrôler ses 

effets thérapeutiques. 

9.3 Fixation du Glatiramer acetate sur les LB  

Après avoir confirmé au cours de la première étape de notre travail la capacité du GA à amplifier 

ou rétablir la fonction régulatrice déficiente des LB de patients lupiques, la seconde étape fut d’en 

comprendre les mécanismes. Pour cela, nous avons réalisé des expériences complémentaires. 

L’une d’entre elles a consisté à marquer le médicament avec un fluorochrome, le FITC, afin de 

suivre sa fixation sur les LB. Ainsi, l’analyse de la fixation par cytométrie en flux a permis de 

mettre en exergue deux populations de LB capables de fixer soit faiblement soit fortement le 

médicament, que l’on désignera comme les LB GAfaible et les LB GAfort  respectivement. Avec 

toujours, quel que soit l’échantillon testé, une population ne fixant pas le GA, qu’on qualifiera de 

LB GANeg. Ces résultats soutiennent les observations rapportées récemment par l’équipe de 
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Jackson qui dresse également ces 2 possibilités de fixation du médicament sur les LB chez 

l’Homme et la souris (Jackson et al. 2014). Sans pour autant identifier le phénotype de la 

population LB fixant fortement le GA, cette équipe démontrera que c’est seulement cette dernière 

qui serait à l’origine de l’efficacité clinique du médicament dans l’EAE (Jackson et al. 2014). Ici, 

nous allons plus loin en identifiant le phénotype de cette population LB GAfort par cytométrie en 

flux. Ainsi, nous montrons qu’il s’agit en majorité d’une population LB appartenant au 

compartiment mémoire. Ces observations sont en concordance avec celles relevées par une autre 

étude en 2010, qui fait état d’une fixation préférentielle du GA sur les LB mémoires CD19+ 

CD27+ (Harp, Ireland et al. 2010), aussi bien sur les LB émanant de patients atteints de RRMS 

que de ceux provenant d’individus sains. De la même manière, nous mettons en évidence la 

même fixation du GA quel que soit la provenance de l’échantillon sanguin aussi bien des 

contrôles sains que des patients LED. Il convient de souligner aussi que si les LB GAfort 

appartiennent au compartiment mémoire, tous les LB mémoires ne fixent pas fortement le 

médicament. Nous retrouvons en effet des LB GAfaible parmi les LB mémoires. La question à ce 

jour sans réponse est de savoir ce qui distingue ces deux catégories de LB mémoires. S’agit il de 

la spécificité du BCR ? De l’isotype du BCR ? Il n’est pas à exclure non plus que sur un même 

LB puisse coexister à la fois une faible et une forte fixation du médicament. Chacune d’elles 

seraient portées par un récepteur indéterminé à ce jour dont la densité d’expression serait 

variable.
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9.4 Identification de la sous-population LB à l’origine des effets du GA 

En prenant en compte l’intégralité de ces données et compte tenu du fait que des expériences 

réalisées au sein de notre laboratoire indiquent que les LB mémoires sont de moins bons 

régulateurs de la prolifération T que les LB matures (Nouel, Segalen et al. 2014), notre hypothèse 

consiste alors à dire que l’accroissement ou la restauration de la régulation engendrée par le GA 

passe par une fixation préférentielle et une sensibilisation à la régulation des LB mémoires. Afin 

d’assoir cette hypothèse, nous avons réalisé une expérience de déplétion sélective de la 

population mémoire à partir des LB isolés du sang périphérique de témoins sains avant la mise en 

co-culture. Ainsi, nous démontrons que la simple déplétion des LB mémoires annule totalement 

l’effet amplificateur de la régulation apporté par le GA. Par conséquent, ce résultat qui mériterait 

néanmoins d’être répété, suggère fortement que le LB mémoire est un acteur essentiel dans 

l’induction de la fonction Breg dépendante du GA. 

Nous observons, comme l’équipe de Bar-Or en 2001, que le GA influence tout particulièrement 

les LB mémoires. Cependant, nos conclusions fonctionnelles contrastent avec les leurs.  En effet, 

ces auteurs ont mis en évidence in vitro un rôle unique porté par les LB mémoires humains dans 

l’activation et la prolifération des LT en réponse à l’antigène GA. Ils ont réalisé une cinétique de 

prolifération des LT CD4+ en réponse à une stimulation par le GA et comparé la fonction 

présentatrice d’antigènes des LB mémoires à celle des LB naïfs de témoins. Ainsi, ils relèveront 

l’incapacité des LB naïfs CD27- à induire une réponse proliférative T en réponse au GA 

contrairement à leurs homologues mémoires CD27+ (Bar-Or, Oliveira et al. 2001). Bar-Or et 

collaborateurs n’ont de ce fait pas évoqué  ici la fonction régulatrice des LB sur la prolifération 

des LT. A juste titre, dans ce modèle de co-culture,  les LT ne recoivent pas de stimulation anti-

CD3 anti-CD28, avec un ratio de co-culture de 2 LT pour 1 LB. De plus, les LB sont triés en LB 



!

mémoires et LB naïfs, stimulés par une lignée transfectée avec le CD40L puis irradiés ou traités 

avec de la mitomycine C avant la co-culture de 5 jours avec les LT.  

Les observations de Bar-Or et collaborateurs sont en accord avec celles de l’équipe de Monson, 

qui présente une conclusion comparable à partir de prélèvements sanguins de témoins sains et de 

patients RRMS (Harp, Lovett-Racke et al. 2008, Harp, Ireland et al. 2010). Ils démontrent que les 

LB totaux de témoins sains exercent un effet activateur de la prolifération T en réponse au GA et 

cet effet est porté presque exclusivement par les LB mémoires. L’étude aborde cette fois encore 

l’effet du GA sur les LB à travers le prisme de la fonction de cellule présentatrice d’antigènes 

puisque les LT ne sont pas stimulés par anti-CD3 et anti-CD28, le ratio est de 10 LT pour 1 LB. 

L’évaluation de la prolifération fut déterminée par un marquage CFSE à 5 jours de co-culture.  

Ces observations seront également confirmées chez la souris, dans l’étude de Jackson de 2014. 

Afin d’évaluer si les LB sont des cellules présentatrices d’antigènes compétentes pour le GA, les 

auteurs procèdent à un prétraitement des LB spléniques par du GA durant 24h. Après un lavage, 

ces LB sont cultivés avec des LT CD4+ spléniques en respectant un ratio de 2LB :1LT durant 48h 

seulement. Ils montrent que les LB induisent l’activation des LT CD4+ en réponse au GA 

puisqu’il y a une induction significative de la production d’IL-2 dans le surnageant de co-cultures 

chez des souris sauvages mais pas des souris CMHII KO (Jackson et al. 2014). 
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9.5 Mécanisme d’action du Glatiramer acetate 

9.5.1  Le Glatiramer Acetate et la CPA 

Ces observations ne vont certes pas dans le même sens que les nôtres puisqu’on enregistre une 

inhibition de la réponse proliférative T,  mais ne les contredisent pas pour autant. En effet, 

l’absence de stimulation des LT d’une part et la durée de co-culture de 48h ou de 5 jours d’autre 

part déterminent probablement les conclusions de ces études. 

De notre point de vue, ces deux points ont toute leur importance, sachant que la fonction 

régulatrice des LB s’acquiert progressivement au contact du LT et qu’elle fait suite à une étape 

d’activation des LT que nous induisons dans notre modèle par la stimulation anti-CD3 et anti 

CD28. Notre hypothèse est que le modèle de co-culture dans ces études indépendantes ne permet 

pas d’observer encore une fonction régulatrice. Prolonger la durée de co-culture permettrait 

vraisemblablement d’observer une fonction régulatrice spécifique du GA qui justement 

s’exercerait sur les LT répondeurs au GA. A juste titre, une analyse du protocole expérimental 

utilisé dans les deux études réalisées par l’équipe de Harp en 2008 puis en 2010 apportent 

quelques éléments de preuves soutenant notre hypothèse. L’analyse de la réponse proliférative 

LT de témoins sains en réponse au GA fut réalisée à 5 jours de co-culture en 2010 et à 7 jours de 

co-culture dans celle de 2008. Dans ces deux études les auteurs ont procédé à des conditions de 

stimulations identiques. Il s’avère qu’à 5 jours de co-culture avec les LB dans 6/10 des témoins 

sains testés les LT répondent par la prolifération, en revanche à 7 jours de co-culture seulement 

2/10 des LT issus de témoins sains testés répondent à la prolifération (Harp, Lovett-Racke et al. 

2008),  (Harp, Ireland et al. 2010). D’ailleurs, la notion de Breg est évoquée par cette équipe dans 

une revue générale à ce sujet (Ireland, Blazek et al. 2012) et cette même équipe en 2014  

démontrera que le GA à la capacité de restaurer la production d’IL-10 dans les LB des patients 
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atteints de sclérose en plaques (Ireland, Guzman et al. 2014). D’autre part, les auteurs montrent 

que certains LT de témoins sains semblent insensibles au GA puisqu’à 5 jours de co-culture avec 

les LB, la prolifération des LT dans 4/10 des témoins testés est indétectable en réponse au GA. 

Globalement, ces études évoquent une grande variabilité entre les échantillons de patients ou de 

témoins testés. Ce qui sous-entend que les LT de donneurs testés ne seront pas tous sensibles à la 

régulation par le GA. Pourtant, dans notre étude quel que soit le donneur testé nous parvenons 

grâce au prétraitement par le GA des LB à inhiber la prolifération des LT dans l’ensemble des 

échantillons sanguins (10/10) et d’amygdales (11/11) testé. En effet, un second paramètre n’a pas 

été évoqué et devrait être pris en considération dans l’interprétation des résultats, il s’agit du 

procédé de stimulation des LB par le GA qui diffère selon les études réalisées.  

Dans l’étude de Milo, dans laquelle le GA inhibe à chaque fois la prolifération de la lignée T 

spécifique du MBP, la lignée de LB est prétraitée 3 jours avec le GA, avant co-culture avec les 

LT (Milo and Panitch 1995). De la même manière, dans notre modèle les LB sont prétraités 4h 

avec le GA, lavées, puis mis en co-culture avec les LT. En revanche, dans l’étude de Bar-Or, 

ainsi que dans celle de l’équipe de Harp, le GA est ajouté dans la culture à une concentration de 

4μg/ml dans la première étude et de 10μg/ml de GA dans la seconde. Dans l’étude de Jackson, les 

LB recoivent un prétraitement par le GA mais également sont au contact de GA dans la co-

culture. Par conséquent,  dans tous ces modèle la stimulation des LB est prolongée et le GA est 

au contact également avec les LT durant plusieurs jours (Bar-Or, Oliveira et al. 2001), (Harp, 

Lovett-Racke et al. 2008), (Harp, Ireland et al. 2010), (Jackson et al. 2014). 

Cette différence de stimulation pourrait de ce fait expliquer les variations de résultats. 

Notre hypothèse est que le mode de stimulation des LB par le GA détermine l’induction de la 

fonction suppressive dans les LB.  



!

En effet, nous montrons que l’ajout du GA dans la culture simultanément à la stimulation des LT 

par les AC anti-CD3 et anti-CD28 en association avec les LB qui eux sont stimulés par le CpG-

ODN, conduit à l’observation d’effets très hétérogènes qui contrastent avec les observations 

obtenues par un simple prétraitement des LB avant co-culture. Après une analyse de la réponse 

de 26 échantillons provenant d’amygdales, nous avons classé les donneurs en 3 principaux 

groupes selon les effets observés sur la prolifération des LT en réponse au GA. 

1. Dans un premier groupe de donneurs, l’ajout du GA dans la co-culture inhibe la 

prolifération des LT, l’activité suppressive des LB dans ce groupe est significativement 

améliorée. Ce groupe comprend 9 cas parmi les 26 testés (35%). 

2. Dans un second groupe de donneurs, la présence du GA n’affecte pas la prolifération des 

LT par apport à la condition sans GA, l’activité suppressive des LB dans ce groupe est 

inchangée ou très faiblement réduite. Ce groupe contient 10 cas parmi les 26 testés (39%). 

3. Enfin, dans un 3ème groupe, les LT prolifèrent de la même façon que dans la condition de 

culture LT seuls sous stimulation anti-CD3 et anti-CD28, la présence du GA dans ce 

groupe annule entièrement la fonction suppressive des LB malgré la stimulation par le 

CpG-ODN qui permet une induction de la fonction Breg. Ce groupe comprend 7 cas et est 

observé dans 7 cas /26.  

Par ailleurs, nous montrons que l’augmentation de la fonction régulatrice par le GA est 

associée à une augmentation de la production d’IL-10 dans le groupe 1, tandis que la baisse de la 

fonction régulatrice est associée à une réduction de la concentration  d’IL-10 dans le second 

groupe. En conclusion, la stimulation prolongée par le GA augmente, annule et parfois n’affecte 

pas les potentialités suppressives du LB. Des résultats surprenants qui mettent en évidence la 

complexité du mécanisme d’action du GA et qui soulèvent de nombreuses questions. Nous allons 
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tenter de discuter ces résultats.  La question principale est comment peut-on expliquer les 3 types  

de réponses  et quels paramètres déterminent ces effets ? Ces 3 types de réponses peuvent être 

abordées sous deux angles différents : 

Le premier aspect sera traité sous un angle clinique et oppose les observations du groupe 

1 au groupe 2  

- Dans le premier groupe, les LB sont sensibles à la régulation, le GA exerce un 

effet protecteur par sa capacité à activer les potentialités Bregs. Bien que ce soit 

des témoins sains, ils pourraient figurer dans les répondeurs cliniques à une 

thérapie par le GA. 

- -Le second groupe, les LB sont insensibles à la régulation par le GA puisque ce 

dernier n’exerce aucun effet tout au moins sur la fonction suppressive B. Ces 

donneurs  pourraient représenter une population d’individus non répondeurs à 

une thérapie par le GA.  



!

9.5.2 Réponse clinique et réponse immunologique du Glatiramer acetate 

Dans un contexte pathologique pour des raisons souvent inconnues, un médicament donné 

peut être soit efficace soit inefficace sur une cohorte de patients traités.  Avec des variations de 

réponses cliniques allant de bon répondeurs, de répondeurs intermédiaires et de non répondeurs. 

Une variabilité inter-individus qui est notamment bien décrite pour le GA. De plus, étant un 

médicament immuno-modulateur, il est également admit que la réponse clinique au traitement 

GA est corrélée à sa réponse immunologique. Les études à ce sujet sont nombreuses (Miller, 

Shapiro et al. 1998, Farina, Then Bergh et al. 2001, Franciotta, Zardini et al. 2003, Wiesemann, 

Klatt et al. 2003, Messina and Patti 2013, Farina, Wagenpfeil et al. 2002). Par exemple, une 

augmentation du ratio IL-4/IFN-γ dans les cellules du sang périphériques de patients traités au 

GA a montré être associée à une réponse clinique moyenne de patients traités (Valenzuela, 

Costello et al. 2007). Selon Jackson et collaborateurs, la capacité du GA à induire la production 

de cytokines par les LB chez l’Homme est donneur spécifique. Par exemple, il montre que dans 3 

cas/6 testés in vitro, les LB humains stimulés par le GA, associé ou non au CD40L, réduisent leur 

production de TNF-α et d’IL-6 à des valeurs qui sont en dessous du seuil de base alors que ces 

deux cytokines sont fortement augmentées lorsque les LB recoivent une stimulation BCR par un 

AC monoclonal anti-IgM. Ils parachèvent ainsi leur article en suggérant qu’une étude permettant 

d’évaluer si une telle dichotomie de réponse peut servir comme bio marqueur pour une utilisation 

optimale du GA. On retrouve dans la littérature des études clinique qui traitent plus 

particulièrement de la réponse AC spécifique du GA chez les patients. Les AC spécifiques au GA 

ont été clairement identifiés chez les patients SEP traités au GA (Brenner, Arnon et al. 2001), 

(Farina, Vargas et al. 2002). Des auteurs indiquent que le niveau de réponse IgG4 spécifique au 

GA (qui est associé à la réponse Th2) est inversement corrélée avec le nombre de rechute mais 
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seulement chez les patients sous traitement par GA de longue durée (Karussis, Teitelbaum et al. 

2010). Une étude très récente a clairement désignée le LB comme un éventuel bio marqueur de 

l’efficacité clinique du GA. Les auteurs de l’étude indiquent que les patients qui présentent dans 

le sang périphérique des LB réactifs aux antigènes de cerveau appartiennent au groupe dit 

répondeurs cliniques. C’est uniquement dans ce groupe de patients qu’ils mettent en évidence une 

corrélation positive et significative avec la durée du traitement et le temps écoulé depuis la 

dernière rechute des patients. Cette corrélation est spécifique au GA puisqu'elle ne sera pas 

relevée chez des patients SEP-RR traités par un autre médicament (interféron-ß). Ainsi, les 

auteurs suggèrent que le GA exerce un effet sur les LB réactifs du cerveau d’un groupe de 

patients, et c’est uniquement pour ces patients qu’un bénéfice clinique par la thérapie GA est 

envisageable (Rovituso, Duffy et al. 2015). De ce fait, à la lumière de ces observations, il serait 

intéressant d’entreprendre des investigations de la fonction Breg chez de patients SEP traités au 

GA, et de confirmer les observations présentées ici sur un échantillon de témoins. Le Breg 

comme un possible bio marqueur de l’efficacité clinique du GA est une perspective d’étude 

future intéressante qui permettrait d’optimiser l’utilisation thérapeutique du GA chez les malades 

et de proposer surtout précocement des alternatives aux patients non répondeurs.  

Concernant le dernier groupe d’individu, l’analyse de ce résultat sera traitée d’un point de 

vu purement immunologique. L’effet régulateur intrinsèque du LB apporté probablement par la 

stimulation CD40L, ainsi que l’effet régulateur induit par l’ajout du CpG-ODN sont totalement 

abrogés en présence du GA dans la co-culture. Comment le GA rend-il les LB insensibles à ces 

deux stimuli inducteurs de la fonction suppressive ? 
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9.6 Modes de fixation et les voies d’entrée possible du GA dans le LB.  

9.6.1  Le Glatiramer acetate, Antigène universel ?  

Hafler et collaborateurs ont assigné au GA le terme d’antigène universel capable 

d’interagir avec une grande diversité de LT, induisant prolifération et réactions croisées avec 

d’autres antigènes peptidiques (Hafler 2002). On sait également que puisque le GA est un 

mélange d’antigène peptidiques, une forte prolifération T primaire est induite même chez des 

personnes non traitées saines (Duda, Schmied et al. 2000), (Farina, Then Bergh et al. 2001). 

Ainsi, de la même manière qu’un antigène peptidique conventionnel, nous savons que le 

GA se fixe sur les molécules du CMH II et est reconnu par les LT via des TCR spécifiques de 

l’antigène (Karandikar, Crawford et al. 2002). Nous pouvons donc prendre comme postulat de 

départ que le GA est un antigène capable d’être reconnu par le BCR et d’induire une activation 

des LB qui à leur tour  activent une prolifération des LT.  

Nous savons qu’il y a bien un lien entre activation par le BCR des LB, fonction effectrice 

et fonction suppressive. Une question se pose sur ce qui fait finalement basculer la fonction du 

LB de l’activation des LT vers leur inhibition. De plus en plus d’auteurs s’accordent à dire que la 

spécificité du BCR ainsi que l’intensité des signaux délivrés par l’antigène sont probablement des 

éléments clés qui contrôlent le développement et l’activité des Bregs. Par exemple, d’après 

l’article de Seamons et collaborateurs en 2006, en réponse à un antigène donné les LB exercent 

des fonctions de CPA et assurent la prolifération T, mais subséquemment ces LT ne répondent 

plus à la prolifération. Par ailleurs, ils montrent que les LB cessent d’induire une réponse Th1 

lorsque la concentration de l’antigène est faible. En revanche, suite à une exposition à de forte 

concentration d’antigènes, les LB activent les cellules Th1. Ils démontreront également que la 

fonction CPA des LB est BCR indépendante mais CMH dépendante (Seamons, Perchellet et al. 
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2006). Il est décrit également qu’une faible affinité ou une stimulation chronique de l’antigène à 

son BCR peut conduire à l’acquisition d’une compétence IL-10 in vivo, tandis que de fort signaux 

BCR peuvent détourner la signalisation intracellulaire et conduire les B10 pro à progresser sous 

des voies fonctionnelles différentes. Ceci vient appuyer le fait qu’une forte stimulation des LB 

avec des AC anti-IgM inhibe l’acquisition de compétence des B10 pro à produire de l’IL-10 

durant les cultures in vitro (Yanaba, Bouaziz et al. 2009, Iwata, Matsushita et al. 2011); (Maseda, 

Candando et al. 2013). Les récents travaux de Lechouane et son équipe apportent de nouveaux 

arguments en faveur de ce postulat (Lechouane, Bonaud et al. 2013). Les auteurs identifient un 

niveau basal de la voie de signalisation du BCR dans les LB au repos qui serait déterminant pour 

leur réceptivité à des agonistes TLR et CD40. Ils parlent ici d’un signal BCR faible « tonique 

signal » constitutif indépendant de l’antigène qui facilite la différenciation spontanée des 

plasmocytes in vivo et in vitro en réponse à des agonistes TLRs ou à des stimulations CD40/IL-4. 

Dans notre modèle, nous n’apportons pas de stimulation antigénique mais nous enregistrons 

néanmoins un effet régulateur. Nous proposons donc l’hypothèse suivante : L’absence de 

l’antigène dans notre modèle contrôle sans GA n’exclut pas la présence d’un signal basal faible 

du BCR dans les LB. Ce signal basal constitutif du BCR pourrait favoriser une réceptivité aux 

signaux apportés par le CD40L des LT activés. Ainsi les LB pourraient interagir avec le CD40L 

exprimé par les LT, activés ici de manière poly-clonale, leur permettant de devenir régulateurs. 

Dans un contexte physiologique, lorsqu’un LB immature n’ayant pas été stimulé par son BCR 

interagit avec un LT activé, le signal basal du BCR favorise une réceptivité aux signaux apportés 

par le CD40L, ce qui induit la sécrétion d’IL-10, créant un environnement local anti-

inflammatoire et évitant par conséquent la poursuite de la réponse inflammatoire. Tandis qu’un 

LB mémoire ne sera pas aussi efficace puisqu’il a déjà été stimulé par son BCR. Ce modèle de 
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régulation ne fait pas intervenir la fonction de cellules présentatrices d’antigènes des LB et est 

HLADR indépendante.  

Cette hypothèse explique pourquoi dans notre modèle d’étude in vitro, les LB immatures 

triés ont une capacité supérieure à la régulation de la prolifération T,  au contrôle de la 

polarisation Th1 et à la production d’IL-10 que les LB mémoires triés. D’autre part le signal du 

TLR-9 augmente les capacités inhibitrices du LB. Le TLR-9 reconnaît in vivo des motifs 

hypométhylés présents sur les ADN bactériens. Ces ADN représentent des épitopes non dévoilés 

tant que la bactérie n’a pas été lysée. Le signal perçu par le TLR-9 représente donc une 

information sur la lyse des bactéries et témoigne du développement d’une réaction immunitaire 

efficace. Extrapoler à notre modèle expérimental in vitro, ces observations sont majeures 

puisqu’elles pourraient expliquer que les LB interprètent la stimulation TLR-9 comme un 

message témoignant d’une réponse efficace couplée à la présence de cellules effectrices activées, 

ici les LT exprimant le CD40L. En l’absence de signal de danger induit par le BCR, le LB 

stimulé par CD40+TLR-9 serait donc orienté vers un profil régulateur. Mais comment expliquer 

qu’en présence de GA la stimulation du TLR-9 et du CD40 des LB ne soit pas efficace dans 

l’induction d’un contrôle de la réponse inflammatoire ? 
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9.6.2 Le Glatiramer Acetate et le BCR 

Ireland et collaborateurs en 2012 montrent que sous stimulation anti-IgM, les LB ne 

produisent pas d’avantage d’IL-10 en réponse au GA (Ireland, Blazek et al. 2012).  Dans une 

autre étude cette même équipe montre que finalement le traitement GA restaure la production 

d’IL-10 dans les LB stimulés par de l’IL-2 + CpG-ODN avec des niveaux d’IL-10 équivalents à 

ceux des témoins sains et sont également  6,5 fois plus élevés que ceux des patients non traités. 

En revanche, ils montrent  par cytométrie en flux que sous la stimulation CpG-ODN + BCR, la 

fréquence des LB IL-10+ reste faible par apport aux témoins sains. Comment  peut-on expliquer 

de telles variations de réponses selon les stimuli prodigués ? Dans nos expériences, le 

prétraitement des LB par le GA sans aucune stimulation supplémentaire ou lorsqu’elle est associé 

à une stimulation CpG-ODN et CD40L permet dans les deux cas de figures d’enregistrer une 

induction ou une production d’IL-10 significativement plus importante par apport aux contrôles 

sans GA. Jackson et collaborateurs apportent probablement une réponse puisqu’ils suggèrent que 

le GA bloque la fixation de l’anti-IgM. Les auteurs montrent que la stimulation du BCR par un 

AC monoclonal anti-IgM induit une augmentation des molécules d’activation CD86 et CMHII à 

la surface des LB. En revanche si les LB  sont préalablement  prétraités 1h par le GA  avant la 

stimulation anti-IgM, l’induction de CD86 et de CMHII à la surface des LB est abrogée. En 

prenant en compte l’étude de Lechouane et Seamons sur le signal et la stimulation BCR  

(Lechouane, Bonaud et al. 2013), (Seamons, Perchellet et al. 2006) et les travaux de Jackson sur 

la fixation du GA sur le BCR, nous proposons une hypothèse permettant d’expliquer un tel 

résultat dans le groupe 3 dont les LB sont sensibles au GA mais insensibles à la régulation. Notre 

hypothèse est que l’effet régulateur est bloqué en raison d’une reconnaissance et d’une activation 

du BCR par le GA, ce qui annule le signal BCR tonique intracellulaire décrit par Lechouane et 
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qui conduit à réduire la réceptivité des LB aux signaux apportés par le CD40L des LT activés et 

aux signaux TLR-9 apportés par l’ajout du CpG-ODN dans nos co-cultures. Les LB qui ne 

recoivent aucun stimulus sont par conséquent en incapacité à réguler la prolifération T. 

D’autre part, sachant que d’une part, l’absence du CD22 qui normalement affaiblit le 

signal BCR et CD19 induit également une augmentation du nombre de B10 (Higuchi et al. 2002), 

et que d’autre part, nous montrons que le GA co-localise avec le CD22 à la surface des LB. Notre 

seconde hypothèse est que le GA est capable de se fixer et d’activer les molécules CD22 à la 

surface des LB. Le CD22 est un récepteur inhibiteur du BCR, son activation lorsque le GA est 

présent dans la co-culture pourrait se produire et conduire à une inhibition du signal BCR tonique 

intracellulaire décrit par Lechouane avec donc une insensibilité des LB aux signaux CD40L et 

TLR-9 apportés dans nos co-cultures. 

Des investigations plus poussées seraient évidemment nécessaires pour confirmer ces 

hypothèses et comparer les mécanismes mis en jeu dans les LB du groupe1 qui sont à la fois 

sensibles au GA et à la régulation par le GA. Nous voyons bien ici que par ce mode de 

stimulation beaucoup de paramètres sont à prendre en compte dans l’interprétation de nos 

résultats et de nombreux aspects très pertinents reste encore à explorer. Cependant, étant donné 

que notre intérêt est porté principalement sur l’étude de la fonction Breg, l’hétérogénéité des 

résultats rend difficile l’étude de la fonction suppressive dans ce modèle. C’est pourquoi, nous 

avons choisi à cette étape du projet de poursuivre les investigations uniquement avec le modèle 

de pré-sensibilisation des LB par le GA. 
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9.7 Rôle de la fixation du GA sur la molécule HLA-DR dans la régulation  

In fine, l’effet du GA sur les LB dans la littérature n’est étudié qu’à travers le prisme de la 

fonction de cellules présentatrices d’antigènes, le GA étant l’antigène. L’équipe de Harp et 

collaborateurs montre que la fonction activatrice de la prolifération T en réponse au GA est HLA-

DR dépendante. En effet, l’ajout d’un AC bloquant anti-HLA-DR, qui prévient la présentation 

antigénique par les LB dans un contexte CMHII, supprime totalement la prolifération des LT 

CD4+ (Harp, Lovett-Racke et al. 2008). La fixation du GA sur la molécule HLA-DR fut décrite 

pour la première fois sur une lignée de LB par l’équipe de Fridkis-Hareli (Fridkis-Hareli, 

Teitelbaum et al. 1995). Bien que de nombreuses données dans la littérature indiquent une 

capacité du GA à se fixer directement sur les molécules HLA-DR des cellules présentatrice 

d’antigènes sans nécessité d’internalisation, la pertinence fonctionnelle de cette liaison reste 

controversée. Ainsi, dans l’étude de Monson et Harp de 2010, les auteurs purifient des LB 

mémoires d’un patient SEP afin de tester l’importance de l’internalisation du GA pour 

l’induction de la prolifération des LT CD4+. De manière intéressante, en prétraitant des LB 

mémoires avec de la chloroquine, un agent lysosomotropique prévenant l’internalisation de 

l’antigène, avant la co-culture avec les LT et le GA, les auteurs constatent une réduction de la 

prolifération des LT CD4+ en dessous du seuil de détection en présence de GA (Harp, Ireland et 

al. 2010). Autrement dit, cette équipe semble démontrer que le LB mémoire joue bien un rôle de 

cellule présentatrice d’antigènes, l’antigène présenté étant le GA. Cette fonction se traduit part 

une internalisation puis dans un second temps par une présentation du médicament sous sa forme 

active au sein des molécules du CMH-II pour une activation et une prolifération des LT (Harp, 

Ireland et al. 2010, Harp, Lovett-Racke et al. 2008).  
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Il est important de préciser que dans notre étude, tous les LB mémoires expriment les molécules 

HLA-DR avec la même intensité, mais tous ne fixent pas le médicament et nous n’avons pas 

identifié de récepteur spécifique permettant de prédire la population B mémoire fixant fortement 

le GA. Sans doute peut-il y avoir une fixation conjointe sur les molécules HLA-DR et sur le BCR 

pour certain LB. Néanmoins, compte tenu des observations importantes relatives à la fixation du 

GA sur les molécules HLA-DR, nous avons souhaité évaluer l’importance de cette fixation et de 

sa présentation dans la régulation de la prolifération des LT. 

Nous nous sommes posées deux questions, avec deux procédés expérimentaux pour y répondre à 

l’aide d’un anticorps bloquant anti-HLA-DR. La première : Est-ce que la fixation du GA sur la 

molécule HLA-DR à l’étape de sensibilisation de 4h est nécessaire à l’induction de la fonction 

Breg ? La seconde : Est-ce au contact avec les LT que cette fixation est nécessaire à l’effet Breg ? 

Le blocage des sites de fixation aux molécules HLA-DR a été effectué à deux moments distincts, 

soit avant l’étape de sensibilisation de 4h pour répondre à la première question, soit au cours de la 

co-culture avec les LT, pour répondre à la deuxième. 

Dans le premier cas de figure, le blocage de la fixation du GA sur les molécules HLA-DR des LB 

à l’étape de sensibilisation des cellules n’a aucun effet sur l’inhibition ultérieure de la 

prolifération des LT. Ce qui suggère que la fixation du GA sur les molécules HLA-DR n’est pas 

requis pour induire la fonction Breg et que le GA se fixe sur d’autre(s) molécule(s).  

Notre hypothèse est que le GA se fixe sur une molécule exprimée ou non de manière spécifique 

par les LB mémoires, qu’il est internalisé et qu’il active la fonction Breg au contact du LT.  

D’autre part le blocage des molécules HLA-DR au cours de la co-culture diminue l’inhibition de 

la prolifération des LT. Ces résultats indiquent que la régulation passe nécessairement par la 

présentation du GA sur la molécule HLA-DR au TCR des LT.  
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Ces résultats sont en accord avec de précédents travaux selon lesquels, le GA en se fixant sur la 

molécule HLA-DR favorise l’induction de cellules suppressives spécifiques du neuro-antigène 

dans l’EAE, sans que les cellules suppressives aient été identifiées dans cette étude (Teitelbaum, 

Milo et al. 1992, Teitelbaum, Aharoni et al. 1988).  

Dans notre travail, nous montrons que les LB, et plus précisément une population de LB 

appartenant au compartiment mémoire, pourraient jouer ce rôle. De nombreuses questions 

concernant le site de fixation du médicament sur les LB sont posées et restent encore à explorer. 

La fixation du GA intervient-elle grâce à un récepteur de surface cellulaire spécifique ou plutôt 

par des mécanismes moins spécifiques tels que la macro-pinocytose ? Pour tenter d’y répondre 

nous avons complété notre étude par une analyse par microscopie confocale de la fixation du GA 

sur des LB purifiés d’amygdales. Cette approche a permis de confirmer que tous les LB ne fixent 

pas le GA. L’utilisation de concentrations croissantes de GA montre une saturation de la fixation 

à la concentration de 20μg/ml.  

9.8 Mode d’internalisation du Glatiramer acetate 

D’autre part, nous constatons que le GA-FITC se fixe au niveau de la membrane des LB mais est 

détecté également au niveau du cytoplasme des cellules. La présence du GA au niveau 

intracellulaire est probablement le reflet de son internalisation  dans les LB. L'analyse de la 

cinétique de fixation du GA sur les LB par cytométrie en flux soit à 4°C, soit à 37°C avec des 

durées d’incubations croissantes a permis de montrer qu’après seulement 1 min d’incubation avec 

le GA à 4°C et à 37°C, les deux populations LB BGAfaible et BGAfort sont observées. Le 

pourcentage de ces deux populations augmente proportionnellement à la durée de contact avec le 

GA. En revanche, au-delà de 2h d’incubation avec le GA, les deux types de populations LB sont 

indétectables par cytométrie en flux dans les cultures réalisées à 37°C, bien qu’elles soient 
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présentent dans celles réalisées à 4°C. Pour expliquer ce phénomène, on peut supposer que le 

GA-FITC est dégradé à 37°C mais pas à 4°C  par des enzymes thermosensibles avec nécessité 

d’un procédé actif d’internalisation et de dégradation du GA-FITC. Cette dégradation induite par 

des phénomènes actifs n’étant pas envisageable à 4°C, cela expliquerait la persistance de la 

fluorescence et des deux populations LB dans cette condition. L’équipe de Fridkis-Hareli, 

précurseur dans l’étude de la fixation du GA, montre que ce dernier possède une capacité de 

fixation immédiate sur des cellules présentatrices d’antigènes humaines et murines 

indépendamment de la température d’incubation même à 0°C (Fridkis-Hareli, Teitelbaum et al. 

1994), (Fridkis-Hareli, Teitelbaum et al. 1995). En revanche, le GA est incapable de se fixer à 

des molécules HLA-DR purifiées à 0°C, cette fixation reste faible à 25°C avec une fixation 

optimale à 37°C qui augmente après 6 heures d’incubation de manière similaire que des peptides 

HA 306-318. Ils montrent également que le complexe GA est stable avec tous les allo types HLA 

utilisés, puisque la fixation est détectée après 72h d’incubation à 37°C (Fridkis-Hareli and 

Strominger 1998).  La fixation du GA biotinylé est détectée très rapidement après contact avec 

différents types de cellules présentatrices d’antigènes (dès 5 min d’incubation) contrairement à 

d’autres neuro-antigènes comme la MBP qui n’est détectée qu’après 15 min d’incubation, ou 

encore comparativement à la fixation de la MBP P84 102  qui n’est quant à elle détectée qu’après 2h 

d’incubation. Selon les auteurs, la fixation immédiate du GA et l’observation selon laquelle la 

fixation du GA est similaire à 37°C et à 0°C  suggère que l’antigène GA n’est pas internalisé 

avant sa fixation sur les molécules de CMH des cellules présentatrices d’antigènes. 

L’équipe de Liu en 2007 a également analysé la fixation du GA-FITC sur les cellules 

dendritiques humaines dérivées de monocytes induites in vitro. Les cellules dendritiques sont 

stimulées durant 24h par du  GA-FITC  et analysées par microscopie confocale à 24h, 48h et 72h. 
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Ils montrent que le GA se localise essentiellement au niveau cytoplasmique et n’est retrouvé ni au 

niveau de la membrane des cellules ni au niveau nucléaire. Selon les auteurs, le GA est apprêté 

par les cellules dendritiques et se retrouve au niveau du cytoplasme des cellules,  puis des 

fragments de GA sont progressivement libérés, le GA pouvant rester dans la cellule jusqu'à 72h 

après la culture (Liu, Johnson et al. 2007).  

9.8.1  Le GA co-localise avec de nombreuses molécules à la surface des LB 

Grâce à notre analyse par microscopie confocale nous montrons que le GA co-localise avec la 

glycoprotéine CD22, avec l’IgM (BCR) et avec les molécules HLA-DR exprimées par les LB. 

Ces observations sont inédites chez l’Homme et sont en accord avec les précédentes études 

réalisées sur d’autres types cellulaires qui démontrent que le GA à la capacité de se fixer sur de 

nombreuses molécules exprimées à la surface des cellules présentatrices d’antigènes telles que les 

glycoprotéines (Koenig, Spooner et al. 2013) ou encore les molécules HLA-DR (Fridkis-Hareli, 

Teitelbaum et al. 1994, Fridkis-Hareli, Teitelbaum et al. 1995, Fridkis-Hareli and Strominger 

1998). De surcroit, d’après les travaux de Jackson chez la souris mais également chez l’Homme, 

(Jackson et al. 2014), l’efficacité du GA passerait par une action sur la fonction de cellule 

présentatrice d’antigènes des LB. Leur hypothèse est que le GA se fixerait sur une population de 

LB via le BCR et après internalisation, serait présenté sur le CMH-II aux LT CD4+ auto-réactifs. 

Les auteurs suggèrent que l’effet protecteur du GA dans l’EAE est induit par une interaction avec 

le BCR et implique plusieurs mécanismes, y compris la présentation d’antigènes et la production 

de cytokines. Ils caractérisent deux populations de LB qui fixent différemment le GA : les GAfort 

et les GAfaible. De manière intéressante, 70 à 90% des LB GAfort disparaissent chez les souris 

transgéniques possédant un BCR unique spécifique de l’antigène HEL. Ce qui suggère que la 

population GAfort provient d’une interaction spécifique entre GA et le BCR. Pour déterminer si 
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cette reconnaissance du GA par le BCR est nécessaire à l’efficacité du médicament, les auteurs 

ont transféré des LB-GA issus de souris transgéniques BCR spécifique anti-HEL dans les souris 

EAE. Ils enregistrent une très faible réduction du score clinique de la maladie par rapport au 

transfert de LB-GA issus de souris sauvages. Ce qui suggère aussi que diversité du répertoire 

BCR tient un rôle non négligeable dans l’effet protecteur du médicament. Ce constat est 

comparable à l’importance évoquée de la diversité du BCR dans la fonction antigène spécifique 

des Bregs chez la souris. En effet, il faut rappeler que les B10+B10pro sont réduits d’environ 

90% dans les souris transgéniques possédant un BCR fixe anti-HEL (Yanaba, Bouaziz et al. 

2009). Les souris dans lesquelles tous les LB expriment un unique BCR sans rapport de 

spécificité antigénique développent une EAE chronique suite à une immunisation avec le peptide 

MOG, équivalente à celle observée dans les souris déficientes en B producteurs d’IL-10 

(Fillatreau, Sweenie et al. 2002). Il y aurait donc bien un lien entre l’activation par le GA via le 

BCR pour une fonction effectrice efficace des LB et la fonction suppressive des Bregs. 

L’activation du LB par son BCR serait une étape obligatoire et déterminante dans son évolution 

ou sa différenciation en Breg. 
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9.8.2 Les mécanismes  déterminants les variabilités de fixation du GA 

Par ailleurs, selon l’équipe de Jackson, la population GAfaible n’est pas altérée dans les LB 

issus de souris BCR anti-HEL ou de souris KO en CMH I ou CMH II. Ce qui suggère qu’une 

large proportion de LB peut fixer de façon non spécifique le GA, mais que cette fixation ne 

participerait pas à l’effet protecteur du médicament. Une étude récente publiée en 2013 étaye 

cette théorie. En effet, elle démontre que le GA est capable de se fixer sur des héparines sulfates, 

des GP96 exprimées à la surface des cellules présentatrices d’antigènes dont les LB. Or, les 

héparines sulfates sont des polysaccharides complexes appartenant à la famille des Glycosamino-

glycanes présents en abondance à la surface cellulaire. C’est ce qui permet aux auteurs de 

suggérer qu’il n’y a pas de récepteur spécifique au GA sur les cellules présentatrices d’antigènes. 

La fixation serait non spécifique et tributaire d’interactions électrostatiques et polaires. Plus la 

concentration en chlorure de calcium du milieu augmente, plus la fixation du médicament à sa 

cellule cible se réduit (Koenig, Spooner et al. 2013). Allant dans ce sens, les travaux de Fridkis-

Hareli en 1998, avaient déjà indiqué que la fixation du GA sur les molécules HLA-DR variait en 

fonction du pH. Etant identifié comme un antigène peptidique universel et sachant que la fixation 

des peptides antigéniques aux molécules HLA-DR est plus importante à pH acide qu’à pH neutre 

(Jensen 1992); (Jensen 1990); (Mouritsen, Hansen et al. 1992, Sette, Southwood et al. 1992), les 

auteurs ont évalué l’influence du pH sur la capacité de fixation du GA. En utilisant un GA 

biotinylé incubé avec des molécules HLA-DR1, DR2, DR4 dans des solutions à pH allant de 3 à 

11, la fixation du GA s’avère variable selon les différents HLA-DR testés. La fixation sur DR1 ne 

semble pas être affectée par la variation de pH, tandis que la fixation sur DR4 est fortement 

modifiée en fonction du pH du milieu. La fixation est optimale à pH 5 et elle diminue à pH 

basique. Concernant notre étude, bien qu’il existe des mises en évidence d’une fixation non 
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spécifique du GA sur les LB, il n’est pas à exclure la possibilité de deux types de fixation sur un 

même LB. La forte fixation pourrait être le reflet d’une fixation spécifique sur un récepteur des 

LB mémoires. Tandis qu’une acidification du milieu, durant la co-culture par exemple, pourrait 

permettre une fixation non spécifique (Figure 31). Afin de valider cette hypothèse des 

expérimentations supplémentaires seront évidemment nécessaires.  
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Figure 31 :  Schéma représentant les modes de fixation et les voies d’entrée possible du 
GA dans le LB.  

L’internalisation du GA dans le LB peut être envisagée de plusieurs manières: le  GA peut 
emprunter des voies non spécifiques telles que la macro-pinocytose  la fixation aux héparines 
sulfates (2) ou encore via d’autres molécules de transport membranaires. Le GA peut aussi se 
fixer de manière plus spécifique via des récepteurs de surface tels que les molécules du 
CMHII (3), le BCR (4) ou encore via un récepteur spécifique non identifié à ce jour (5).  
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Quoi qu’il en soit, au regard de l’ensemble des observations et de nos connaissances, nous 

avons envisagé le scénario suivant : les LB mémoires sont sensibilisés au GA et internalisent la 

molécule via leur BCR. Le GA est apprêté puis présenté par les molécules HLA-DR sous une 

conformation immuno-dominante reconnaissable par le TCR des LT. L’interaction aboutit à une 

activation puis une prolifération des LT. Progressivement, l’activation et la prolifération LT 

dépendante du GA déclinent laissant place à un contrôle et une régulation immunitaire de la 

prolifération de ces LT. Ce contrôle est probablement apporté par les LT-GA eux-mêmes qui 

induisent la fonction Breg  des LB mémoires. La figure ci-dessous (Figure 32) schématise notre 

hypothèse. Nos résultats suggèrent que c’est probablement la présentation du GA par les 

molécules HLA-DR au TCR des LT, et non sa fixation directe sur la molécule HLA-DR, qui 

participe à l’effet régulateur. En suivant notre scénario de départ, on peut envisager que l’absence 

de l’effet Breg dépendant du GA dans nos expériences de blocage des sites de fixation aux 

molécules HLA-DR pourrait provenir des conséquences de la suppression de la fonction de 

présentation antigénique par les LB mémoires dans un contexte CMH II autrement dit de la 

suppression de la prolifération des LT CD4+ spécifiques du GA. L’existence de ces deux types de 

fixations est plausible. Il reste à déterminer quelle est celle qui est fonctionnellement impliquée 

dans la modulation des Bregs. 
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Figure 32 :  Mécanisme d’action du Glatiramer acetate sur le LB humain in vitro 

Durant l’étape de sensibilisation par le Glatiramer acetate (GA), les LB mémoires 
internalisent la molécule via leur BCR (en 1). Le GA est apprêté (2) puis présenté par les 
molécules HLA-DR sous la conformation d’un épitope immuno-dominant reconnaissable par 
le TCR des LT (3). L’interaction aboutit à une activation puis une prolifération des LT (4). 
Progressivement, l’activation et la prolifération LT dépendante du GA déclinent laissant 
place à un contrôle (5) et une régulation immunitaire de la prolifération de LT (6). Ce 
contrôle est probablement la conséquence de signaux apportés par les LT-GA eux-mêmes (5) 
qui induisent la fonction Breg des LB mémoires (6).  
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9.9 Effet du Glatiramer acetate sur les sous populations LB 

Nos résultats suggèrent que le compartiment de LB mémoires renferme la population 

cellulaire sensible au GA à l’origine de effets régulateurs de ce dernier.  La confirmation ultime 

que la cible du GA dans le sang périphérique est le LB mémoire, serait de réaliser des 

expériences comparatives de la fonction Breg des LB mémoires par rapport à celle des LB 

matures. En raison de la difficulté à obtenir des quantités suffisantes de LB mémoires à partir 

d’échantillons sanguins, nous avons choisi de réaliser ces expériences grâce à l’isolement de LB à 

partir d’amygdales. Pour cela, nous tout d’abord confirmé la présence des trois sortes de fixation 

sur les LB d’amygdales, à savoir  la présence de LB GAfort, de LB GAfaible ainsi que de LB GAneg. 

L’identification précise de ces populations de LB  est réalisée grâce à un marquage IgD, CD38, 

CD19, permettant de caractériser de multiples sous populations de LB (Bohnhorst, Bjorgan et al. 

2001). A savoir, les LB naïfs (Bm1) IgD
+
CD38

-
, les LB activés (Bm2) IgD

+
 CD38

faible
, les 

cellules pré-CG Bm2’ IgD
+
CD38

++
, les LB du centre germinatif centroblastes (Bm3)  et 

centrocytes (Bm4) IgD
-
CD38

++
 et  enfin les LB mémoires IgD

-
CD38

+/-
. Ces derniers sont 

également divisés en early Bm5 CD38
faible

 et Bm5 CD38
-
. Nous avons ainsi confirmé que dans 

les organes lymphoïdes secondaires la population mémoire Bm5/eBm5  renferme également les 

LB GA
fort

, tandis que les LB GAfaible sont représentés par les LB matures (naïfs/ activés) Bm1 et 

Bm2. 
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9.10 Le GA accroit uniquement la fonction régulatrice des LB mémoires 

9.10.1 Le GA favorise le contrôle de la prolifération T par les LB mémoires 

Des expériences de tris cellulaires des ces deux populations majeures de LB sont réalisées 

afin de pré-stimuler séparément les LB GAfort et les LB GAfaible avant leur mise en co-culture avec 

les LT. Ainsi, nous montrons que la pré-stimulation par le GA n’améliore pas le potentiel 

régulateur des LB matures GAfaible. En revanche, comme escompté, le GA accroît 

significativement celui des LB mémoires GAfort. Bien que les LB mémoires soient de moins bons 

régulateurs par rapport aux LB matures, il en résulte qu’ils deviennent statistiquement aussi 

efficaces grâce au GA. Ainsi, le taux d’inhibition de la prolifération T après la sensibilisation par 

le médicament est augmenté d’un facteur de 1,2 pour les LB matures, tandis qu’il est de 2,8 pour 

les LB mémoires (P<0.05). Nous avons pu remarqué que sur les 8 échantillons Bm1+Bm2 triés, 

deux semblent avoir un effet régulateur légèrement augmenté grâce au GA. Cela peut s’expliquer 

par le fait que le compartiment de cellules Bm1 et Bm2 peut renfermer des LB mémoires non 

« switchés » capables de fixer fortement le GA (Sanz, Wei et al. 2008); (Anolik, Barnard et al. 

2007). 

Partant du postulat que la fonction régulatrice est progressivement acquise par les LB au 

contact des LT exprimant notamment le CD40L, nous formulons l’hypothèse selon laquelle au 

début de la co-culture, en réponse au GA les LB mémoires exercent un effet activateur sur la 

prolifération des LT, ces derniers étant stimulés de manière poly-clonale dans notre modèle.  

Etant donné que pour induire la prolifération T, il est nécessaire que le GA soit présenté sur les 

molécules HLA-DR des LB, en ajoutant un bloquant anti-HLA-DR dans la co-culture nous avons 

probablement abrogé l’effet activateur des LB mémoires apporté par le médicament et par voie 

de conséquence également l’effet régulateur qui s’en suit. Pour reformuler autrement,  notre 
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hypothèse est la suivante : Au contact avec le GA, les LB mémoires qui au départ sont les seuls 

activateurs de la prolifération T deviennent progressivement les régulateurs de ces derniers dans 

un contexte Ag-GA spécifique. Cette hypothèse d’une conversion d’une population B activée 

effectrice en cellules B à potentiel régulateur est reprise par de nombreuses équipes. On peut 

évoquer par exemple l’étude de Tretter en 2008 qui a mis en évidence une population Breg 

induite ayant pour origine des LB fortement activés CD25++  obtenus par une double stimulation 

SAC et IL-2 (Tretter, Venigalla et al. 2008). Ou encore, l’équipe de Sun en 2012, qui a induit une 

population Breg suppressive en incubant des LB naïfs avec un antigène approprié, ici 

l’Ovalbumine, conjugué à la sous-unité B de la toxine du choléra (CTB). Ce qui a permis à une 

majorité de LB quelle que soit leur spécificité BCR de reconnaître l’antigène, de l’apprêter et de 

le présenter aux LT et ensuite de produire de l’IL-10. Ces LB exercent un effet suppressif en 

induisant l’expression de LAP/TGF-β. Il s’agit de la première étude suggérant que n’importe quel 

LB peut acquérir des propriétés de régulation du moment où son BCR est activé par le complexe 

OVA/CTB (Sun, Czerkinsky et al. 2012). 
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9.10.2 Le GA affecte la production d’IL-10 par les LB mémoires 

Par ailleurs, l’appréciation de la fonction Breg est aussi évaluée sur la capacité des LB à 

inhiber la polarisation Th1 (Lemoine, Morva et al. 2011). De manière intéressante, nous 

montrons ici que la population des LB mémoires triée et sensibilisée au GA permet de réduire la 

production d’IFN-γ des LT et favorise donc un contrôle de la polarisation Th1. Ainsi, le taux 

d’inhibition de la production d’IFN-γ en réponse au GA est de 0,9 pour les LB matures et reste 

donc inchangé tandis qu’il est de 1,8 pour les LB mémoires.  Notre équipe a précédemment 

montré que l’inhibition de la prolifération est assurée non pas directement par les LB eux-mêmes 

mais par des Tregs dont l’expansion est induite par les Bregs. Nous montrons ici que la pré-

stimulation des LB par le GA ne permet pas d’enregistrer une augmentation du pourcentage des T 

CD4+Foxp3+. Il n’est pas à exclure que d’autres populations de Tregs comme les Tr1 Tregs 

naturels producteurs d’IL-10 soient induits, ce que nous n’avons pas exploré ici.  

On sait également que l’IL-10 produit par les Bregs exerce un rôle prépondérant dans la 

fonction inhibitrice des cytokines Th1. Nous avons donc analysé la capacité de production de 

l’IL-10 par les LB mémoires pré-stimulés avec le GA. Nous montrons effectivement une 

augmentation de la capacité de production d’IL-10 des LB mémoires à un taux de 2,1 tandis que 

celui des LB matures reste inchangé à 1,2.  

 Chez l'Homme, Duddy et collaborateurs ont démontré que les cellules B dérivées de 

patients atteints de sclérose en plaques, produisent des quantités plus faibles d'IL-10 en 

comparaison avec des individus sains. Ils précisent que ce sont les LB naïfs des patients qui 

présentent un déficit de production d’IL-10 (Duddy, Niino et al. 2007). Cette observation est 

importante puisque une étude récente démontre que le traitement au GA permet de restaurer cette 

production d’IL-10 dans les LB des patients RRMS (Ireland, Guzman et al. 2014).  
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Cette découverte est intéressante également dans le sens où nous montrons que le GA 

induit une augmentation d’IL-10 uniquement par les LB mémoires. Ce qui suggère que le 

médicament octroie aux LB mémoires un meilleur contrôle de la polarisation Th1. Par ailleurs, 

des travaux réalisés chez la souris vont dans le même sens. Selon Kala et collaborateurs, le GA 

induit des cellules B productrices d’IL-10 qui participent à la suppression de la réponse Th1 et 

Th17 en faveur d’une balance vers les cellules Th2 dans l'EAE (Kala, Rhodes et al. 2010). Des 

expériences complémentaires à l’aide d’AC bloquants l’IL-10 et son récepteur dans nos co-

cultures permettraient de vérifier cette hypothèse. Le rôle de l’IL-10 dans la polarisation Th1 a 

toutefois largement été décrit et n’est plus à remettre en question (Lemoine, Morva et al. 2011), 

(Berthelot, Jamin et al. 2013, Nouel, Segalen et al. 2014, Nouel, Simon et al. 2014).  

On peut noter également que la capacité du GA à induire une production d’IL-10 dans les 

LB concerne également d’autres types cellulaires. S. Jung et collaborateurs en 2004 ont montré 

que le GA augmente la production constitutive d’IL-10 dans les macrophages péritonéaux et les 

cellules dendritiques après stimulation LPS. L’induction de l’IL-10 dans les macrophages est 

associée à une réduction de production  de TNF-α. 

Les mécanismes par lesquels le GA induit cette production d’IL-10 sont inconnus. Dans 

les monocytes, la phosphorylation de STAT-1, qui est un facteur de transcription connu pour 

jouer un rôle de contrôle négatif de l’expression de l’IL-10, est réduite par le GA. Le médicament 

favoriserait le développement de monocytes de type II qui sécrètent plus d’IL-10 et de TGF-β et 

moins d’IL-12 et de TNF-α (Weber, Prod'Homme et al. 2007). Il apparaît intéressant  de voir si 

l’effet est spécifique pour l’IL-10 et d’explorer l’influence du médicament sur la production 

d’autres cytokines impliquées dans la régulation des Bregs tels que le TGF-β, l’IL-35 ou encore 

l’IL-33.  En analysant l’expression des gènes exprimés dans les cellules du sang périphériques de 
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14 patients RRMS avant et 3 mois après initiation d’un traitement au GA, Achiron et 

collaborateurs identifient 480 gènes exprimés de manière différentielle. Au niveau 

transcriptionnel, 262 gènes sont surexprimés et 218 gènes sont sous-exprimés. Ils discriminent 

notamment une surexpression de BAT1 qui diminue la production des cytokines de la phase 

aigue comme l’IL-1, l’IL-6 et le TNF-α, expliquant ainsi la balance Th1 vers Th2 caractéristique 

des patients traités par le GA (Achiron, Feldman et al. 2009). Par ailleurs, le GA induit une 

réduction de l’expression de T-bet dans les LT tandis qu’il favorise l’expression de TIM-3 

(Aharoni, Brenner et al. 2008). Cette observation est intéressante étant donné que, dans le liquide 

céphalo-rachidien des patients SEP, la molécule TIM-3 est faiblement exprimée dans les LT et 

s’associe à une sécrétion importante d’IFN-γ en comparaison avec les LT issus du liquide 

céphalo-rachidien des témoins sains (Yang, Anderson et al. 2008). On sait aujourd’hui que 

l’expression de TIM-3 est régulée par T-bet dans les cellules Th1 (Anderson, Lord et al. 2010). Il 

est parfaitement concevable qu’en agissant sur cette balance TIM-3 et T-bet, le GA favorise une 

balance Th2 au dépend de Th1 dans les LT pathogéniques.  

Dans un modèle murin d’EAE, Begum-Haque a montré que le GA réduit l’expression de 

OPN et de RORγt dans les DC, conduisant à une réduction de l’expression de l’IL-17 tout en 

induisant une hausse de la production d’IL-10 (Begum-Haque, Christy et al. 2013).  

En ce qui concerne nos résultats sur l’induction d’une production d’IL-10 par ce médicament, 

deux cas de figures peuvent se présenter, ou bien le GA augmente la capacité intrinsèque des LB 

mémoires à produire plus d’IL-10 en activant les facteurs de transcription appropriés par 

exemple, ou bien il favorise l’expansion de la population LB mémoires producteurs d’IL-10. Tout 

comme il pourrait également concourir aux deux phénomènes à la fois. 
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9.11 Mécanisme d’action du Glatiramer acetate sur les B mémoires 

9.11.1 Effet du GA sur la survie et la prolifération des LB mémoires 

Afin d’identifier les mode d’action du GA sur les LB mémoires, les paramètres de prolifération 

cellulaire par un marquage au CFSE et de viabilités cellulaires par un marquage DRAQ-7 ont été 

analysé dans les LB mémoires (Bm5/eBm5) triés et sensibilisés au GA et comparés aux LB 

matures/naïfs (Bm1/Bm2). Les cellules sont triées, sensibilisées dans un premier temps par le 

GA, puis marquées au CFSE. Les cellules reçoivent ensuite une double stimulation CpG-ODN et 

anti-CD40 multimérique durant 4 à 8 jours. Nous démontrons ainsi que le GA n’entraine pas de 

prolifération des LB mémoires.  Ces observations sont en accord avec celles de Harp. Les LB 

naïfs CD27- et mémoires CD27+ provenant de prélèvements sanguins de patients SEP et de 

témoins sains  sont stimulés par un anti-IgM en présence de GA. Ils ont réalisé une cinétique de 

prolifération des LT CD4+ en réponse à une stimulation par le GA et comparé la fonction 

présentatrice d’antigènes des LB mémoires à celle des LB naïfs de témoins. Ainsi, ils relèveront 

l’incapacité des LB naïfs CD27- à induire une réponse proliférative T en réponse au GA 

contrairement à leurs homologues mémoires CD27+. La présence du GA n’affecte pas la 

prolifération des LB (Ireland, Blazek et al. 2012). Le médicament semble donc bloquer la 

prolifération des LB mémoires et encore une fois n’avoir aucun effet sur la prolifération des LB 

matures/naïfs. 

Il est intéressant de constater que la prolifération des LB mémoires est plus faible que celle des 

LB naïfs à 4 jours et 8 jours de culture. Des études ont précédemment montré que les LB 

mémoires ont une prolifération équivalente à celle des LB naïfs lorsqu’ils sont stimulés 3 jours. 

En revanche, d’autres équipes rapporteront comme nous qu’à 5 jours de culture les LB mémoires 

affichent une prolifération moindre par rapport aux LB naïfs (Fecteau and Neron 2003). A juste 
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titre, le moment où l’analyse de la prolifération est réalisée, est effectivement déterminant selon 

les travaux de Bar-Or et collaborateurs. Les auteurs réalisent une cinétique de prolifération des 

LB naïfs CD27- et des LB mémoires CD27+ en réponse à une stimulation par le CD40L (Bar-Or, 

Oliveira et al. 2001). Ils montrent qu’à 48h de stimulation les LB  mémoires prolifèrent plus que 

les LB naïfs.  En revanche, les LB naïfs entre 72h -96h de culture (cad entre 3 et 4 jours) 

présentent une prolifération plus importante qui rattrape finalement celle des LB mémoires. 

Ensuite à 120h soit 5 jours et encore plus à 7 jours de culture, l’écart se creuse puisque les LB 

naïfs affichent une prolifération exponentielle tandis que les LB mémoires atteignent un plateau 

et ne semblent plus entrer en division cellulaire (Bar-Or, Oliveira et al. 2001).Cette cinétique 

explique donc les observations contradictoires des travaux précédemment cités. Effectivement 

notre analyse à 4 jours et 8 jours de culture indique une prolifération toujours plus importante des 

LB matures/ naïfs  par rapport aux LB mémoires. La survie des LB mémoires ne semble pas non 

plus être affectée pour autant, et n’est  pas meilleure que celle des LB matures. Ces observations 

permettent d’écarter écartent l’hypothèse d’un effet particulier du GA sur une expansion 

préférentielle des LB mémoires. Par conséquent, l’ensemble de nos résultats suggère que le GA 

augmente sélectivement la production constitutive d’IL-10 dans les LB mémoires déjà présents, 

ainsi que leur potentiel régulateur. 
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9.11.2 Effet du GA sur le phénotype Breg  

Le mécanisme induit par le médicament pour déclencher cette fonction régulatrice semble 

donc passer par une modification de la cellule vers un phénotype LB associé à la production 

d’IL-10. C’est la raison pour laquelle notre intérêt s’est porté sur l’analyse de l’expression de 

quelques unes des molécules qui s’y attachent à commencer par la molécule CD5. En effet, un 

lien entre la présence de CD5 et la sécrétion d’IL-10 est connu depuis longtemps. Notre équipe a 

précédemment décrypté la voie intracellulaire impliquée dans la relation entre ces deux 

molécules et a montré que la molécule CD5 contrôlait la production d’IL-10 par les facteurs de 

transcription STAT-3 et NFAT2 (Garaud, Le Dantec et al. 2009, Garaud, Morva et al. 2011). 

L’expression de CD5 sur les LB est donc corrélée à leur production d’IL-10 et à une fonction 

suppressive du Breg qui peut être indépendante de l’IL-10. En effet, grâce à des expériences de 

tri cellulaires, notre équipe a identifié les LB CD5+ humains comme la population B ayant une 

capacité inhibitrice de la prolifération T meilleure que les LB CD5-, sans implication de l’IL-10 

(Lemoine, Morva et al. 2011). Nous montrons ici que le GA augmente l’expression de la 

molécule CD5 à la surface des LB mémoires au cours de leur culture avec les LT. En revanche, il 

n’a aucune influence sur celle des LB matures. Des modèles murins rapportent également une 

expansion de B CD5+. D’après Begum-Haque et collaborateurs, le traitement au GA favorise en 

effet une augmentation de la prévalence des cellules B CD19+CD5+ dans l’EAE (Begum-Haque, 

Christy et al. 2011). 

La recherche d’autres marqueurs associés à la fonction Breg et à la production d’IL-10 

nous a amené à nous intéresser à l’IL-21R. La cytokine IL-21 se caractérise par ses nombreuses 

actions pléiotropes qui affectent différentes cellules immunitaires et non immunitaires.  Par 

exemple, l’IL-21 peut affecter la différenciation, la prolifération et la fonction des LT, elle peut 
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également induire la maturation et augmenter la cytotoxicité des T CD8+ et des cellules NK. 

L’IL-21 affecte différents sous-types de LT notamment les cellules Th17, les Tfh et les Tregs et 

favorise ainsi le développement de maladies auto-immunes et inflammatoires.  

Concernant  ses effets sur le LB, ils sont nombreux. L’IL-21 exerce un effet majeur sur 

l’activation et la différenciation des LB. De plus il induit la différenciation des cellules B naïves 

et mémoires en plasmocytes (Gharibi, Majidi et al. 2015). Très récemment, deux études majeures 

ont révélé l’importance de l’IL-21 dans le développement des B régulateurs chez la souris et chez 

l’Homme.  La première étude réalisée sur un modèle murin a montré que la stimulation IL-21 des 

LB CD19+ spléniques ex-vivo ne induit une augmentation d’un facteur 3 de la fréquence des 

Bregs producteurs d’IL-10, avec 5 fois plus de sécrétion d’IL-10. Ces observations sont 

surprenantes car elles montrent que cette simple stimulation permet aux B10 de produire de l’IL-

10 sans nécessité d’une stimulation par de la PMA + Ionomycine. L’IL-21R semble donc être 

nécessaire aux fonctions effectrices des B10, tout du moins dans l’EAE. Selon cette équipe, les 

LB déficients en IL-21R sont incapables de transférer une protection contre l’EAE à des souris 

receveuses (Yoshizaki, Miyagaki et al. 2012). La seconde étude confirme ces observations dans 

des souris MRL qui développent spontanément un lupus. Le GA conduirait donc dans les LB 

mémoires vers un phénotype Breg avec une augmentation à la fois de l’expression de CD5 et de 

l’IL-21R et de PD-1. Ce qui est en faveur d’une augmentation associée de la production d’IL-10 

par ces cellules.  

Les molécules IDO et CTLA-4 ont très récemment été reliées à une coopération 

Breg/Treg dans un modèle in vitro d’étude du Breg chez l’Homme par notre équipe. Des LB 

activés régulent en effet  la prolifération T par la production de TGF-β  et d’IDO qui conduisent à 

l’induction de Tregs naturels mais aussi de T CD4+ producteurs de TGF-β et de Tregs 
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producteurs d’IL-10. CTLA-4 favorise la production d’IDO par le LB et lui permet de devenir un 

Breg induit, fonctionnellement efficace (Nouel, Pochard et al. 2015). Nous montrons dans notre 

travail que ces deux molécules sont induites dans les deux compartiments LB étudiés aussi bien 

naïf que mémoire durant la co-culture. D’autre part, une expression équivalente d’IDO est 

enregistrée dans les deux sous-populations LB. En revanche, l’expression de CTLA-4 à la surface 

des LB matures naïfs est significativement plus importante par rapport à celle du compartiment 

mémoire. La pré-sensibilisation par le GA n’affecte pas l’expression de ces molécules dans les 

LB.  De manière intéressante, des auteurs ont montré que le GA induit une augmentation des 

Tregs producteurs d’IL-10 mais n’affecte pas l’expression de CTLA-4 intracellulaire dans ces 

derniers  in vitro (Putheti, Soderstrom et al. 2003). 

En résumé ces expériences montrent que le GA exerce deux actions majeures sur le LB 

mémoire. Le GA permet d’une part une meilleure capacité d’inhibition de la prolifération T, dont 

le mécanisme est dépendant d’un contact cellulaire et d’une fixation sur les molécules HLA-DR. 

dépendant. D’autre part, le GA favorise un contrôle plus efficace de la polarisation Th1 qui est 

probablement en relation avec sa capacité à induire la production d’IL-10 dans ces cellules. 

Enfin, le GA modifie le phénotype des LB mémoires puisque l’expression de molécules 

impliquées dans la fonction suppressive et la production d’IL-10 tels que CD5, IL-21R, ou encore 

PD-1 sont significativement augmentées. Il reste à déterminer si l'accumulation de telles 

molécules associées à la régulation sont à l’origine des effets exercés par GA sur la fonction 

Breg, ou alors, seraient une conséquence des actions régulatrices du GA sur les LB. 
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9.12 Le GA restaure le phénotype des Bregs producteurs d’IL-10 in vitro chez 

les patients LED 

Les effets du GA sur l’expression de l’IL-21R des LB nous paraissent essentiels au vu des 

nombreux éléments de la littérature qui soutiennent l’idée du rôle important exercé par l’IL-21 

dans le lupus.  

1. En effet, les LB de souris développant spontanément un lupus n’expriment que 

faiblement le récepteur à IL-21. 

2.  De même chez l’Homme, alors qu'un polymorphisme du gène codant pour IL-21 

représente un facteur de risque pour le développement du lupus (Sawalha, 

Kaufman et al. 2008), une étude en 2006 chez les sujets atteints de LED a mis en 

exergue une réduction de la fréquence des sous-populations B exprimant l’IL- 21R 

(Good, Bryant et al. 2006) qui serait corrélée  à une évolution plus rapide de la 

maladie (Mitoma, Horiuchi et al. 2005). 

3.  Les travaux de Yang et collaborateurs en 2013 chez la souris, puis en 2014 chez 

l’Homme, apportent sans doute une explication à ce lien (Yang, Yang et al. 2013). 

Les auteurs ont montré que l’IL-21 produite par les Tfh participe à l’induction de 

la production d’IL-10 durant la différenciation des B10. Ils parachèvent l’étude en 

montrant que l’IL-10 induit par l’IL-21 exerce une fonction régulatrice en inhibant 

la prolifération des LT (Yang, Yang et al. 2013). En 2014, ce phénomène est 

confirmé chez l’Homme dans le LED. Ils enregistrent au cours des poussées de la 

maladie une augmentation du pourcentage de Breg tandis que durant la phase de 

rémission ces derniers diminuent. L'expansion des cellules Tfh est corrélée avec 

l'augmentation du pourcentage des Bregs. Les auteurs mettent également en 
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évidence in vitro que la production d’IL-21 par les Tfh est responsable de la 

production d'IL-10 et de la différenciation des Bregs (Yang, Yang et al. 2014). 

4. Yang et collaborateurs montrent que de la même manière que la molécule CD5, la 

voie IL-21-IL-21R semble contrôler la production d’IL-10 par les facteurs de 

transcription STAT-3. 

5. Nous savons que les Bregs CD24fort CD38fort  de type transitionnels isolés des 

patients LED sont réfractaires à la stimulation CD40 et produisent moins d’IL-10 

par rapport aux contrôles (Blair et al. 2010). Nous savons également qu’en 

neutralisant l’IL-21, la production d’IL-10 et l’expansion des B10 in vitro et in 

vivo est inhibée et que l’IL-21 induit la production d’IL-10 par l’activation de la 

phosphorylation de STAT3 (p-STAT3) (Yang, Yang et al. 2014), (Yang, Yang et 

al. 2013). 

 Nos résultats montrent pour la première fois que la pré-sensibilisation GA de 4h permet de 

restaurer l’expression de l’IL-21R, d’augmenter celle de CD5 et enfin d’accroitre la production 

d’IL-10 des LB lupiques. Le GA permet donc de restaurer la production d’IL-10 mais en 

stimulant une autre population de LB de type mémoire qui est majoritairement représentée dans 

lupus.  Nos expériences montrent que l’induction de l’expression de l’IL-21R sur les LB des 

patients lupiques est effectivement très faible par rapport aux LB des témoins sains. Ce défaut 

d’IL-21R pourrait participer à la déficience de production d’IL-10 par les LB chez ces patients. 

Toutefois, nous montrons que le GA peut restaurer l’expression de l’IL-21R, ce qui pourrait  

expliquer l’augmentation de la production d’IL-10 dans les co-cultures de LB de patients LED 

pré-sensibilisés au GA. 
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Nos données renforcent l’intérêt d’explorer d’avantage le rôle physiopathologique de l'IL-

21 dans les Bregs chez l’Homme. Nous résultats préliminaires montrent que le GA n’augmentent 

pas la phosphorylation de STAT-3 dans les LB totaux d’amygdales (données non montrées). Il 

serait intéressant de tester si la stimulation GA active la phosphorylation de STAT-3 dans les LB 

mémoires triés. De plus, il serait pertinent d’explorer l’effet que pourrait avoir le blocage de la 

voie IL-21/IL-21R sur la régulation de la prolifération T dans notre modèle. Des anticorps 

bloquants anti-IL-21R humains sont à ce jour indisponibles mais cela pourrait faire l’objet 

d’investigations futures.  

D’autre part, de nombreuses études cliniques réalisées sur des modèles expérimentaux 

murins de lupus et d’arthrites ont montré qu’un traitement avec une protéine de fusion Fc IL-21R 

améliore et réduit la progression du lupus et de l’arthrite (Herber, Brown et al. 2007) (Young, 

Hegen et al. 2007). Toutefois, dans une étude réalisée sur un autre modèle murin de lupus, les 

expériences ont révélé une issue plus complexe. Sur le plan thérapeutique les souris sont traitées 

plus longtemps (24 semaines) par rapport aux précédentes études et avec un IL-21R soluble-Fc 

afin de neutraliser l'IL-21 présent. Ainsi, les auteurs ont mis en évidence un effet bi-phasique de 

l'IL-21. Alors que le traitement précoce affecte négativement la survie des souris, à un stade 

tardif de la maladie en revanche le traitement améliore la survie des souris (Bubier, Bennett et al. 

2007, Bubier, Sproule et al. 2009).  

Chez l’Homme, un AC monoclonal humain anti-IL21R (ATR-107) a été conçu pour 

empêcher la fixation de l’IL-21 et bloquer l’activation de son récepteur. Les récentes tentatives de 

blocage de ce récepteur semblent donner des résultats contrastés chez les patients lupiques (Xue 

et al. 2015) A la lumière des nouvelles données sur la fonction suppressive de l’IL-21, on peut 

supposer que les tentatives infructueuses chez les patients lupiques s’expliquent en partie par une 
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neutralisation de la fonction et de la différenciation des Bregs IL-21R+ chez les patients lupiques, 

qui sont déjà moins nombreux, comme nous le démontrons, à l’état basal chez ces patients.  

Une des voies qui serait également intéressante à explorer est celle faisant intervenir l’IL-

21 dans la production de la molécule granzyme B dans les LB ayant un potentiel suppresseur. En 

effet, au sein de l’environnement tumoral chez l’Homme, il a été mis en évidence une co-

localisation de LB exprimant le granzyme B avec des Tregs sécréteurs d’IL-21 (Lindner, Dahlke 

et al. 2013). Une analyse plus approfondie sur des LB du sang périphérique de volontaires sains a 

permis de montrer en culture in vitro que l’IL-21, combinée à une stimulation du BCR et des 

TLR-7 ou 9, induit la sécrétion de granzyme B capable d’inhiber la prolifération des LT CD4+. 

Plus intéressant encore, ces expériences montrent que l'IL-21 contribue à l'expression et la 

sécrétion de granzyme B dans la population LB particulière CD19+ CD5+. Ces données viennent 

s’ajouter aux observations reliant la fonction immunosuppressive à l’expression de CD5+ et du 

récepteur à l’IL-21 sur les LB. Nous pouvons ainsi émettre l’hypothèse suivante : la population 

de LB mémoires étant majoritairement représentée dans le lupus, le GA serait capable d’activer 

in vivo la fonction Breg défaillante chez les patients, en restaurant l’expression de l’IL-21R dans 

les LB mémoires CD5+. Par conséquent, il serait intéressant de savoir si la restauration 

fonctionnelle constatée dans notre modèle est associée à une production de granzyme B.  
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10. Conclusion et perspectives du projet 

En résumé, dans un contexte pathologique de LED, un médicament comme le GA peut 

restaurer une fonction suppressive défectueuse. Une courte étape de pré-sensibilisation par le GA 

a permis de restaurer la fonction suppressive de la prolifération T des LB de patients LED. Le 

GA est donc capable de modifier intrinsèquement le comportement et le phénotype du LB. Chez 

les patients LED, le GA restaure l’expression de l’IL-21R et augmente l’expression de CD5 à la 

surface des LB. Ces deux molécules dont on sait maintenant qu’elles sont associées à la 

production d’IL-10 et donc indirectement à un contrôle de la polarisation Th1, sont probablement 

à l’origine des effets du GA sur la fonction Breg. 

Les récentes découvertes issues des approches in vitro pour induire efficacement l’expansion des 

B10-Bregs chez la souris, fournissent un outil indéniable à leur manipulation à des fins 

thérapeutiques. Exploiter les propriétés anti-inflammatoires des Bregs représente aujourd’hui une 

opportunité nouvelle d’aborder la question de la thérapie chez l’Homme également.  Mieux 

connaître le Breg, c’est savoir!mieux l’appréhender dans le cadre de la pathologie. Ce travail 

permet de poser un nouvel éclairage sur les Bregs chez l’Homme.  Globalement, nous savons 

aujourd’hui que les Bregs peuvent répondre à différents types de stimulation pour devenir 

fonctionnels. L’outil thérapeutique Breg est déjà un sujet d’actualité dans des modèles murins. 

Chez la souris, la stimulation des Bregs par des AC monoclonaux anti-TIM-1 induit une 

libération d’IL-10 et prévient le rejet d’allogreffes pancréatiques (Ding, Yeung et al. 2011). De 

fortes doses d’oestrogènes régulent à la hausse la fonction de certains Bregs, au moins chez la 

souris et dans des modèles d’EAE (Bodhankar, Galipeau et al. 2013). De la même façon, un 

transfert adoptif de Bregs générés in vitro par une stimulation GIFT-5, une fusokine formée par 
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une combinaison de GM-CSF et d’IL-15, conduit à une suppression de la production d’IFN-γ par 

des LT effecteurs et par conséquent permet de supprimer les symptômes de l’EAE (Rafei, Hsieh 

et al. 2009). Le développement de méthodes analogues pour les cellules humaines pourrait laisser 

présager à de nouvelles approches dans le traitement de maladies auto-immunes, avec plus de 

garanties pour le malade en occasionnant le moins d’effets secondaires indésirables possibles. 

Bien qu’il subsiste de nombreuses zones d’ombre à éclaircir quant à la ou les voies empruntées 

par le GA pour affecter intrinsèquement un LB mémoire, nous montrons qu’amplifier une 

fonction régulatrice et surtout la restaurer lorsqu’elle est défaillante chez les malades, est 

parfaitement possible in vitro. Devant l’engouement suscité par le développement de procédés 

favorisant l’expansion des Bregs chez la souris à des fins thérapeutiques, l’enjeu est aujourd’hui 

d’être en mesure d’extrapoler de telles démarches chez l’Homme. Ce travail, avec toute la 

modestie requise, contribuera à faire naître un nouvel élan vers de telles perspectives.  
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RESUME 

Le lymphocyte B (LB) des patients lupiques est réfractaire à tous 

les procédés décrits à ce jour pour activer une fonction régulatrice 

B (Breg). Il constitue de ce fait un modèle intéressant d’étude de la 

déficience Breg chez l’Homme et soulève de nombreuses 

interrogations. Est-il possible de restaurer un défaut d’activation de 

la régulation LB? Si oui est-il possible d'agir à temps et le  plus 

efficacement possible, et comment s'y prendre? Ou au contraire, 

est-ce un état irréversible de la cellule B? Ce travail de thèse a pour 

objectif principal de répondre à cette problématique essentielle à 

notre compréhension du Breg. Grace à un polypeptide de synthèse 

le Glatiramer acetate (GA), nous montrons que la restauration de la 

fonction régulatrice d’un Breg chez les patients lupiques est 

possible. Le compartiment LB mémoire fixe fortement le GA et la 

pré-sensibilisation par le GA permet d’augmenter le potentiel 

régulateur des LB mémoires mais n’affecte aucunement celui des 

LB matures. Le GA exerce deux actions majeures sur le LB 

mémoire. D’une part, il génère une meilleure capacité d’inhibition 

de la prolifération T, dont le mécanisme est associé à un contact 

cellulaire impliquant les molécules HLA-DR. D’autre part, il 

favorise un contrôle plus efficace de la polarisation Th1 qui est très 

probablement associé à sa capacité à induire la production d’IL-10 

dans ces LB. Enfin, le GA modifie le phénotype des LB mémoires 

puisque l’expression de CD5, IL-21R, ou encore PD-1 est 

significativement augmentée, autant de molécules impliquées dans 

la fonction suppressive et dans la production d’IL-10. En 

conclusion, nous montrons qu’amplifier une fonction régulatrice et 

surtout la restaurer lorsqu’elle est défaillante chez les malades, est 

parfaitement possible in vitro. Face à l’engouement suscité par le 

développement de procédés favorisant l’expansion des Bregs chez 

la souris à des fins thérapeutiques, l’enjeu est aujourd’hui d’être en 

mesure d’extrapoler de telles démarches chez l’Homme. Ce travail, 

avec toute la modestie requise, contribuera à faire naître un nouvel 

élan vers de telles perspectives. 

ABSTRACT 

B cell in systemic lupus erythematous (SLE) is unresponsive to all 

methods described to date, to activate B cells regulatory (Breg) 

function. Therfore, it is an interesting model to study the Breg 

deficiency in Human, and highlights many questions: is there a way 

to restore a defect of the Breg activation ? If yes, how can we act 

more efficiently ? Or in contrast, is it an irreversible state of the B 

cell? Glatiramer Acetate (GA) is a synthetic polypeptide used in the 

treatment of multiple sclerosis. We show that Breg activity of SLE 

B cells can be restored after stimulation with GA. Interestingly, 

memory B cells bound high level of FITC-conjuated GA in contrast 

to mature B cells. We desmonstrate that GA can increased 

specifically the regulatory activities of memory B cells. GA exerts 

two major actions on the memory B cells. It generates an improved 

capacity of inhibition of the T cell proliferative response, whose 

mechanism is associated with a cellular contact involving HLA-DR 

molecules. In addition, GA supports a more effective control of the 

Th1 polarization which is most likely associated with its capacity to 

induce the production of IL-10 in these B cells. Finaly, GA 

modifies the memory B cell phenotype since the expression CD5, 

IL-21R, or PD-1 is significantly increased, all molecules involved 

in the suppressive function and the IL-10 production. In 

conclusion, our results show for the first time that amplification of 

Breg function and additionally its restoration when it is defective in 

patients, can be perfectly achieved in vitro. Currently, while the 

development of new process supporting the expansion of Bregs in 

the mouse model exist, the challenge is to extrapolate such methods 

in human. Through the control of their regulatory potential, 

regulatory B cells could be the targets of novel therapeutic 

approach in autoimmune diseases. This study might open up new 

horizons in this  field. 

 


