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Résumé 

 Les maladies auto-immunes résultent d’un dysfonctionnement du système 

immunitaire. L’étiologie de la pathologie reste souvent inconnue, compliquant la conception 

de traitements adaptés. Ce projet de thèse s’est focalisé sur la molécule « a proliferation 

inducing ligand » (APRIL), facteur de survie des plasmocytes (PC) produisant les anticorps, 

dans l’hépatite auto-immune (HAI) et la sclérose en plaques (SEP). Dans l’HAI, une principale 

caractéristique histologique est la présence d’un infiltrat lymphoplasmocytaire formant une 

hépatite d’interface dommageable. Dans cette maladie, nous avons d’abord pu mettre en 

évidence une corrélation positive entre l’expression d’APRIL et l’infiltration des PC dans les 

espaces portes. In vitro, nous avons observé une survie augmentée des PC du foie en présence 

d’APRIL. La corticothérapie communément prise par les patients HAI ne cible pas directement 

les PC. Cependant, nous avons remarqué une réduction simultanée de la densité de PC et de 

l’expression d’APRIL. Ainsi, cette étude étend le rôle de facteur de survie d’APRIL aux PC du 

foie dans l’HAI. Les rechutes sont fréquentes après arrêt du traitement, nous indiquant que 

les cellules pathogènes sont épargnées par la thérapie. Nos résultats montrent que le ciblage 

d’APRIL pourrait être précieux dans l’HAI. Propre de son rôle sur les PC, APRIL a été ciblée avec 

succès dans plusieurs maladies auto-immunes. Outre ces succès, un essai clinique visant à 

bloquer APRIL dans la SEP à malheureusement conduit à une exacerbation inattendue de la 

maladie. Nous avons été capables de montrer qu’APRIL cible un nouveau type cellulaire dans 

le système nerveux central, les astrocytes. La fixation d’APRIL à la surface des astrocytes 

dépend d’un nouveau partenaire de liaison, exprimé par ces derniers, les chondroïtines 

sulfates protéoglycans. Cette interaction induit la production de la cytokine anti-

inflammatoire IL-10, conduisant à l’inhibition de, la prolifération des lymphocytes T auto-

réactifs et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. L’utilisation de souris déficientes pour 

APRIL dans le modèle standard de la SEP nous a permis de confirmer le rôle neuro-protecteur 

d’APRIL. Finalement, après injection d’APRIL recombinante dans ce modèle murin, une 

réduction de la sévérité de la maladie a été observée. Globalement, nous avons identifié APRIL 

comme une molécule à double rôle dans les maladies auto-immunes. 

 

Mots-clés : A proliferation inducing ligand (APRIL), Auto-immunité, Sclérose en plaques (SEP), 

hépatite auto-immune (HAI), Inflammation.  
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Abstract 

 Autoimmune diseases result from a dysfunction of the immune system. The disease 

etiology is often unknown, complicating the design of appropriate treatments. This thesis 

project focused on the molecule “a proliferation inducing ligand” (APRIL), a survival factor for 

antibody-producing plasma cells (PC), in autoimmune hepatitis (AIH) and multiple sclerosis 

(MS). In AIH, one main histological feature is the presence of a lymphoplasmacytic infiltration 

forming a damaging interface hepatitis. In this disease, we first noticed a positive correlation 

between APRIL expression and PC infiltration in portal spaces. In vitro, we further observed an 

extended survival of liver PC in the presence of APRIL. The corticosteroid therapy commonly 

applied to AIH patients does not directly target PC. However, we noticed a concomitant 

reduction in portal PC density and APRIL expression. Hence, this study is extending the survival 

role of APRIL to liver PC in AIH. Relapses are frequent after treatment withdrawal, telling us 

that pathogenic cells are spared by the therapy. Our results indicate that APRIL targeting might 

also be valuable in AIH. Own to its role on PC, APRIL has been successfully targeted in several 

autoimmune diseases. Besides successes, a clinical trial aiming at APRIL blockade in MS has 

unfortunately led to an unexpected disease exacerbation. We have been able to show that 

APRIL targets a new cell type in the central nervous system, the astrocyte. The APRIL binding 

to astrocyte surface depends on a new binding partner, expressed by the latter, the 

chondroitin sulfate proteoglycans. This binding induces the production of the anti-

inflammatory cytokine IL-10, leading to the inhibition of, self-reactive T-cell proliferation and 

pro-inflammatory cytokine secretion. Use of APRIL-deficient mice in the standard model of 

MS allowed us to confirm the neuroprotective role of APRIL. Finally, after recombinant APRIL 

injection in this model, a lowered disease severity was observed. Overall, we identified APRIL 

as a dual role molecule in autoimmune diseases.    

Keywords: A proliferation inducing ligand (APRIL), Autoimmunity, Multiple sclerosis, 

Autoimmune hepatitis, Inflammation. 
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Introduction générale 

Les membres de la superfamille des facteurs de nécrose tumorale sont impliqués dans 

de nombreux processus physiologiques. Parmi ces membres, on retrouve le ligand APRIL (a 

proliferation inducing ligand) qui améliore la survie des lymphocytes B et plasmocytes, les 

cellules produisant les anticorps. Bien que leur rôle dans la pathogénèse des maladies auto-

immunes ne soit pas toujours bien établi, les traitements visent le plus souvent à réduire la 

réponse immunitaire.  

Les travaux de cette thèse ont eu pour but d’étudier le rôle de la molécule APRIL dans 

deux maladies auto-immunes dont l’étiologie reste encore méconnue, la sclérose en plaques 

et l’hépatite auto-immune. 

Dans la première partie comportant 4 chapitres nous aborderons l’état de l’art. Après 

avoir présenté la superfamille des facteurs de nécrose tumorale et plus particulièrement la 

découverte d’APRIL, nous nous focaliserons pour le 2eme chapitre sur le rôle des lymphocytes 

B et plasmocytes dans l’auto-immunité. Par la suite nous présenterons dans deux chapitres 

distincts le développement de la sclérose en plaques et de l’hépatite auto-immune.  

Dans la deuxième partie, nous présenterons les différents résultats acquis au cours de 

cette thèse. Un chapitre sera consacré à l’étude d’APRIL dans les hépatites auto-immunes et 

un autre chapitre pour l’étude d’APRIL dans la sclérose en plaques. Les résultats obtenus pour 

les deux études seront présentés sous la forme d’articles scientifiques acceptés pour 

publication ou en cours de soumission. Pour plus de simplicité et éviter la redondance, la 

partie « matériel et méthodes », les figures ainsi que les références correspondantes à chaque 

étude seront directement intégrées dans le chapitre correspondant. Chaque chapitre 

présentera d’abord le contexte avec les observations ayant initiées le projet, puis le manuscrit 

associé à l’étude sera intégré sous sa forme finale d’acceptation/soumission.  

Pour finir, une dernière partie permettra de restituer les avancées faites grâce aux 

travaux de cette thèse dans un contexte plus global et de discuter des perspectives générales. 
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I. Généralités sur la superfamille des facteurs de nécrose tumorale  
 

La superfamille des facteurs de nécrose tumorale (TNF) est composée à ce jour de 19 

ligands et 30 récepteurs. Les interactions ligand-récepteur sont complexes car un ligand peut 

interagir avec plusieurs récepteurs et un même récepteur peut avoir différents ligands (figure 

1). Les signaux médiés par les TNF participent à un large panel de fonctions biologiques comme 

la régulation de l’inflammation, l’apoptose, la prolifération cellulaire ou encore la 

morphogénèse. Ces fonctions essentielles assurées par la superfamille des TNF (TNFSF) en 

font une cible préférentielle dans le traitement de plusieurs maladies comme le cancer, les 

maladies infectieuses ou encore auto-immunes [1]. 

Figure 1 : Diagramme représentatif des ligands TNFSF et de leurs récepteurs respectifs. 

Les ligands (verts) sont trimériques et certains peuvent être solubilisés (flèche au niveau du 

site de clivage). Les récepteurs respectifs à chaque ligand présentent des domaines riches en 

cystéines (bleu) et également certains présentent des domaines de mort (rouge). (Schéma de 

Bodmer et al., 2002) 
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I.1 Caractéristiques structurales et fonctionnelles 

Malgré une homologie de séquence modérée de 20 à 30%, les membres de la TNFSF 

partagent tous une homologie structurale très élevée [2]. La plupart des ligands de la TNFSF 

sont des protéines transmembranaires de type II (extrémité N-terminale intracellulaire) 

exprimées à la membrane. L’extrémité C-terminale extracellulaire contient un domaine 

d’homologie TNF (THD, TNF homology domain). Les THD s’assemblent sous la forme 

d’homotrimères non covalents. Des formes hétérotrimériques ont également été retrouvées 

[3,4]. Ainsi chaque ligand possède 3 sites de liaisons aux récepteurs TNF (TNFR).  Certains 

ligands peuvent subir un clivage protéolytique entrainant la solubilisation de ceux-ci.  

Les récepteurs de la TNFSF (TNFRSF, TNF receptor superfamilly) sont des protéines 

transmembranaires de type I comportant un ectodomaine de structure allongée formé de 

plusieurs domaines riches en cystéines (CRD, cysteine-rich domain), un domaine 

transmembranaire et une partie intracellulaire qui recrute les protéines de transduction de 

signal à l’intérieur de la cellule. Les récepteurs peuvent être classés en 3 groupes :  

- Les récepteurs possédant un domaine de mort (DD, death domain) dans la partie 

intracellulaire. L’interaction récepteur-ligand active la mort cellulaire par apoptose en 

faisant intervenir les DD soit via une protéine adaptatrice Fas (FADD, Fas-associated 

DD) ou par le récepteur R1 du TNF-α (TRADD, TNFR1-associated DD) par exemple.  

 

- Les récepteurs interagissant avec les membres de la famille TRAF (TNF receptor-

associated factor). Le recrutement de ces molécules adaptatrices permet l’activation 

de diverses cascades de signalisation comme NF-κB (Nuclear Factor-KappaB), JNK (Jun 

N-terminal Kinase), ERK (Extracellular Signal Regulated Kinase) ou PI3K 

(phosphoinositide-3 kinase). 

 

- Les récepteurs « leurres ». Ces récepteurs n’ont aucuns partenaires interagissant avec 

le domaine intracellulaire et fonctionnent ainsi comme des inhibiteurs de ligands 

TNFSF. 
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 I.2 Signalisation 

Après la liaison des ligands TNF à leur récepteurs respectifs, ils peuvent médier 

différents signaux à l’intérieur de la cellule cible : l’apoptose, la survie, la différenciation ou 

encore la prolifération. La transduction passe par l’activation de plusieurs voies de 

signalisation impliquant NF-κB, JNK, les MAPK (Mitogen-activated protein kinases). La plupart 

des membres de la TNFRSF signalent en se liant à un ou plusieurs TRAF [5] (figure 2).  

 

Figure 2 : Voies de signalisations des TNFRSF 

Les TNFR font intervenir différents acteurs dans la cascade de signalisation suite à la liaison 

d’un ligand TNF. La partie intracellulaire du TNFR recrute plusieurs complexes protéiques 

incluant TRADD, FADD, TRAFs, menant soit à l’apoptose soit à la prolifération des cellules via 

l’expression de gènes et sécrétion de cytokines (schéma de Covalab biotechnology). 
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II. Découverte d’APRIL 

II.1 Structure 

APRIL (A Proliferation Inducing Ligand) a été identifiée pour la première fois en 1998 

par Hahne et al [6]. Le gène d’APRIL se situe sur le chromosome 17p13, assez proche d’un 

autre membre de la TNFSF, TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis). En terme de 

structure, APRIL est beaucoup plus proche d’un autre TNF ligand, BAFF (B cell Activating Factor 

ou aussi connu comme BLyS) avec ~48% d’homologie de séquence dans le domaine TNF. 

Les TNF ligands s’assemblent en homotrimères [2] et BAFF et APRIL n’échappent pas à 

la règle. Ce sont des protéines transmembranaires de type II qui subissent un clivage 

protéolytique sur un motif multi basique/site consensus [7]. Contrairement à BAFF, APRIL 

n’est jamais retrouvée comme une forme liée à la membrane. Elle est clivée dans l’appareil de 

Golgi par une protéase de type furine suivi par la sécrétion de la forme biologiquement active 

d’APRIL [7]. La forme soluble est un trimère non covalent d’environ 63kDa. Il existe une 

diversité importante des formes matures d’APRIL en raison des différents épissages et 

évènements post-traductionnels [8]. Du fait de la proximité des gènes d’APRIL et de TWEAK, 

il existe une forme alternative nommé TWE-PRIL formée d’un ARNm hybride de TWEAK et 

APRIL [9]. Cette protéine est composée de la portion transmembranaire et cytoplasmique de 

TWEAK fusionnée avec la partie C-terminale du domaine TNF d’APRIL. Cette forme pourrait 

représenter une forme d’APRIL liée à la membrane. APRIL peut également former des 

hétérotrimères avec BAFF dans certaines conditions pathologiques, la stœchiométrie du 

trimère oriente l’affinité pour un TNFR et donc le type de signalisation sous-jacente [4,10].  

 

II.2 Identification des récepteurs 
 

Les TNFRSF sont généralement des protéines de type I avec des CRD dans leur portion 

extracellulaire. BAFF a d’abord été démontré pour se lier au TNFR TACI (transmembrane 

activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor) [11]. Puis peu de temps 

après, plusieurs publications ont montrées qu’APRIL et BAFF signalisés via TACI et BCMA (B 

cell maturation antigen) [12,13]. BAFF-R est un autre TNFR pouvant lier BAFF mais pas APRIL 

[14]. Les hétérotrimères APRIL/BAFF semblent se lier uniquement à TACI même si il n’existe 

aucune démonstration (figure 3). Pour la forme TWE-PRIL, aucun récepteur n’est connu mais 
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comme le domaine TNF de liaison est celui d’APRIL, il est logique de penser que cette forme 

peut se lier à TACI et BCMA.  

 

Figure 3 : Représentation des interactions entre APRIL/BAFF et leurs récepteurs. 

Le produit sécrété d’APRIL interagit avec les récepteurs TACI, BCMA et les HSPG. BAFF possède 

en plus de TACI et BCMA un récepteur unique BAFF-R. APRIL/BAFF peuvent former des 

hétérotrimères qui se lient préférentiellement à un de ces récepteurs en fonction de leur 

stœchiométrie (schéma de Pascal Schneider, Epalinges). 

 

Les récepteurs interagissant avec APRIL et BAFF diffèrent significativement de la 

structure canonique des TNFR. Ces 3 récepteurs sont des protéines transmembranaires de 

type III sans peptide signal ni de DD. Dans le cas de BCMA, seulement un CRD est présent, 2 

CRD (CRD1 et CRD2) pour TACI et aucun CRD canonique pour BAFF-R [15]. 

Plusieurs évidences vont dans le sens de l’existence d’un 3eme récepteur spécifique 

d’APRIL. En effet il a été démontré une stimulation de la prolifération chez certaines cellules 

comme par exemple les Jurkat, les cellules épithéliales de poumons A549, les fibroblastes NIH-

3T3, cellules cancéreuses du colon HT-29, mais aucune de ces cellules n’expriment TACI ou 

BCMA [6,16]. De plus, BAFF ne se lient pas aux cellules tumorales répondant à APRIL et n’induit 

aucun signal de prolifération [16,17]. Grâce à une différence structurale entre BAFF et APRIL, 

un nouveau partenaire d’APRIL a pu être identifié, étant les héparanes sulfate protéoglycans 

(HSPG), faisant partie de la famille des glycosaminoglycanes. Un stretch d’acides aminés 
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basiques (QKQKKQH) proche de l’acide aminé terminal présent sur la protéine mature APRIL 

est impliqué dans la liaison aux HSPG (figure 4). La liaison entre les charges négatives des HSPG 

et la séquence basique d’APRIL est inhibée par l’ajout d’héparine, un héparane sulfate (HS) 

soluble. Il est démontré que les HSPG servent de co-récepteurs pour APRIL permettant son 

oligomérisation à la surface des cellules cibles afin d’engendrer un signal suffisant via les 

récepteurs TACI et BCMA [17,18].  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation de la structure de la protéine APRIL 

Un clivage protéolytique par une furine entraine la sécrétion de l’extrémité C-terminale 

d’APRIL. Un stretch composé d’acides aminés chargés positivement (QKQKKQH) permet 

d’interagir avec les HSPG. 

 

Cas particulier des glycosaminoglycanes 

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont des macromolécules glucidiques ubiquitaires 

chargées négativement. Ce sont des chaînes linéaires sulfatées présentes à la surface des 

cellules et dans la matrice extracellulaire (MEC) d’un grand nombre de cellules et tissus.  Elles 

se composent de répétitions disaccharidiques et peuvent se lier à une protéine formant ainsi 

un protéoglycan (figure 5). Ce sont des cofacteurs essentiels dans les processus d’adhésion 

matrice-cellule, et impliqués dans les interactions récepteur-facteurs de croissance [19].  
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Figure 5 : Structure des héparanes sulfate protéoglycans 

Les chaines de HSPG sont des glycoprotéines linéaires qui s’assemblent à partir d’un 

tétrasaccharide (région « linker ») sur un résidu sérine d’un corps protéique. La synthèse de la 

chaine se fait par l’addition d’un disaccharide de base répétitif composé d’acide Glucoronique 

(GlcA) et Glucosamine (GlcNAc). L’extension de la chaine est également accompagnée de 

sulfatations sur ces résidus. Ces charges négatives interagissent avec la protéine APRIL. 

 

On distingue plusieurs types de GAG selon la prédominance du type de disaccharide 

qui les composent. On retrouve notamment en plus des HS, les chondroïtines sulfates (CS), 

dermatanes sulfates (DS) et kératanes sulfates (KS). L’expression de chaque GAG varie selon 

le tissu. On peut citer l’importante expression des CS protéoglycans (CSPG) dans la MEC du 

cerveau qui sont impliqués dans le développement neural et le guidage des axones. Plusieurs 

types de CS existent en fonction de la position et du nombre de sulfates ajoutés sur la chaîne 

(figurer 6). Ils sont largement surexprimés par les astrocytes lors de lésions du système 

nerveux et forment ce que l’on appelle « la cicatrice gliale ». Ceci permet d’empêcher la 

propagation des lésions mais inhibe également la pousse axonale au niveau des sites de 

lésions [20]. Les CSPG ont été reportés comme s’accumulant dans les lésions de sclérose en 

plaques (SEP) [21]. L’échec de la remyélinisation étant un obstacle majeur au rétablissement 

de la SEP, les CSPG sont donc probablement une des causes de cet échec.   

 

 



25 
 

Figure 6 : Structure des CSPG 

Les chaînes de CSPG se distinguent selon la position et le nombre de sulfate (OSO3
-) sur la 

chaine glycosidique. Les types A, B et C sont monosulfatés et les types D et E sont disulfatés. 

L’addition des sulfates se fait sur les carbones 2, 4 ou 6 selon le type de CS (Schéma adapté de 

Swarup et al., 2013).    

 

Affinité  

Les affinités de liaison d’APRIL pour les différents récepteurs divergent. APRIL se fixe 

préférentiellement à BCMA et a une plus faible affinité pour TACI [16]. Du côté de BAFF les 

affinités pour TACI et BCMA sont similaires. Alors que BCMA lie BAFF et APRIL, l’affinité de 

liaison de BCMA avec APRIL est 10 fois supérieure par rapport à celle avec BAFF [22,23].    

II.3 Fonction biologiques d’APRIL 

a) Expression d’APRIL et de ses récepteurs 

APRIL est exprimée dans des sous-populations de cellules immunitaires : les 

monocytes, macrophages, cellules dendritiques (CD) et lymphocytes T (LT) [24,25]. APRIL est 

également trouvée dans des cellules non immunes, incluant les ostéoclastes et les tissus 

tumoraux [9,26,27]. Bien qu’APRIL soit exprimée par les mêmes types cellulaires que BAFF, 

APRIL est d’abord clivée dans la cellule puis sécrétée alors que BAFF est exprimée à la surface 

des cellules et peut ensuite être sécrétée par clivage [7,28,29]. La protéine fusion TWE-PRIL 

est retrouvée dans les monocytes ainsi que les LT activés et naïfs [9]. Une forte quantité de 

l’ARNm d’APRIL est détectée dans les lignées de cellules transformées, dans les cancers du 
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côlon humain, les tissus lymphoïdes et la thyroïde in vivo [6]. APRIL est de manière aberrante 

retrouvée dans les lymphocytes B (LB) malins et dans le microenvironnement des tumeurs de 

LB [30–32]. 

Les récepteurs BAFF-R pour BAFF et TACI et BCMA sont exprimés sur les LB à des stades 

différents, dépendant de la maturation et de l’activation de la cellule (figure 7). BAFF-R est 

exprimé sur les LB naïfs et LB du centre germinatif (CG). A ce stade l’expression de TACI 

apparaît. Au stade le plus tardif de la différenciation, soit les plasmocytes (PC), on retrouve 

l’expression de BCMA et également de CD138 ou encore syndecan-1, type de HSPG exprimé 

par les PC [33–35]. 

 

 

 

Figure 7 : Expression des récepteurs d’APRIL et de BAFF sur les LB 

Selon le stade de maturation et l’endroit où se trouvent les LB, l’expression de TACI, BCMA, 

BAFF-R et CD138 varie. 

 

b) Effets d’APRIL in vitro 

 

Du faite de la difficulté importante de reproduire une protéine APRIL recombinante 

active de haute spécificité, l’étude d’APRIL dans des expériences in vitro et in vivo ainsi que 

son rôle ont longtemps été controversés [36].  APRIL est connu pour agir principalement sur 

les LB. Il a été démontré qu’APRIL induisait spécifiquement la prolifération rapide des PB en 

division à partir des LB mémoires activés en augmentant leur survie in vitro, via le récepteur 

BCMA. Cependant, l’importance d’APRIL dans le maintien des PC différenciés n’est pas 

totalement connu [25]. APRIL est également impliquée dans la surexpression de plusieurs 

BAFF-R BAFF-R 
TACI 

TACI 
BCMA 
CD138 
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molécules co-stimulatoires exprimés sur les LB et par conséquent augmente la fonction de 

présentation d’antigène de ceux-ci [37].  

APRIL peut aussi avoir une action sur d’autres types cellulaires comme les LT. 

L’APRIL murine a montré la capacité de co-stimuler la prolifération des LT induite avec un 

anti-CD3 [38]. 

c) Effets d’APRIL in vivo 

Différents groupes ont développés des souris transgéniques et knockout pour étudier 

APRIL. Des souris sur-exprimant le gène APRIL humain sous le contrôle d’un promoteur 

spécifique des LT ont montrées un doublement du pourcentage de LB dans les ganglions 

lymphatiques, ainsi que du niveau d’immunoglobulines (Ig) de type M en absence de tout 

challenge antigénique [39]. Après un challenge antigénique, les LT transgéniques pour APRIL 

survivent plus longtemps in vivo et in vitro comparé aux LT non transgéniques. Ceci semble 

être dû à l’expression augmentée du gène anti-apoptotique BCL-2 par ces cellules T 

transgéniques. Les souris APRIL transgéniques ont également montrées une réponse altérée 

aux antigènes indépendants des LT, menant à une élévation du taux d’IgM et IgG spécifique 

de l’antigène. Concernant les IgA, leur taux dans le sérum a été augmenté dans les souris 

transgéniques plus âgées [40].  

Deux groupes différents ont générés des souris déficientes pour APRIL avec des 

résultats plutôt divergents. 1 groupe n’a démontré aucun effets ni sur les organes et tissus, ni 

dans le développement des LB et LT, ou encore dans la réponse humorale suite à un challenge 

antigénique [41]. De manière controversée, le second groupe a démontré une augmentation 

du nombre de LT mémoires effecteurs, des CG élargis et une réponse IgG aux antigènes 

dépendants des LT augmentée. APRIL joue également un rôle en induisant le switch isotypique 

des IgG1 et IgA dans les LB à partir de souris knockout pour CD40. Suggérant qu’APRIL réduit 

les réponses anticorps dépendant des LT et favorise le switch isotypique des IgA.  

Ces différentes observations peuvent s’expliquer par l’utilisation de différents fonds 

génétiques pour la création de ces souris déficientes [41,42].  
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II.4 Rôle d’APRIL dans les maladies auto-immunes 

Il y a plusieurs évidences indiquant qu’APRIL à un rôle important dans le 

développement ou le maintien de plusieurs maladies auto-immunes comme notamment, le 

lupus érythémateux systémique (LES), la polyarthrite rhumatoïde (PR), le syndrome de Sjögren 

(SS), la néphropathie à IgA ou la SEP.  Cette partie a fait l’objet d’une revue scientifique publiée 

dans Journal of Autoimmunity [43]. 
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A B S T R A C T

Autoimmunity occurs when an adaptive immune response is directed against a self-antigen. As such, autoimmune reactions associated with the production of
autoantibodies are common. These autoantibodies may either be pathogenic by inducing the initial damage to self, or exacerbate the reaction secondarily to the
initial damage. In both cases, the pathway(s) leading to exposure of the immune system to the self-antigen inducing the production of autoantibodies is largely
unknown. The latter is largely complicating the setting of putative prophylactic treatments. As a consequence, one possible way to control these diseases is to
eliminate the cells producing antibodies. We will see that this approach is not yet part of any treatment in autoimmunity. Indeed, all the currently available non-
specific immunosuppressive treatments do not target directly quiescent antibody-producing plasma cells. However, treatments aimed at depleting precursors of
plasma cells, mature B-lymphocytes and/or antigen-experienced B cells not yet fully differentiated into plasma cells, are emerging. Such strategies were recently
proven to be highly successful in several autoimmune disorders by two independent ways. The first way is by induction of B-cell cytotoxicity with an antibody
directed against the surface antigen CD20. The second way is by antagonism of a key B-cell survival factor, the B-cell activation factor from the TNF superfamily
(BAFF). In the present review, we will focus on the current knowledge regarding the role of a molecule related to BAFF, a proliferation-inducing ligand (APRIL), in
autoimmune diseases, which acts on antibody-producing plasma cells. We will discuss expectations deriving from APRIL targeting in autoimmune diseases.

1. Introduction

Autoimmunity is defined by the occurrence of an adaptive immune
response misdirected against a self-antigen. In late stages, this response
may affect several self-antigens through a process known as epitope
spreading. Unfortunately, autoimmunity frequently leads to a severe
disease associated with failure of the targeted organ. Autoantibodies
may be at the basis of the pathogenic process, causing the initial cell
death that ultimately results in organ failure. In this case, molecular
mimicry between the self-antigen and a non-self antigen present on an
exogenous compound, most often of microbial origin, has been long
postulated [1]. During the second Swiss autoimmune liver disease
meeting held in Lugano, Switzerland, a quite distinct concept, dual
reactivity, has been presented. The dual reactivity concerns also a
combined reactivity against a self and a non-self antigen. However, in
this case these two antigens may have a totally different structure. The
reactivity against the self is acquired following somatic hyper-muta-
tions occurring during the germinal center reaction, while the un-mu-
tated common ancestor is not self-reactive. This process has been well
demonstrated in pulmonary alveolar proteinosis with the generation of
pathogenic autoantibodies directed against a differentiation factor for
alveolar macrophages, the granulocyte/macrophage colony stimulating

factor [2]. This autoimmune reaction leads to depletion of lung mac-
rophages and accumulation of toxic products. Pathogenic auto-
antibodies may not necessarily be the initial trigger of the disease, but
instead arise secondarily following the initial damage. These antibodies
are believed to exacerbate tissue inflammation and disease progression.
The best evidence for such secondary autoantibodies are antibodies
directed against cytoplasmic and/or nuclear autoantigens in auto-
immune patients. Due to their cellular localization, it is clear that the
immune system cannot be exposed to such antigens, unless a primary
event, of autoimmune origin or not, leading to cell death, occurs. Au-
toimmune diseases in which a molecular mimicry or dual reactivity
pathway was probed remain a minority. In most cases, the early steps in
the production of autoantibodies are not known for both triggering and
secondary antibodies. This renders complicated the design of a pro-
phylactic intervention for these antibody-associated autoimmune re-
actions. A therapeutic setting after disease initiation is believed to be
more likely. Obviously, targeting the cells producing autoantibodies
may be of high value. There are two well-characterized antibody-pro-
ducing cells, which correspond to late differentiation stages of B lym-
phocytes, the so-called plasmablasts (PB), produced in secondary lym-
phoid organs, and the fully differentiated plasma cells (PC), originating
from a PB. In the steady state, PC home and establish in the bone
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marrow (BM). This can also occur in inflamed tissues, such as tissues
undergoing an autoimmune reaction. In contrast to PB, PC can be ex-
tremely long-lived. This is the case in the BM. In tissues, they persist
until the resolution of the inflammatory process. Here, we will review
the literature relevant to the physiological function of a proliferation
inducing ligand (APRIL) on antibody-producing cells. Next, we will
discuss the current knowledge on the role of APRIL in autoimmune
diseases. Finally, we will comment on what could be expected in these
diseases from APRIL-targeting as compared to existing B-cell mod-
ulatory agents.

2. APRIL biology

Two laboratories simultaneously cloned APRIL [3,4]. The protein
sequence revealed a homology of around 20% with several members of
the tumor necrosis factor superfamily (TNFSF), of which APRIL became
the 13th member (TNFSF13). The APRIL gene is located on chromo-
some 17 in humans [5]. As for almost all TNF members, APRIL is ad-
jacent to another member of the superfamily, the TNF-like weak in-
ducer of apoptosis (TWEAK, TNFSF12). Such proximity and the same
transcriptional direction between the two genes explain the generation
of hybrid mRNA molecules containing the cytoplasmic/transmembrane
and stalk domains of tweak and the receptor binding domain of APRIL
by an intergenic splicing event [6]. Members of the TNFSF are re-
cognized to play pleiotropic functions that may be as diverse as cell
activation and cell death. At the time of cloning, the APRIL function
was controversial, with one group reporting stimulation of cell pro-
liferation, and the other induction of cell death. The identification of
APRIL receptors did not reveal the presence of a canonical death-in-
ducing domain in their cytoplasmic domain, explaining why induction
of apoptosis was not confirmed later. Like all members of the TNFSF,
APRIL is produced as a homo-trimer, and similarly to other secreted
TNFSF members, APRIL contains in the membrane proximal part of its
extracellular domain, a site for protease cleavage. For APRIL, it is a site
recognized by furin proteases localized in the Golgi apparatus, ex-
plaining its usual absence from the plasma membrane of APRIL-pro-
ducing cells [7]. Note that isoforms lacking the furin cleavage site have
been identified [8]. Very soon after APRIL cloning, the B-cell activation
factor from the TNF superfamily, BAFF (TNFSF13b), sharing a
homology as high as 48% with APRIL, was reported. Such high
homology is at the origin of the formation of BAFF/APRIL hetero-tri-
mers [9]. Two APRIL receptors belonging to the TNF-receptor super-
family (TNFRSF), the B cell maturation antigen (BCMA, TNFRSF17) and
the transmembrane activator and CAML-interactor (TACI, TNFRSF13b)
were identified two years after APRIL cloning [10,11]. The homology
between BAFF and APRIL also leads to the sharing of these two re-
ceptors, but BAFF has also its own specific receptor, BAFF-R [10,12].
Notably, the surface expression of all these receptors is regulated by
protease shedding not always in a ligand dependent manner [13]. It
was rapidly discovered that cells lacking expression of TACI/BCMA still
bound APRIL, leading to the discovery of a third receptor, the heparan
sulfate proteoglycan (HSPG) [14,15]. In the TNFSF, this phenomenon is
quite unique, since only one other member, the ectodysplasin A, also
binds to HSPG [16]. APRIL, unlike other secreted members of the
TNFSF, is unable to efficiently signal into target cells. It requires oli-
gomerization, and HSPG, designed as co-receptor without signaling
function, mediates APRIL oligomerization [17]. Considering this, APRIL
is very similar to many growth factors that also require HSPG to signal
[18]. Additionally, one of the APRIL receptors, TACI, also binds to
HSPG [19,20]. Such a tri-molecular interaction exists also in the growth
factor family for the fibroblast growth factor and its receptor [21]. Up
to now, no interaction of BCMA with HSPG has been reported. Fig. 1
displays APRIL and its receptors at the surface of PC.

Myeloid cells produce APRIL. This is the case for macrophages/
dendritic cells and blood monocytes [22–24]. Polymorphonuclear
(PMN) cells also produce APRIL, at least neutrophils and eosinophils

[23,25,26]. The fact that a wide range of myeloid cells produces APRIL
may indicate that APRIL production is turned on very early in the dif-
ferentiation process of this lineage. This is at least true for PMN, since
APRIL production in BM peaks in precursors cells [24]. APRIL is also
produced by megakaryocytes [27]. Megakaryocytes originate from a
myeloid precursor, arguing for the early production of APRIL in a
myeloid precursor. APRIL production in myeloid cells has a constitutive
component. However, some but not all ligands of toll-like receptors
(TLR) may enhance its production [22,28]. Beside myeloid cells, APRIL
is produced in epithelial cells also with a positive regulation by TLR
ligands [25,29].

3. APRIL physiological functions

Three murine lines deficient in APRIL were independently gener-
ated. At first glance, there was no immune impact for APRIL deficiency
[30]. More extensive analyses with the second line revealed a mild
phenotype affecting the production of only one immunoglobulin iso-
type, the IgA [31]. Steady state IgA reduction was later confirmed in the
first line. Finally, the third line was specifically assessed for the T-cell
response in mouse models of arthritis and lung allergy [32,33]. Both
studies reported a modulation of the T-cell polarization profile. Table 1
summarizes all the physiological functions identified for APRIL and
discussed below.

As first evidenced by the second APRIL-deficient mouse line, APRIL
is involved in the production of IgA. More specifically, APRIL induces a
switch towards IgA in humoral responses independent of T cells. This
has been demonstrated by three independent groups [29,34,35]. Ge-
netically deficient mice allowed the demonstration of a role for the
receptor TACI in the development of T-independent responses [36].
This TACI role was further pinpointed at the level of the IgA switch in
these T-independent responses [37].

Beside the switch process, a second key role of APRIL has rapidly
emerged at the level of PC survival. Several groups have independently
demonstrated this role in BM [23,24,38,39]. This role has been recently
confirmed in long-term cell-free in vitro PC survival [40]. BM PCs are
responsive to APRIL signaling, since they all express BCMA, and a
fraction expresses TACI [19]. This highlights a key function of BCMA in
BM PC survival, which has been demonstrated experimentally in
BCMA-deficient mice [41]. No PC survival function in BM was probed
for TACI in TACI-deficient mice [42]. In addition, all PCs express one
unique HSPG, CD138, also called syndecan-1 [43,44]. CD138 is also
clearly important for PC to respond to APRIL [45]. The constitutive
production of APRIL by myeloid cells in BM discussed above explains
why PC have the ability to survive for decades in this organ. Some
observations made during the investigations of the APRIL function in
BM are puzzling, and may challenge the current dogma on BM-derived
long-term protective immunity. First, APRIL has no impact on BM PC
survival shortly after an antigen challenge. Indeed, reduction of an-
tigen-specific BM PC upon APRIL antagonism was successfully reported
only after 6–12 weeks following the antigen challenge [24,38]. At that
time the scientific community hypothesized that PB generated in the
periphery because of antigen persistence and not dependent on APRIL
are still feeding the pool of BM PC. A short term survival effect (few
days) in BM is only seen when PBs are transferred in antigen naïve
animals [39]. The most surprising observation is that APRIL deficiency
has never been reported to impact the total number of BM PC in the
steady state, in the absence of induced immunization, and this despite
extensive investigations. The number of BM PC is constant and limited
in the steady state. This may mean that PB from the periphery con-
stantly feed and replace the pool of BM PC. Hence, new PB incomers
may displace BM resident PC. According to this, BM PC may not be the
only cellular source of antibodies maintaining a long-term ser-
opositivity. This observation warrants further investigations. The role
of APRIL on cell survival has also been probed for mucosal PC. Ex-
tended PC survival in the presence of APRIL has been well
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Fig. 1. APRIL and its (co)receptors. APRIL is first pro-
duced in myeloid cells as a transmembrane homo-trimer. In
the Golgi apparatus, furin-like proteases process APRIL to
release a soluble product containing a positively charged
tail. This tail interacts with negatively charged sulfate re-
sidues distributed all along the heparan sulfate side chains of
proteoglycans (HSPG). HSPG (CD138 for plasma cells) serve
as APRIL concentrator at the surface of target cells to med-
iate an efficient signaling via TACI and/or BCMA. Note that
one of the two APRIL-signaling receptors, TACI, also binds to
HSPG. A shedding process implicating the indicated pro-
teases regulates surface expression of APRIL-signaling re-
ceptors. This process is not necessarily APRIL-dependent.

Table 1
APRIL physiological functions.

Receptor In vitro demonstration In vivo demonstration

Proinflammatory
PC survival BCMA Survival of purified tonsil PC (see Ref. [25]). Transfer of primed spleen B cells in APRIL-deficient mice (see

Ref. [39])
T-independent IgA switch TACI IgA production by purified B cells stimulated by anti-BCR/IL-4

(see Ref. [29])
Mucosal IgA+ PC in CD40-deficient patients (see Ref. [29])

B2 cell-costimulation TACI ? Proliferation of purified B cells stimulated by anti-BCR/IL-21
(see Ref. [46])

None

T-dependent switch TACI IgG1 and IgE production by purified B cells stimulated by anti-
CD40/IL-4/IL-21 (see Ref. [47])

None

PB output from GC TACI Differentiation of B cells into PB upon TACI transduction (see
Ref. [51])

Spleen at the GC/T interface of immunized mice upon anti-
APRIL treatment (see Ref. [52])

T-cell costimulation TACI Proliferation of purified T cells stimulated by anti-CD3 (see Ref.
[57])

Bcl2 expression in T cells from APRIL-transgenic mice (see
Ref. [58])

Anti-inflammatory
Breg. immunosuppressive function TACI IL-10 production by B cells from total PBMC (see Ref. [54]) None
Treg. immunosuppressive function TACI Treg. suppressive function on Tconv. stimulated by anti-CD3

(see Ref. [55])
None

PC: plasma cell.
PB: plasmablast.
Reg.: regulatory.
Con.: conventional
PBMC: peripheral blood mononuclear cell.
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demonstrated in the gut for IgA PC but also for gut total im-
munoglobulin production induced by an oral challenge [25,31].

APRIL is unlikely to act on mature naïve B cells, since this cellular
pool is unaffected in APRIL-deficient mice. This is in sharp contrast with
the related molecule BAFF, whose deletion severely reduces the number
of mature B cells, owing to BAFF-R expression at that stage [12]. Be-
sides IgA switch and PC survival, some reports argue in favor of an
APRIL role early in the germinal center (GC) reaction. Indeed, re-
combinant APRIL sustains the proliferation of human activated con-
ventional B2 cells [46]. Recombinant APRIL also boosts a T-cell de-
pendent switch [47]. There is no report for a role of the receptor BCMA
in GC regarding these functions, and sensitive reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) did not detect BCMA expression in
GC [38]. By contrast, the second receptor TACI is clearly involved in the
GC reaction. Indeed, one striking phenotype of TACI-deficient mice is
GC enlargement due to an increased number of GC B cells [48]. In fact,
TACI mediates GC B cell apoptosis, which may even lead to B-cell
lymphoma development and/or autoimmunity in its absence [42]. Pa-
tients with common variable immunodeficiency associated to a func-
tional inactivation in TACI also present enlarged GC, confirming the GC
role of TACI in humans [49]. The TACI ligand mediating this effect is
not known, since no such phenotype was reproduced in BAFF and/or
APRIL deficient mice [30,50]. One cannot exclude that TACI has a li-
gand-independent function. Notably, transduction of TACI in B cells by
itself without any ligand stimulation is able to drive PB differentiation
[51]. In fact, a role for APRIL in GC remains elusive, since to the best of
our knowledge, APRIL expression in GC has never been reported even
when investigated by sensitive RT-PCR [52]. Only an extra-GC pro-
duction of APRIL in secondary lymphoid organs by medullary cord
macrophages has been reported [53]. Despite this extra-GC production,
memory B cells from secondary lymphoid organs appear to be in-
dependent of APRIL [38]. Recently, APRIL production by stromal cells
at the GC/T cell interface was also reported, and APRIL antagonism
resulted in a moderate reduction in the output of TACI+CD138+ PB
from GC [52].

Quite distinct but still related to the B-cell lineage, a role for APRIL
in the generation of regulatory B cells producing the T-cell im-
munosuppressive IL-10 has been reported [54,55]. This function is
shared by BAFF with an involvement of TACI [56].

The third mouse line deficient in APRIL suggested a role for APRIL
on T cells. A costimulation effect was reported with recombinant APRIL
or use of purified T cells from APRIL transgenic mice [57,58]. BCMA
expression in T cells has been excluded by many groups including
ourselves, and the reported expression of TACI in T cells is highly
controversed [59]. We did not find ourselves TACI expression by sen-
sitive RT-PCR in T cells no matter their state of activation (unpublished
observations). Very recently, a role for the APRIL/TACI axis on T cells
has reemerged in a pathological situation, multiple myeloma, with the
support of regulatory T cell survival and suppressive function [55].
Hence, the role of APRIL on T cells is still open to debate. By contrast, a
role for BAFF in T-cell costimulation is clearly established [59,60].

4. APRIL pathological function in autoimmunity

4.1. Preclinical evidences

The first evidences were indirect with the use of a soluble form of
TACI, the receptor shared by APRIL and BAFF, able to antagonize them
both [61]. Afterwards, the involvement of each ligand was assessed
with specific antagonism and/or use of mouse lines genetically deficient
for these ligands. In this section, we will describe the effects on diseases
first obtained with soluble TACI. We will then discuss whether a specific
role has been attributed to BAFF in these models. Finally, we will
present data specifically reporting a role of APRIL. Table 2 is sum-
marizing the pathogenic role of APRIL identified during these pre-
clinical studies.

4.1.1. Systemic lupus erythematosus
Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic systemic auto-

immune disease strongly associated to the production of auto-
antibodies, mostly directed against nuclear antigens. Immediately after
its cloning, the effect of soluble TACI injection was assessed in SLE
models. In 2000, soluble TACI consisting of the extracellular domain of
the receptor fused with an Fc part of an immunoglobulin (TACI-Fc) was
tested in the NZBWFI lupus model starting before disease onset.
Treatment revealed a reduced kidney dysfunction with less proteinuria
and an overall longer mouse survival [62]. A second group using an
adenovirus coding for TACI-Fc reported in the same model also before
disease onset a delay in proteinuria associated to a reduction in IgM
anti-double stranded DNA [63]. Recently, TACI-Fc and BAFFR-Fc
(BAFF-only blockade) were compared in this model after disease onset
[64]. In this setting, TACI-Fc but not BAFFR-Fc normalized proteinuria.
The favorable effect of TACI-Fc on the disease compared to BAFFR-Fc
treatment was associated to a reduction of IgG anti-double stranded
DNA and less IgG deposit in the kidney. APRIL-specific treatment with
an antagonistic antibody was also tested in this model before disease
onset [65]. This treatment delayed proteinuria and prolonged survival.
This reduction in disease severity was associated to a reduction in IgM
anti-double stranded DNA and less IgM deposit in kidneys. A specific
role of APRIL was also confirmed by the use of APRIL-deficient mice in
a second lupus model, the Nba2.yaa model [66]. In this model, the
APRIL/TACI axis revealed to be key, since the production of auto-
reactive B cells was severely reduced in their absence. Taken together,
this set of data would indicate that APRIL, but not BAFF, is implicated
in preclinical lupus. However, this is not the case. First, lupus-like au-
toimmune serology and kidney immunoglobulin deposit were observed
in BAFF-overexpressing transgenic animals [67,68]. Second, the role of
both molecules is model-dependent. Indeed, BAFFR-Fc had a similar
effect as TACI-Fc in the NZM model [69]. A study showing that APRIL-
deficiency, at variance to BAFF-deficiency, did not modulate the disease
in this NZM model, confirmed the model dependency [70,71]. In
summary, it may be concluded that there is a contribution of APRIL in
the production of pathogenic autoantibodies in animal models of lupus.
BAFF is also involved in preclinical lupus. At this stage, we would like
to mention that the exacerbated disease has been observed in BCMA-
deficient animals [72]. This phenotype is very similar to the one re-
ported in TACI-deficient animals, and it might have to do with a decoy
function of these two receptors after shedding from the PC surface [13].

4.1.2. Rheumatoid arthritis
Rheumatoid arthritis is a chronic autoimmune disorders affecting

joints. In this disease, one autoantibody is the so-called rheumatoid
factor, corresponding to antibodies recognizing the Fc portion of IgG.
Others autoantibodies recognize a common post-transductional mod-
ification in citrunillated proteins. Almost simultaneously to lupus, the
effect of soluble TACI was assessed in a model of RA, the collagen in-
duced arthritis (CIA) model. Two studies with TACI-Fc injection ad-
ministered before and after disease onset revealed the same marked
inhibition of disease development [73,74]. In one study, the effect on
the disease was associated to a reduction in total anti-collagen antibody
production. A similar reduction in disease development was observed
with adjuvant-induced arthritis in the rat system [75,76]. BAFFR-Fc
was not tested in CIA, but treatment with a BAFF-specific peptibody
showed disease severity inhibition [77]. This peptibody consists in a 12-
mer BAFF-binding peptide isolated from a phage display library se-
lected on recombinant BAFF and fused to a human IgG1 Fc part. In this
study, the authors reported that the peptibody is also active in the
NZBWF1 lupus model. Regarding APRIL, a reduction of CIA disease
incidence was reported in APRIL-deficient mice, revealing an APRIL
pathogenic effect [32]. This effect was associated to a modulation in the
polarization of the T-cell response raised against the collagen antigen,
with a skewing towards Th1 and Th17 cells. There were no data re-
garding PC in this report. Transgenic mice overexpressing APRIL were
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also assessed in CIA [78]. Surprisingly the disease was also dampened
in terms of incidence and severity with a lowered antibody response to
collagen, indicating a protective effect for APRIL in this model. This
result should be taken with caution, however, since APRIL was ex-
pressed ectopically in T cells in the transgenic animals. This may mean
that provision of exogenous APRIL such as injection of recombinant
APRIL may have a protective activity. The same group reported later for
the first time a positive effect of APRIL in the generation of regulatory B
cells producing IL-10 [54]. Taken together these observations indicate
that, although there is undoubtedly a pathogenic role for the combi-
nation APRIL/BAFF and BAFF alone, there is no straightforward con-
clusion on the role of APRIL by itself in CIA. This might be due to the
fact that either CIA is predominantly dependent on T cells, or that in
CIA APRIL has a protective role by positively modulating regulatory B
cells. Also, the predominant BAFF pathogenic effect may involve a
function different from the regulation of antibody production such as its
costimulatory effect reported on T cells [79].

4.1.3. IgA nephropathy
This disease is associated with the overproduction of aberrantly

glycosylated (galactose-deficient) IgA, secondarily inducing autoanti-
body production directed against galactose-deficient immunoglobulins
[80]. Soluble TACI has not been tested in this model. For BAFF, upre-
gulated expression driven by ectopic transgenesis in mouse liver by
itself is able to induce kidney IgA deposit and circulating, aberrantly
glycosylated, IgA in addition to lupus features [81]. This result means
that BAFF when upregulated, at least in liver cells, may be associated to
IgAN disease features. However, it remains to be demonstrated whether
such features also occur when BAFF is upregulated in an orthotopic
fashion. An anti-APRIL antagonist was tested in the classical IgAN
model spontaneously occurring in the type BB grouped ddy mouse
strain [82]. Anti-APRIL treatment led to a reduction in both total serum
IgA and glomerular kidney deposition. In summary, APRIL appears to
have a role in the mouse model of IgAN. BAFF may also be involved.

4.1.4. Multiple sclerosis and optic neuritis
Multiple sclerosis (MS) and optic neuritis (ON) are two autoimmune

neurodegenerative diseases, wherein autoantibodies against central and
peripheral nervous antigens, such as the myelin oligodendrocyte gly-
coprotein (MOG) and the aquaporin 4, are frequently identified. A so-
luble form of the second shared receptor between APRIL and BAFF,
BCMA (BCMA-Fc) was used in the mouse model of MS, experimental
autoimmune encephalitis (EAE) [83]. Reduction in mouse paralysis was
reported whenever treatment start was (before and after disease onset).
TACI-Fc was used in rat EAE also in a pre-disease setting [84]. At
variance, TACI-Fc did not modulate rat paralysis. However, increased
inflammation, demyelination and neuronal cell death in the optic
nerves were observed. This latter is more reminiscent of ON. EAE in
non-human primates (marmoset) was also tested with anti-APRIL and
anti-BAFF antagonist antibodies [85]. Each reagent lowered monkey
paralysis. In this study, the anti-BAFF expectedly decreased the pool of

mature CD20+ B cells in blood and secondary lymphoid organs. No-
tably, this was also observed at a similar extent in the blood with the
anti-APRIL. The anti-APRIL did not impact mature B cells in secondary
lymphoid organs. A similar effect for an anti-APRIL on mature B cells
has not been found in rodents, indicating that a different mature B-cell
regulation may exist in rodents and primates. One should note that all
these models were induced by animal immunization with the full length
MOG as a self antigen. In this situation, the induced EAE is dependent
on the antigen-presenting function of B cells to pathogenic T cells, so
that the protective effect reported are largely expected. We induced
EAE in APRIL-deficient mice (second line) with the CD4+ T-cell
dominant peptide of MOG. In this case, the induced EAE is independent
of B cells. Quite surprisingly, we observed that paralysis was ex-
acerbated in the absence of APRIL (Baert et Al., submitted). Along the
line, J. Gommermann in Toronto reported that BAFF-Tg mice are fully
resistant to EAE induced either by the MOG protein or peptide [86].
This effect is likely due to the BAFF/BAFFR axis, since BAFFR defi-
ciency resulted in exacerbated mouse EAE induced with the MOG
peptide [87]. EAE severity may be reduced by targetting BAFF and/or
APRIL. However, this should be taken with high cautious, since several
models also indicated that both molecule may have a protective effect.

4.2. Clinical evidences

In this section, we will first present the human autoimmune diseases
with a demonstrated upregulation of APRIL expression. We will then
describe the results obtained from the different clinical trials testing
antagonism of combined APRIL/BAFF and BAFF on its own in these
diseases.

4.2.1. Systemic lupus erythematosus
A single nucleotide polymorphism present in the first exon of APRIL

has been first defined as conferring susceptibility to SLE in a Japanese
cohort [88]. This was later confirmed in other ethnicities [89]. In the
circulation, APRIL concentration correlates with disease severity
[90,91]. However, quite contrary results also exist with two reports
indicating an inverse correlation between high circulating APRIL and
disease severity [92,93]. Two cellular sources of APRIL were defined in
SLE, the first being the kidney itself with the abnormal presence of
infiltrating macrophages and the second being circulating B cells
[94,95]. APRIL kidney expression was further correlated with re-
sistance to treatment [96]. APRIL aberrant production by B cells has
been reproduced with healthy cells exposed to a chronic stimulation by
TLR ligands [97]. This latter may represent an autocrine pathway in B
cells leading to autoantibody production. High APRIL serum con-
centration was also reported in systemic sclerosis that may be con-
sidered an overlapping syndrome with SLE [98,99].

The soluble TACI-Fc compound was named atacicept in clinical
trials. The phase I testing of atacicept in patients with a moderate
disease was successful with a good tolerability and achievement of an
expected biological response with the reduction of circulating mature B

Table 2
APRIL pathological functions (preclinical).

Receptor In vivo demonstration

Pathogenic
Autoantibodies in lupus TACI Anti-APRIL treatment (see Ref. [65])

Use of APRIL-deficient mice (see Ref. [66])
Superior effect of TACI-Fc over BAFFR-Fc (see Ref. [64])

Anti-IgA in IgAN ? Anti-APRIL treatment (see Ref. [82])
Mature blood B cells in EAE ? Anti-APRIL treatment (see Ref. [85])
IL-17 in CIA ? Use of APRIL-deficient mice (see Ref. [32])
Protective
Autoantibodies in CIA TACI ? Use of APRIL-transgenic mice (see Ref. [78])
T-cell immunosuppression in EAE CSPG/other Use of APRIL-deficient mice (submitted for publication)

CSPG: chondroitin sulfate proteoglycan.
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cells/PB and all immunoglobulin isotypes, IgM, IgG and IgA [100,101].
No effect was observed at the level of the anti-double stranded DNA
antibodies serum titers. This was explained by the moderate disease
activity of the study cohort associated to low baseline levels of auto-
antibodies. A phase II trial was conducted in patients with a moderate
to severe disease. The trial was terminated early because of adverse
events including infections. Similar adverse events were seen in a phase
II/III trial testing atacicept in active lupus nephritis [102]. Reappraisal
of the study led to the finding that the adverse events were not more
frequent compared to other B-cell modulatory treatments and/or not
directly due to atacicept [103]. Post hoc analyses of the phase II con-
firmed the biological response with the reduction of B cells/PB and in
IgM/IgG/IgA serum levels [104]. Notably, the authors reported a re-
duction in anti-double stranded DNA antibodies serum titers. They
further reported a clinical response with the reduction in the risk of
flare for the highest atacicept dose tested. Consequently, a new phase II
was launched [105]. This trial confirmed the absence of an increased
risk of serious adverse events whether or not related to infections. A
biological response was achieved with reduction in total IgM/IgG/IgA,
as well as anti-double stranded DNA antibodies serum titers. Reduction
of flare frequency was reproduced. Notably, the trial showed for the
first time a reduction in the disease activity at the highest dose tested.
This latter clinical response was best seen in serologically positive and
high disease activity patients. No phase III has been announced yet. We
are also unaware of any trial testing atacicept in systemic sclerosis.
Collectively, these trials showed that atacicept treatment is safe, de-
creases total immunoglobulin levels including that of autoantibodies,
and reduces SLE activity.

Three BAFF-only antagonists, two monoclonal antibodies (beli-
mumab and tabalumab) and one peptibody (blisibimod) have been
tested in SLE, and showed efficacy. Both the food and drug adminis-
tration and the European medicines agency approved belimumab in
2011 as an add-on therapy for the treatment of active SLE positive for
anti-double stranded DNA and/or anti-nuclear antibodies [106]. It does
not include patients with active SLE in the kidney and central nervous
system. An initial phase I trial with belimumab reported in 2008
showed a reduction of circulating B cells/PB [107]. There was no sig-
nificant reduction in total immunoglobulins and anti-double-stranded
DNA antibodies serum titers in the whole study cohort. However, anti-
double stranded DNA antibodies titers were significantly reduced in the
subset of patients with high baseline levels. The phase II trial first did
not reach primary endpoints defined as a reduction of time to flare and
disease activity [108]. However, efficacy on the disease activity was
found in the subset of patients with a serologically active disease. This
clinical response was associated to a decline in B cells/PB and anti-
bodies against double-stranded DNA. Two phase III trials in ser-
ologically active patients showed improved response rate and disease
activity reduction in the presence of belimumab [109,110]. In these
two studies, belimumab did not increase the adverse event rate com-
pared to placebo.

4.2.2. Rheumatoid arthritis
Seropositive patients with RA have a high serum concentration of

APRIL [111]. In RA patients, circulating monocytes aberrantly express
APRIL on their surface, likely originating from the furin-uncleavable
isoforms of APRIL [112]. The level of surface APRIL on these cells
correlates with APRIL serum concentration, and disease activity. Cir-
culating APRIL/BAFF hetero-trimers were first detected in this disease,
followed by SLE [113,114]. APRIL concentration is also upregulated
locally, in the synovial fluid [111,115]. This is likely due to the local
APRIL production mediated by myeloid cells (macrophages, neutrophils
and dendritic cells) and synovial fibroblasts [116–118].

Two phase II trials tested atacicept in methotrexate- and TNF an-
tagonist-resistant patients [119,120]. Biological responses included
non-specific reduction in total mature B cells/PB and total im-
munoglobulins IgM/IgG/IgA. Rheumatoid factor but not anti-

citrullinated antibody titers were also decreased. Despite the biological
responses, these two trials did not ameliorate the response to treatment
based on the level of circulating C-reactive protein. The anti-BAFF,
belimumab, was also tested in RA as a phase II trial, and a clinical
response was demonstrated [121]. An even better improvement in the
response to treatment was observed in serologically active (rheumatoid
factor and anti-citrunillated protein antibody positive) patients. While
both compounds showed similar efficacy in SLE, the results are quite
different in RA patients treated with atacicept, the drug not modulating
disease activity at variance with belimumab. This difference remains
unexplained.

4.2.3. Sjögren's syndrome
Sjögren's syndrome (SS) is another rheumatic disease affecting

salivary glands often occurring with RA. The rheumatoid factor is also
present in this disease. Other autoantibodies are directed against RNA-
interacting proteins. At variance with RA, no APRIL upregulation could
be observed in salivary glands from SS patients, even in salivary glands
harboring ectopic GC [122]. Another study even reported a local
downregulation of APRIL [123]. By contrast, the authors and na in-
dependent group reported an upregulation in APRIL serum concentra-
tion [124]. This shows that serum data may not reflect the tissue si-
tuation. It is also showing that autoimmune reactions occurring in two
related diseases may differ in their fine molecular regulation. This
difference may also explain why BAFF-only antagonism with beli-
mumab has been tried in SS [125]. We are not aware of any trials with
atacicept in this disease.

4.2.4. IgA nephropathy
An APRIL polymorphism, different from the one identified in SLE,

has also been defined as a susceptibility gene in IgAN in the Chinese
population [126]. High APRIL concentration in the serum of IgAN pa-
tients correlates with disease severity [127]. This study further showed
that treatment of peripheral blood mononuclear cells from patients with
APRIL led to the production of galactose-deficient IgAN in vitro. In these
patients, circulating B cells harbor an upregulation of APRIL mRNA.
Another study also reported aberrant expression of APRIL in B cells in
situ, in GC from tonsils [128]. Non furin-cleavable forms of APRIL were
also detected in these IgAN tonsillar GC B cells, and chronic stimulation
of B cells from healthy donors with a TLR9 ligand reproduced aberrant
APRIL expression in B cells. Considering that TLR9 stimulation has been
frequently associated with IgAN progression, an autocrine APRIL-de-
pendent B-cell activation pathway may be involved in IgAN patho-
genesis. Based on the phase I trials already completed in other auto-
immune diseases and discussed previously, a phase II trial
(NCT02808429) testing atacicept was launched. We are not aware of an
ongoing BAFF-specific trial in this disease.

4.2.5. Multiple sclerosis and optic neuritis
In the cerebrospinal fluid (CSF) of MS patients, APRIL is either

slightly upregulated or unmodulated compared to control CSF from
patients suffering from non-inflammatory neurodegenerative disorders
[129,130]. In ON, APRIL concentration in CSF is increased [130]. We
did not find upregulation of APRIL concentration in either the serum or
CSF of MS and ON patients (unpublished results). In the MS par-
enchyma, Tangarajh et al. reported that reactive astrocytes produced
APRIL [131]. The authors used an anti-human APRIL antibody, Aprily-
8, we made, and misinterpreted its reactivity. It is in fact a subset of
monocytes/macrophages that secretes APRIL in MS lesions, and re-
active astrocytes in lesions bind paracrine APRIL (Baert et Al., sub-
mitted for publication). We did not observe in human MS lesions evi-
dence for a neuronal expression of APRIL reported in the mouse system
[132].

Neurodegenerative diseases constitute a paradigm regarding treat-
ment with B-cell modulating reagents targeting BAFF/APRIL. Indeed,
atacicept exacerbated the disease in the phase II trials atacicept in MS
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(ATAMS) and ON (ATON) [133,134]. Disease exacerbation was evi-
denced by an increase in the relapse rate and the conversion to clini-
cally definitive MS in MS and ON, respectively. Note that in ATON,
atacicept treatment was associated to a weaker loss of the retinal nerve
fiber layer thickness in the affected eye. Nevertheless, these led to early
trial halts. In both trials, the obtained biological responses were ex-
pected with a drop in peripheral B cell counts combined to decrease
serum concentrations in total IgM, IgA and IgG. The existence of a pool
of Breg dependent on BAFF and/or APRIL was rapidly put forward to
explain these unexpected clinical responses [135]. However, this would
mean that disease exacerbation should have been seen in other diseases.
Hence, it has to be specific of autoimmune neurodegenerative diseases.
We have had access to MS autopsies of treated patients and biopsies at
diagnosis. In both cases, we observed that APRIL has a non B-cell cel-
lular target in the central nervous system (CNS), the reactive astrocyte
(Baert et Al., submitted). In the latter cell, APRIL triggers an anti-in-
flammatory response, explaining, at least in part, clinical trial failures.
For BAFF, the clinical trial NCT00882999 testing an anti-BAFF in re-
lapse remitting multiple sclerosis was launched in 2009 and completed
in 2012. There is currently no report on this trial. According to now
existing preclinical data, none of these two molecules should be tar-
geted in autoimmune neurodegenerative diseases.

4.2.6. Other diseases
Are there other autoimmune diseases that may be dependent on

APRIL? None has been identified in animal models. Alopecia areata,
myasthenia gravis, and bullous pemphigoid are three additional auto-
immune diseases associated with autoantibodies and showing increased
APRIL serum concentration [136–138]. These diseases may be depen-
dent on APRIL, but evidences are still scarce. We believe that stronger
evidences exist for diseases harboring a dense PC infiltrate in the in-
flamed organ as a hallmark. IgG4-related disease (IgG4-RD) is such an
example. Recently, Kawakami et al., observed that APRIL-producing
macrophages were abundant in IgG4-RD kidney and salivary gland le-
sions [139]. In situ binding of secreted APRIL onto infiltrating IgG4+ PC
could be identified. Furthermore, the PC reduction after successful
glucocorticoid treatment correlated with the reduction of APRIL-pro-
ducing macrophages. One should note that the serum level of APRIL
inversely correlated with circulating IgG4 in this disease [140]. Ob-
viously, data stem from two different cohorts, but this indicates that
serum data might sometimes be misleading compared to analyses in the
affected organ(s). The Kawakami in situ report warrants further pre-
clinical studies in a relevant animal model.

We would like next to discuss liver autoimmunity, the subject of the
meeting held in Lugano. There are two autoimmune disorders affecting
the liver, which are characterized by autoantibodies and PC infiltration,
namely primary biliary cholangitis (PBC) and autoimmune hepatitis
(AIH). Serum level of APRIL has been studied in PBC, and no change
has been reported [141]. There are currently no published data on
APRIL in AIH. We have recently started a study on in situ APRIL ex-
pression in AIH. Our preliminary results are comparable to those

reported in IgG4-RD with an abundant production of APRIL in lesions,
and a correlation pre- and post-treatment between APRIL expression
and the density of liver PC infiltration. These observations make au-
toimmune liver diseases, especially AIH, disorders to investigate for a
possible pathogenic involvement of APRIL.

5. Expectations from APRIL targeting

B-cell modulatory agents have recently shown a striking success in
several autoimmune diseases. The entire story started with the in-
troduction of an anti-CD20 antibody called rituximab, a biological
agent with B-cell cytotoxic activity. As discussed here, it was followed
by an antagonist to BAFF, belimumab, able to block a key mature B-cell
survival factor. Another B-cell specific compound showing efficacy in
autoimmunity is atacicept, combining the blockade of BAFF and the
related APRIL. Recently another version of TACI-Fc, RCT-18, was en-
gineered with a higher molecular weight than atacicept, and tested in
phase 1 trials for rheumatoid arthritis and lupus [142–144]. Effects
reported on circulating B-cell count and Ig were similar to atacicept.
APRIL-only antagonism has not yet been tested in humans. This should
come soon, since antagonist monoclonal antibodies directed against
human APRIL with an avidity below the nanomolar range have been
validated preclinically [85,145]. There is also an APRIL-based chimeric
antigen receptor that has been generated to deplete TACI/BCMA posi-
tive PC [146]. A detailed description of these agents is shown in
Table 3. For the moment, some of these agents are tested in multiple
myeloma, but there is presently no known chief barrier for their use in
autoimmune diseases as well. Finally, multiple reagents including an-
tibodies and chimeric antigen receptors have been created to target
BCMA. These reagents are also currently tested in multiple myeloma.
All these reagents have been reviewed recently by others [147]. The
question we have to ask is whether APRIL antagonism is worth testing
in autoimmunity and what improvement could we expect from it. There
is no doubt that APRIL acts on PC, and there are no convincing data
demonstrating a role for APRIL in the early phases of humoral response
as discussed previously. This is not the case for the anti-CD20 and the
anti-BAFF. In view of the invasiveness for the required procedure,
clinical trials could not assess depletion of BM PC during BAFF and
CD20 targeted trials. However, expression pattern of the respective
receptors provides key informations. CD20 expression is high on mature
naive B cells, and is gradually lost upon B-cell differentiation. At the PC
stage, CD20 is fully turned off. Mouse experiments confirmed the ab-
sence of depletion of BM PC upon CD20 targeting [148]. Regarding PB,
some authors reported loss of CD20 expression at that differentiation
stage, at least in the blood [149]. This might explain the persistence of
circulating PB after rituximab treatment in patients [150]. One question
mark remains regarding the susceptibility of PB at their site of pro-
duction in secondary lymphoid organs. Mouse experiments showed that
PB in secondary lymphoid organs, at least in the spleen, are susceptible
to the anti-CD20 [148]. BAFFR harbors a very similar expression pat-
tern to CD20, with also a complete expression loss at the PC

Table 3
APRIL-only reagents for clinical usage.

Epitope Patent Clinical trial

Anti-APRIL (see ref. [145]) TACI/BCMA binding site WO 2010/100056 A2 Multiple myeloma
Anti-APRIL (see ref. [85]) None disclosed WO 2016/110587 A1 NCT03340883
Anti-APRIL (no ref.) TACI/BCMA binding site WO 2002/094192 A2 None
CAR APRIL (see ref. [146]) HSPG binding site WO 2011/047121 A1 None

APRIL w/o HSPG binding site/CD28TM-cyt/OX40cyt/CD3cyt WO 2013154760 A1 Multiple myeloma
NCT03287804APRIL w/o HSPG binding site/CD8 stalk-CD28TM-cyt/OX40cyt/CD3cyt

APRIL w/o HSPG binding site/CD8 stalk-CD28TM-cyt/OX40cyt/CD3cyt

CAR: chimeric antigen receptor.
TM: transmembrane.
Cyt: cytoplasmic.
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differentiation stage. As discussed previously, all PC express BCMA.
However, BCMA on PC is unresponsive to BAFF stimulation [151]. A
subset of PC expresses TACI, and TACI does respond to recombinant
BAFF but only to an oligomerized form, mimicking BAFF 60-mer [151].
This highly oligomerized form of BAFF represents only a minor fraction
of native BAFF, at least when measured in the circulation. These find-
ings indicate that PC should be largely BAFF independent. The un-
altered survival of transferred PC in the BM of BAFF-deficient hosts,
while reduced in APRIL-deficient hosts, is a relevant in vivo confirma-
tion to this possibility. This absence of BAFF dependency may be pre-
sent in humans, since belimumab is unable to alter protective immunity
conferred by long-lived BM PC generated after vaccination [152]. Re-
garding PB, belimumab depletes IgM- but not IgG-producing cells
[153]. This indicates that BAFF-R expression loss may be induced after
the isotype switch process. For the APRIL receptors, in addition to
BCMA that is expressed ubiquitously, PC also ubiquitously gain the
expression of the co-receptor HSPG, CD138. PC responsiveness to
APRIL as inferred by an extended survival was demonstrated in vivo as
discussed above. In addition, soluble TACI, but not soluble BAFFR,
depletes BM PC in mouse [64]. However, that specific role of soluble
TACI has still not yet been demonstrated in humans, since atacicept,
similar to belimumab, does not significantly modulate vaccine-induced
protective immunity in treated patients [100]. In conclusion, there is
currently no available B-cell modulating agent with a demonstrated
activity on long-lived BM PC in human, leaving a key window of op-
portunity for the investigation of APRIL antagonism.

The anti-BAFF, belimumab, is approved for SLE treatment, and the
anti-CD20, rituximab, is currently used off-label in resistant cases
[154]. Both reagents showed also efficacy in RA. A humanized form of
an anti-CD20, ocrelizumab, was approved by the FDA and EMA in MS
[155]. There is yet no similar data regarding an anti-BAFF in MS. It will
most likely not come out for the reasons discussed above. These two
agents and related compounds are currently tested in a wide range of
other autoimmune diseases, exceeding the scope of the present review.
We will only discuss ongoing investigations in liver autoimmunity.
Rituximab has been tested in PBC. Two independent studies including 6
and 14 patients reported a decreased level of anti-mitochondrial anti-
bodies and a significant reduction of serum alkaline phosphatase level
[156,157]. A subsequent phase II study with 57 patients showed the
same biochemical response but no significant improvement on fatigue
[158]. Rituximab has also been tested in treatment-resistant AIH. A first
although small study with 6 patients showed a promising biochemical
response with lowering of circulating aspartate aminotransferase level
[159]. Notably, a second study reported complete remission by the
association to low dose standard immunosuppressive treatment [160].
This is at the basis for the increasing use of rituximab as a rescue
therapy in AIH [161]. A clinical trial (NCT03217422) testing in AIH a
cytotoxic antibody, ianalumab, directed against the BAFF-R has been
launched. This latter approach is expected to give a biological response
similar to that of BAFF ligand antagonism. The main drawback of these
B-cell targeted therapies is that they may be still viewed as non-specific
immunosuppressive treatments due to the profound depletion in the
entire mature B-cell pool. Nevertheless, they are active and we should
draw conclusions from their efficacy. Indeed, since both (anti-CD20 and
anti-BAFF antibodies) do not affect PC, it implies that pathogenesis in
these diseases, at least in part, does not originate from antibodies
produced by already established long-lived PC. Obviously, this is cor-
rect if one assumes that autoantibodies are pathogenic in these diseases.
However, it cannot yet be excluded that the anti-BAFF and anti-CD20
are effective because they suppress functions other than antibody pro-
duction such as antigen-presentation/cytokine production (anti-CD20
and anti-BAFF) and T-cell co-stimulation (anti-BAFF). What effect will
have APRIL antagonism targeting PC in the diseases responding to the
anti-BAFF and anti-CD20 therapies? Would it improve the outcome? As
of today, demonstrated efficacy for APRIL antagonism remains at the
preclinical stage in two autoimmune models, SLE and IgAN. In addition,

we should also be asking ourselves whether autoimmune diseases in-
volving antibodies produced by long-lived PC do exist. If they do, they
should be largely responsive to APRIL antagonism.
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Lupus érythémateux systémique 

Le LES est une maladie caractérisée par une production augmentée d’auto-anticorps, 

d’un dysfonctionnement des fonctions des LB et LT, d’une production de cytokines et d’une 

déposition de complexes immuns qui s’accompagnent de manifestations cliniques 

systémiques (neurologique, dermique, rénal, musculo-squelettique et hématologique). Le 

taux d’APRIL dans le sérum de ces patients est largement augmenté mais ne corrèle pas avec 

le taux d’IgG ou d’IgM dans le sérum [44]. Cette surexpression d’APRIL corrèle avec la sévérité 

de la maladie [45]. Cependant d’autres études ont reportées une corrélation inverse [46,47]. 

La source de production d’APRIL dans le LES vient du rein affecté lui-même ainsi que la 

présence anormale de macrophages infiltrants et de LB circulants [48,49]. L’expression rénale 

d’APRIL corrèle également avec la résistance au traitement [50].  

Des essais cliniques sur des patients atteints de LES ont testé une forme soluble du 

récepteur TACI fusionné avec la partie constante (Fc) d’une Ig, TACI-Fc nommé atacicept. La 

phase I a montré une bonne tolérance et une réduction des LB, PB ainsi que les Ig de type IgA, 

IgM et IgG [51,52]. La phase II ainsi qu’un autre essai clinique testant cette molécule ont été 

stoppés à cause d’effets secondaires comme par exemple des infections [53]. Une 

réévaluation des effets secondaires a permis de conclure que ces effets n’étaient pas 

augmentés comparé à d’autres traitements modulatoires des LB et que ce n’était pas 

directement dû à atacicept [54]. Par conséquent, un nouvel essai clinique de phase II a débuté 

et a clairement démontré une réduction des Ig totales, une réduction de l’activité de la 

maladie à la plus forte dose d’atacicept testée [55]. Ces essais confirment que le traitement 

avec atacicept est sûr, baisse le taux d’Ig totales dont les autoanticorps et réduit la sévérité du 

LES. 

L’utilisation de la molécule TACI-Fc dans un modèle de souris (NZBWFI) visant à bloquer 

l’action de la molécule APRIL et BAFF a démontré une réduction du dysfonctionnement rénal 

avec une protéinurie diminué et prolonge la survie de ces souris [12]. Une seconde étude a 

confirmé ces résultats. Selon l’étude, la plupart des auto-anticorps circulants proviendraient 

des PC dépendant des signaux donnés par APRIL et ce traitement viserait à dépléter ces PC 

circulants [56]. Un traitement visant spécifiquement APRIL avec un anticorps antagoniste 

avant le début de la maladie a retardé la protéinurie et la survie a été associée à une baisse 

des IgM anti-ADN et de moins de déposition d’IgM sur les reins [57]. Ces résultats permettent 

de conclure qu’APRIL contribue au développement du lupus. 
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Polyarthrite rhumatoïde 

Cette maladie chronique inflammatoire entraine la destruction de la membrane 

synoviale de l’articulation, due à la formation de complexes immuns. Le tissu entourant ces 

articulations et certains organes peuvent également être touchés (cartilage et os). Le niveau 

d’APRIL est augmenté chez ces patients avec un taux plus élevé dans le liquide synovial 

comparé au sérum, suggérant une production locale aux sites d’inflammations [58]. 

Des essais cliniques de phase II sur des patients atteints de PR testant atacicept 

démontrent une réduction des LB, PB et des IgM, IgG et IgA. Les facteurs rhumatoïdes (Ig 

dirigées contre la partie Fc d’une IgG) ont été réduits mais pas les anticorps anti-peptide 

citrique citrulliné (marqueurs reconnus de la PR). Cependant atacicept n’a montré aucun effet 

sur l’activité de la maladie [59,60].  

Dans un modèle de souris de la PR (collagen-induced arthritis, CIA), l’inhibition d’APRIL 

avec TACI-Fc empêche la progression de la maladie et réduit à la fois le score clinique même 

après le début des symptômes mais aussi la production d’anticorps anti-collagène [61,62]. Une 

réduction de la maladie a également été observée chez des souris déficientes pour APRIL, 

révélant son rôle pathogénique [63]. Récemment un groupe a démontré pour la 1ere fois un 

effet positif d’APRIL dans la génération de LB régulateurs produisant l’IL-10 [64]. Ce même 

groupe ayant montré plus tôt, de manière opposé aux précédentes études, un effet 

protecteur d’APRIL chez des souris transgéniques [65]. Un rôle protecteur d’APRIL au niveau 

du développement de LB régulateurs a été pour la première fois dévoilé.   

La Néphropathie à IgA 

Aussi appelé maladie de Berger, elle mène à une insuffisance rénale provoquée par 

l’inflammation des glomérules (unités anatomiques de chaque reins qui filtrent le sang pour 

produire l’urine). Cette inflammation est produite par une accumulation dans les reins d’IgA 

anormalement glycosylée. Une surexpression d’APRIL dans le sérum de ces patients a été 

corrélée à la sévérité de la maladie [66]. Un essai clinique testant atacicept a débuté en 2017 

pour évaluer la sureté, la tolérance, la dose réponse ainsi que l’efficacité chez des patients 

atteints de Néphropathie à IgA (NCT02808429). 

La molécule TACI-Ig n’a pas été testée dans un modèle animal, en revanche le 

traitement par un anti-APRIL dans une souche de souris développant spontanément ce type 
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de maladie (souche ddy) a conduit à la réduction du taux d’IgA totales dans le sérum ainsi que 

de la déposition sur les glomérules [67].   

Autres maladies 

D’autres maladies auto-immunes associées à la présence d’autoanticorps ont révélées 

une surexpression d’APRIL dans le sérum [68–70]. Il est possible que d’autres maladies 

arborant une infiltration importante de PC au site de l’inflammation montrent de fortes 

évidences pour une implication d’APRIL dans leur pathogénèse. Récemment un groupe a 

démontré que les macrophages produisant APRIL étaient abondants dans les maladies à IgG4 

(IgG4-RD, IgG4-related diseases) et que l’APRIL sécrétée se fixait aux PC infiltrants. Une 

réduction du nombre de PC après traitement avec des glucocorticoïdes à corrélée avec une 

réduction du nombre de macrophages produisant APRIL [71]. D’autres maladies associées aux 

autoanticorps sont liées à une forte infiltration de PC. Notamment l’hépatite auto-immune 

(HAI) et la cholangite biliaire primitive (CBP). Une étude sur des patients CBP n’a montré 

aucune différence dans le niveau d’APRIL sérique comparé à des sujets sains [72].  

Aucune étude n’a encore été menée sur les HAI. C’est pourquoi dans cette thèse une 

partie s’est consacrée au rôle d’APRIL dans les HAI. 

Atacicept a été testée en essai clinique dans d’autres maladies où cette fois il a 

malheureusement dû être stoppé à cause d’effets inattendus aggravant la maladie. Cela a été 

le cas pour la neurite optique (NO) et la SEP [73,74]. La NO est une maladie inflammatoire du 

nerf optique qui peut être présente chez des patients SEP mais également survenir chez des 

patients atteints de neuromyélite optique (NMO). La NMO est une maladie auto-immune qui 

a longtemps été confondue avec une forme de SEP mais que l’on sait maintenant être dû à la 

présence d’autoanticorps dirigés contre l’aquaporine 4 [75,76]. Une étude a montré une 

concentration très élevée d’APRIL dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) de patients atteints 

de NMO et SEP comparé à des patients sains [77]. Comme l’axe APRIL/BAFF est connu pour 

être important pour stimuler les réponses des LB, il était normal de penser qu’APRIL et BAFF 

puissent être impliqués comme facteurs clés et refléter la sévérité de la maladie. 

Malgré l’échec de ces 2 essais cliniques, il nous a parus intéressant d’approfondir et 

d’étudier pourquoi le blocage d’APRIL et/ou BAFF entrainait un résultat néfaste. Dans la 

deuxième partie de ces travaux de thèse on s’est focalisé sur le cas de la SEP. 
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Bien que APRIL et BAFF forment normalement des homotrimères, des formes 

hétérotrimériques actives sont parfois retrouvées [4]. Ces formes ont été trouvées circulantes 

dans le sérum de patients atteints notamment de LES et PR en plus forte quantité que dans le 

sérum de patients sains et peuvent stimuler les LB. Il est donc possible que ces hétérotrimères 

contribuent au développement, à la maintenance ou à la progression de maladies auto-

immunes.   

Fort du rôle d’APRIL dans l’immunité humorale, le chapitre suivant abordera les 

dérégulations qui peuvent survenir au sein des LB et PC conduisant ainsi à l’auto-immunité. 
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Chapitre 2 : 

Lymphocytes B et auto-

immunité 
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I. Régulation de la tolérance lymphocytaire B 

Les LB ont un rôle prépondérant dans l’immunité. Les recherches indiquant leur 

contribution dans l’auto-immunité a donc augmenté l’intérêt d’étudier comment ces cellules 

opèrent, à la fois dans les réponses humorales et dans l’immunité adaptative cellulaire. Un 

des rôles majeurs des LB est de générer des PB et PC sécrétant les anticorps, ainsi que des LB 

mémoires ayant la capacité de répondre rapidement et spécifiquement à un antigène.  

Sous des conditions normales, les LB voient leur cycle de vie finement régulé par des 

points de vérifications à différents stades pour éviter le développement de LB autoréactifs. La 

tolérance centrale s’effectue dans la moelle osseuse (MO) où les LB se développent à partir 

de cellules souches subissant une série d’étapes durant lesquelles les gènes variables des Ig 

sont réarrangés afin de générer un répertoire de liaison spécifique à chaque antigène. Les LB 

subissent une sélection négative s’ils présentent une autoréactivité. Les LB exprimant les IgM 

et IgD non spécifiques à leur surface sortent de la MO pour gagner les organes lymphoïdes 

secondaires (OLS) et deviennent des LB naïfs. Après contact avec un antigène étranger dans 

les follicules des OLS comme la rate et les ganglions lymphatiques, et l’aide des LT, ils subissent 

un nombre de réactions dans le CG permettant l’expansion clonale, le réarrangement des 

gènes des Ig aussi appelé hypermutation somatique et le switch isotypique des chaines 

lourdes des Ig. Ces processus moléculaires uniques aux LB permettent une affinité et une 

spécificité de liaison largement augmentée face à l’antigène. A ce niveau, la présence de 

nouveaux autoantigènes non présents dans la MO oblige une seconde sélection négative 

appelée tolérance périphérique. Les LB avec une forte avidité à un autoantigène sont délétés 

alors que ceux qui ont une faible ou très faible avidité se retrouvent en anergie ou ignorés, 

respectivement. A la fin de ces réactions dans le CG, seulement les LB avec une forte spécificité 

pour un antigène étranger survivent et se différencient soit en LB mémoires ou en PC 

producteurs d’anticorps (figure 8). 
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Figure 8 : Développement et différenciation des LB 

Mécanismes de tolérance des LB dans la MO et en périphérie. La délétion clonale et l’anergie 

sont deux mécanismes utilisés aussi bien en central qu’en périphérie. La force de la 

signalisation via le BCR affecte le sort du LB lors de la tolérance. Le réarrangement des gènes 

des Ig apparait premièrement dans la MO. Les LB transitionnels (T1/2/3) sont retrouvés dans 

la MO et la rate. La tolérance périphérique a d’abord lieu dans la rate où le seuil de 

signalisation est défini par le BCR et où BAFF délivre des signaux de survie. (Schéma adapté de 

Gururajan et al, 2014) 

 

I.1 Rupture de la tolérance B dans l’auto-immunité 

Malgré une suppression efficace et importante de LB auto-réactifs et 2 points de 

contrôles au niveau de la tolérance centrale et périphérique, certains LB auto-réactifs 

échappent à la tolérance et se retrouvent dans la circulation systémique. Mais quels 

mécanismes peuvent être impliqués dans le défaut de tolérance B ? 

a) Signalisation 

La reconnaissance d’un auto-antigène se faisant par le BCR (B-cell receptor), la 

signalisation joue donc un rôle essentiel dans le contrôle et la sélection des LB auto-réactifs. 

Une signalisation anormale via le BCR a notamment été reportée dans le LES [78]. Cette étude 

montre d’aberrants signaux de transductions très tôt dans le LB, en augmentant la 

phosphorylation des résidus tyrosine médié par la liaison au BCR. Un autre défaut peut aussi 

provenir d’une surexpression ou d’une diminution de molécules stimulatrices et inhibitrices 

Plasma 

cells 
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du signal BCR. La molécule CD19 est une molécule de surface du LB qui décroit le seuil de 

stimulation du BCR. En sur-exprimant cette molécule chez des souris, un niveau augmenté 

d’anticorps sérique et une activation des LB accrue ont été retrouvés, alors que la suppression 

de CD19 a inversée ce phénotype [79]. Une perte de molécules inhibant la signalisation BCR 

conduit à une augmentation de cette signalisation et a initié le développement d’auto-

immunité chez la souris. C’est le cas pour le récepteur FcγRIIB, qui est normalement exprimée 

sur les LB où il régule l’activation des signaux BCR [80–82]. Chez l’homme, son importance 

dans l’auto-immunité a été appuyé car les patients atteints de LES ont une expression basse 

de FcγRIIB à la surface des LB. Ce qui serait dû à un polymorphisme du promoteur de FcγRIIB 

[83] ou du récepteur lui-même [84]. 

b) Ig auto-réactives 

 La génération d’Ig auto-réactives durant le processus d’hypermutation somatique peut 

aussi être en cause. Le nombre important d’hypermutations somatiques pour la maturation 

d’affinité des Ig peut par inadvertance entrainer le développement d’Ig auto-réactives. 

c) Survie des LB  

Une augmentation de la survie des LB auto-réactifs est aussi impliquée. En effet, BAFF 

décrit précédemment, est un facteur de survie des LB et sa surexpression chez des souris 

transgéniques a engendrée une expansion de LB périphériques avec un niveau plus élevé 

d’auto-anticorps entrainant des maladies auto-immunes comme le lupus [85]. De plus, une 

concentration sérique élevée de BAFF a été retrouvé chez des patients atteints de PR, de LES 

et SS [86–88].  

 

I.2 Cause de la rupture de la tolérance B dans l’auto-immunité 

Toutes ces étapes importantes dans la tolérance B peuvent être sujettes à un défaut 

par des mutations génétiques et des facteurs environnementaux. 

a) Facteurs environnementaux  

 Une infection peut fortement être impliquée en rompant la tolérance périphérique. 

En effet l’exposition à un antigène du soi au système immunitaire se fait à cause d’une rupture 

des barrières cellulaires et vasculaires, d’une importante mort cellulaire par nécrose ou encore 
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par l’activation « bystander » de macrophages et LT, fournissant ainsi des signaux de co-

stimulations. 

Un autre processus appelé mimétisme moléculaire est largement impliqué dans 

l’activation des LB et LT auto-réactifs. Il est défini par des similitudes de séquences entre les 

autoantigènes et les antigènes d’un micro-organisme, ou constituant de la nourriture. Etant 

suffisamment similaires, cela induit une réaction croisée de la réponse immune. 

L’auto-immunité pourrait également survenir à cause d’une surexpression aberrante 

d’une molécule du soi à la surface cellulaire. En effet, l’environnement interne créé en 

présence de cancers ainsi que les dommages provoqués par les tumeurs sont à l’origine d’une 

défense immunitaire mal organisée/conduite contre le cancer et sont associés au 

développement de maladies auto-immunes. 

b) Les risques génétiques 

 Toute maladies auto-immunes ou non peut survenir dû à des prédispositions 

génétiques. La première piste est que la susceptibilité génétique peut être spécifique du tissu 

et de la maladie avec une réponse dirigée envers un autoantigène particulier. Les gènes 

codant pour le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) déterminent quels autoantigènes 

sont présentés au système immunitaire, les gènes codant la spécificité des récepteurs 

antigéniques sur les LB et LT influencent quelles molécules sont attaquées, et les gènes 

peuvent aussi influencer la susceptibilité d’un tissu cible en particulier à une attaque auto-

immune. 

La seconde est une susceptibilité générale à l’auto-immunité à travers les gènes qui 

influencent l’apoptose, la tolérance ou les réponses inflammatoires. Ces gènes expliquent la 

tendance des auto-immunités familiales. Notamment la protection contre l’auto-immunité ou 

la susceptibilité dépend des allèles présents ou non chez les individus. C’est le cas pour le 

diabète de type 1 et la PR. De plus en plus, la susceptibilité génétique aux maladies auto-

immunes est étudiée par l’identification de variants alléliques [89].  

 

II. Fonctions des LB dans l’auto-immunité 

La complexité des régulations immunes entraine parfois des dysfonctionnements et 

anormalités menant à une perturbation des fonctions de ces LB. Ces perturbations sont 
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impliqués à la fois dans les maladies traditionnellement médiées par les anticorps mais aussi 

celles par les LT et peuvent conduire aux maladies auto-immunes. La figure 9 montre les 

fonctions des LB pouvant contribuer aux maladies auto-immunes. Ces fonctions vont être 

discutées dans les paragraphes suivants. 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Fonctions des LB dans l’auto-immunité 

 

II.1 Les autoanticorps 

La présence d’autoanticorps circulants est généralement retrouvée dans beaucoup de 

maladies auto-immunes et font d’eux d’excellents marqueurs au diagnostic ou éléments de 

prédiction pour une maladie. Les autoanticorps eux-mêmes sont parfois pathogéniques. 

a) Complexes immuns 

Les complexes immuns formés par les autoanticorps et autoantigènes sont une 

caractéristique importante dans plusieurs maladies auto-immunes dont la PR, le LES. Ces 

complexes peuvent entrainer l’activation du système du complément et des fonctions 

effectrices dépendantes des récepteurs Fc (RFc). Soit la partie Fc de l’autoanticorps se lie aux 

différents composants du complément (C1q) déclenchant la cascade du complément, ce qui 

attire les cellules comme les neutrophiles ou les cellules natural killer (NK). Il y a relargage 

d’enzymes protéolytiques et de cytokines inflammatoires. Soit le complexe immun peut 

directement se lier sur les RFc présents à la surface des cellules effectrices conduisant à la 

cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC, antibody-dependent-cellular 

cytotoxicity). 
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b) Stimulation et inhibition de la fonction des récepteurs 

Les autoanticorps peuvent affecter certaines fonctions de récepteurs. En se liant à ces 

récepteurs, ils bloquent ou stimulent leur fonction. C’est le cas par exemple des autoanticorps 

du récepteur de la TSH (thyroid stimulating hormone), qui une fois fixés, stimulent ce 

récepteur et entrainent la libération d’hormones thyroïdiennes conduisant au développement 

de l’hyperthyroïdie dans la maladie de Basedow [90]. L’effet inverse se produit dans 

l’hypothyroïdie auto-immune, où cette fois les autoanticorps bloque la fixation de la TSH sur 

son récepteur et empêche ainsi la sécrétion des hormones thyroïdiennes [91]. D’autres 

exemples d’autoanticorps bloquants sont retrouvés dans d’autres maladies auto-immunes 

telles que la myasthénie, où le blocage des récepteurs à l’acétylcholine empêche la 

neurotransmission à la jonction musculaire conduisant aux symptômes de fatigue et faiblesse 

musculaire [92] ou encore la neuropathie [93]. Parfois les autoanticorps peuvent aussi cibler 

les ligands de ces récepteurs comme c’est le cas pour les autoanticorps anti-TSH pour éviter 

leur liaison au récepteur [94]. 

c) Absorption de l’antigène 

Les autoanticorps peuvent faciliter l’absorption des antigènes par les cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) comme les monocytes et CD via les RFc présents à leur 

surface [95]. Ce mécanisme est très efficace et permet une concentration d’antigène très 

basse pour stimuler les LT. Il a été démontré notamment pour être impliqué dans la SEP. 

L’absorption de la myéline par les macrophages et facilitée par les autoanticorps et 

inversement la suppression de la partie Fc des anticorps empêche l’absorption de l’antigène 

[96]. Egalement, il a été montré que les souris déficientes pour la sous-unité gamma (γ) du RFc 

(RFcγ), étaient protégées contre l’induction de l’encéphalite auto-immune expérimentale 

(EAE), le modèle murin de la SEP. Ceci serait dû à l’inefficacité de présentation du peptide de 

la myéline, suggérant que l’absorption des autoanticorps liés à la myéline par les RFc des CPA 

est impliquée dans la pathogénèse de la SEP [97]. Les autoanticorps peuvent aussi rompre la 

tolérance des LT normaux. C’est-à-dire que les autoanticorps augmentent considérablement 

l’absorption de l’antigène par les CPA et par conséquent l’activation des LT auto-réactifs. Ce 

mécanisme d’absorption facilité de l’antigène est donc critique dans la pathogénèse des 

maladies auto-immunes médiée par les LT. 
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II.2 LB comme cellules présentatrices d’antigènes 

Les LB servent de CPA dans plusieurs maladies auto-immunes telles que la PR et le 

diabète de type 1 [98,99]. Les LB capturent spécifiquement l’antigène via leur récepteurs BCR 

et le présente avec succès à de très basses concentrations aux LT. Dans un modèle de souris 

de la PR où l’arthrite est induite par les protéoglycans, les souris déficientes pour les IgM 

circulantes ou pour les LB ne développent pas la maladie. Les LT isolés de ces souris 

transgéniques exprimant uniquement des IgM membranaires sont incapables de transférer la 

maladie par transfert adoptif, indiquant que ces LT ne sont pas amorcés de manière adéquate 

et que les LB spécifiques de l’antigène sont nécessaires dans ce processus [98].  

II.3 Sécrétion des cytokines pro-inflammatoires 

 Les LB activés peuvent sécréter de nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme 

l’Interleukine 6 (IL-6), l’interféron gamma (IFN-γ), et l’IL-4 [100,101]. Elles sont impliquées 

dans la migration des CD, l’activation des macrophages, la régulation des fonctions des LT, et 

fournissent des signaux pour d’avantage stimuler les LB. 

II.4 Modulation de la transformation et présentation de l’antigène 

 Le mode de transformation de l’antigène peut être modulé à la fois par les anticorps 

solubles et membranaires [102,103]. Selon l’épitope antigénique qui est reconnu par le BCR 

sur les LB ou l’anticorps soluble, il y a différents déterminants qui peuvent être présentés aux 

LT sur les molécules du CMH [104–106]. En effet, la protéolyse du complexe antigène-

anticorps donne des fragments protéiques qui ne sont pas présents en absence d’anticorps 

[107]. La présence d’un anticorps peut protéger certaines séquences peptidiques sur 

l’antigène de la dégradation et ainsi interférer avec le chargement des peptides sur les 

molécules du CMH [108].  Ce mécanisme s’est révélé dans des maladies auto-immunes, 

notamment la thyroïde, où les anticorps dirigés contre la thyroglobuline altèrent la 

transformation et peuvent booster ou supprimer la présentation de déterminants 

pathogéniques non dominants aux LT durant la maladie [109].  

II.5 Formation de centres germinatifs ectopiques 

 Pendant les périodes d’inflammation chronique, les LB participent à la création de CG 

ectopiques dans les tissus enflammés [110]. Ces structures sont similaires aux CG des OLS et 
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ont été décrits dans le LES, la PR, la maladie de basedow et de Hashimoto, le SS et la SEP [111–

113]. Le rôle potentiellement pathogénique des CG ectopiques reste encore peu connu mais 

les PC participant et résidant dans ces CG sécrètent les autoanticorps, faisant des CG un lieu 

de maintenance des cellules pathogéniques et donc de la pathologie sous-jacente [114–116]. 

On note que les LB et LT activés qui infiltrent le site d’inflammation expriment fortement la 

forme membranaire de la lymphotoxine α1β2 qui permet la différenciation des cellules 

stromales résidentes en CD folliculaires, et le développement de CG ectopiques [117,118].  

III. Approches thérapeutiques 

 Les connaissances croissantes sur le rôle pathologique des LB dans les maladies auto-

immunes prouvent clairement l’intérêt d’utiliser des traitements visant à dépléter les LB. La 

déplétion des LB par ciblage de molécules de surface des LB peut avoir pour but l’élimination 

du LB ou la suppression de la survie des LB.  

Le CD20 est une molécule de surface exprimée par les LB matures, les LB tumoraux 

mais pas les PC et l’utilisation du rituximab, un anticorps anti-CD20 permettant leur 

élimination a montré un réel succès dans plusieurs maladies auto-immunes [119–121]. Les 

mécanismes menant à la déplétion des LB combine à la fois l’ADCC, la cytotoxicité dépendante 

du complément (CDC, complement-dependent cytotoxicity) et l’apoptose [122]. Cependant, 

les risques d’infections sévères liés à la déplétion des LB sont à prendre en compte avant tout 

traitement [123,124]. 

La neutralisation des facteurs de survie spécifiques des LB comme BAFF et APRIL avec 

la molécule atacicept bloquant à la fois BAFF et APRIL, a ensuite montré son efficacité dans 

certaines maladies auto-immunes, excepté la SEP et la NO. Un anticorps bloquant 

spécifiquement BAFF, le belimumab a été testé chez l’homme mais jamais un antagoniste 

spécifique d’APRIL. On se demande donc si l’antagonisme seul d’APRIL ne vaudrait pas la peine 

d’être testé. 

Concernant l’anti-CD20, il faut savoir que l’expression du CD20 est perdue au stade de 

PC comme au stade de PB [125,126]. C’est le cas également pour le récepteur BAFF-R qui n’est 

plus exprimé à ces stades. Dans toutes les maladies auto-immunes évoquées précédemment, 

la présence d’autoanticorps sécrété par les PC est responsable des symptômes déclenchant la 

maladie. Par conséquent, l’utilisation du rituximab comme celui du belimumab semble 

inappropriée et négligeable sur les principales cellules pathogéniques que sont les PC [127–

129]. En conclusion, il n’y a pas pour le moment de composé disponible ayant un effet sur les 
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PC à longue durée de vie dans la MO. Un intérêt et donc spécialement à envisager pour le 

blocage d’APRIL seul. 

 

Une combinaison de plusieurs de ces facteurs peut intervenir et conduire à la 

dérégulation de la tolérance B centrale ou périphérique et par conséquent déclencher 

certaines maladies auto-immunes. Comme décrit précédemment dans le chapitre 1, de 

précédentes études ou essais cliniques nous ont conduits à nous intéresser plus 

particulièrement à deux maladies auto-immunes : l’HAI et la SEP qui vont être décrit dans les 

deux chapitres suivants.  
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I. Hépatites auto-immunes (HAI) 

I.1 Epidémiologie des HAI 

La plus ancienne description d’une forme de maladie chronique du foie date de 1942 

[130]. Ces observations avaient été reportées davantage chez les femmes et caractérisées par 

une augmentation sérique de protéines et une hyper-gammaglobulinémie. Décrite par la suite 

par Waldenström et Kunkel dans les années 50, elle a été connu sous des noms différents, 

dont l’hépatite chronique active, la cirrhose des jeunes femmes et l’hépatite à plasmocytes 

[131]. Elle portera aussi le nom d’hépatite lupoïde due aux similarités cliniques et biologiques 

avec le LES [132]. Une dénomination commune à toutes ces entités a été introduite en 1992 

sous le terme « d’hépatite auto-immune » par le Groupe International des Hépatites Auto-

immunes (IAIHG, International Autoimmune Hepatitis Group) [133]. C’est une maladie 

inflammatoire chronique qui peut apparaître à tout âge et chez toutes origines ethniques mais 

qui touche plus fréquemment les femmes avec un sexe ratio Femme : Homme de 3,6 : 1. Elle 

est considérée comme rare avec une incidence moyenne de 1-2/100 000 et une prévalence 

estimée à 11-17/100 000 en Europe [134]. Pour la grande majorité des cas, un traitement par 

immunosuppresseur est très efficace et l’espérance moyenne de vie est comparable à celle de 

la population normale. En revanche, certains patients peuvent présenter des formes très 

aigues et une transplantation est nécessaire mais le pronostic vital atteint maintenant 80% 

[135].  

L’HAI est une maladie chronique du foie liée à une réaction immunitaire dirigée contre 

les hépatocytes. Elle est caractérisée par une hypergammaglobulinémie, des auto-anticorps 

circulants définissant deux types d’HAI, une hépatite d’interface et une infiltration 

lymphoplasmocytaire importante en histologie. Enfin une réponse favorable à 

l’immunosuppression confirme le diagnostic. Toutes ces caractéristiques seront discutées 

dans les paragraphes suivants. En l’absence de traitement, elle évolue vers la cirrhose et le 

décès. 
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I.2 Physiopathologie des HAI 

L’étiologie de la pathologie n’est pas complètement élucidée mais l’hypothèse 

implique une prédisposition génétique et des facteurs environnementaux. 

a) Facteurs de prédisposition 

Facteurs génétique 

 

 L’HAI est une maladie complexe polygénique. Etant donné qu’elle est susceptible de 

survenir dans différentes ethnicités, les associations génétiques à la maladie peuvent varier 

selon la population étudiée. Plusieurs gènes influencent les manifestations cliniques, la 

réponse au traitement et le pronostic général de la maladie mais le plus commun reste le HLA 

(Human Leukocyte Antigen). Le HLA-DR3 (allèle DRB1*0301) et HLA-DR4 (DRB1*0401) sont les 

principaux facteurs de susceptibilité dans la population Nord-Européenne. Chez les patients 

japonais ont retrouvent l’allèle HLA-DRB1*0405 et l’allèle DRB1*0404 chez les mexicains. Le 

HLA-DR4 est aussi reconnu pour être associé au genre féminin, moins sévère et un âge de 

début de la maladie plus tardif [136].  

D’autres gènes en dehors du CMH ont été étudiés. Notamment le CTLA-4 (Cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein 4) où une plus forte proportion de base guanine a été 

retrouvée chez des patients atteints d’HAI de type I [137]. Récemment, d’autres loci ont été 

identifiés grâce au genome-wide association study (GWAS) [138]. 

 

Facteurs environnementaux 

 

 Comme facteur déclencheur, on retrouve également l’exposition à des agents viraux 

ou médicamenteux. Le mécanisme de mimétisme moléculaire a été impliqué chez des 

patients HAI ayant été précédemment infectés par le virus de l’hépatite A, B, C ou E. De même, 

certains médicaments comme la Minocycline, l’Infliximab ont été proposés pour induire l’HAI 

[139].  
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b) Pathogénèse 

Malgré une compréhension de la pathogenèse encore élusive il est admis que l’HAI est 

liée à une réaction immunitaire contre les hépatocytes. Les mécanismes potentiellement 

impliqués sont illustrés en figure 10. L’initiation commencerait avec la présentation d’un 

peptide antigénique du soi aux LT naïfs (Th0) via le T-cell receptor (TCR). Cette présentation 

se fait grâce aux CPA comme les macrophages, CD et LB. Certaines études montrent que la 

présentation aux LT CD4+ et CD8+ peut se faire localement dans le tissu étant donné que le 

foie est un organe qui possède plusieurs populations de CPA spécialisées dont les cellules de 

Kupffer (macrophages résidents du foie), les CD et les cellules endothéliales sinusoïdales du 

foie. Ceci expliquerait que le foie soit un site primaire d’activation des LT par cross-

présentation [140,141]. Après présentation et avec la présence de signaux de co-stimulations 

appropriés, les Th0 s’activent et subissent une différenciation dépendante des cytokines du 

milieu en Th1, Th2 ou Th17. A la suite de cela, on aura une activation des LT CD8+ produisant 

l’IFN-γ, permettant la surexpression des molécules du CMH de classe I et II sur les hépatocytes, 

ceci conduisant à l’activation continue des LT et aux dommages permanent des hépatocytes 

[142]. L’IFN-γ participe également à la différenciation des monocytes en macrophages qui 

contribuent à l’augmentation des NK [143]. On peut aussi avoir une maturation des LB en PC 

et par conséquent la production d’auto-anticorps impliqués dans l’ADCC [144]. D’ailleurs, dans 

les HAI la présence de différents auto-anticorps circulants est retrouvée et la composition de 

ces auto-anticorps permet de définir deux sous-types d’HAI : le type I et le type II qui seront 

décrit plus tard, mais le rôle pathogénique de ces auto-anticorps n’est pas encore établi [145]. 

Pour les Th17, elles ont été montrées pour être élevées dans la circulation et dans le foie des 

patients HAI, cependant leur implication est encore sous investigations [146].   

 Un défaut d’immuno-régulation peut également être mis en cause dans la 

pathogénèse de l’HAI.  L’immunosuppression en périphérie sur les CPA et LT effecteurs est 

exercée par les T regs. Des études ont démontrées le lien entre des T regs déficients et les 

maladies auto-immunes dont l’HAI [147]. Les T regs venant de patients HAI ont des défauts 

dans la capacité de contrôle de la prolifération des CD4 et CD8 comparé aux T regs venant de 

patients HAI en rémission ou de sujets sains [148]. Une rupture de la tolérance pourrait donc 

favoriser l’HAI. 
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Figure 10 : Mécanismes de la pathogénèse de l’HAI 

Les dommages hépatiques sont initiés après présentation de l’auto-antigène par les CPA aux 

LT Th0. La différenciation en LT compétents (Th1, Th2 et Th17) dépend des cytokines 

présentent dans le milieu. Chaque type cellulaire contribue ensuite aux dommages hépatiques 

soit directement par les cellules cytotoxiques CD8+, macrophages et auto-anticorps produits 

par les PC ou indirectement via l’activation du complément et des cellules NK par ADCC 

(Schéma de Liberal et al, 2012). 

 

II. Diagnostic 

Il n’existe pas de signe clinique ou symptomatique capable de caractériser 

spécifiquement à lui seul la maladie. Le diagnostic de l’HAI repose sur un panel de 

caractéristiques cliniques, biochimiques, immunologiques, et histologiques, et l’exclusion 

d’autres pathologies hépatiques, en s’appuyant sur des scores internationaux. 

II.1 Caractéristiques cliniques, biologiques et histologiques 

 

a) Clinique 

L’HAI peut se présenter sous plusieurs formes : chronique ou aigüe, asymptomatique 

ou avec des symptômes aspécifiques. Plus d’un tiers des cas sont asymptomatiques et leur 
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découverte est fortuite, un autre tiers des cas présentent des symptômes plutôt aspécifiques 

comme : 

- malaise 

- anorexie 

- perte de poids 

- nausées  

- asthénie 

- ictère fluctuant 

- douleur à l’hypochondre droit 

- démangeaisons 

 
En général, l’examen clinique est normal mais on peut retrouver parfois une 

hépatomégalie ou une splénomégalie. Le pronostic dépend essentiellement du délai 

d’initiation du traitement, c’est pourquoi un diagnostic rapide de l’HAI est nécessaire même 

si pour le moment le diagnostic des HAI reste tardif. Environ un tiers des cas sont 

diagnostiqués à un stade avancé, souvent au stade de cirrhose où le pronostic vital est négatif. 

On peut également soupçonner une HAI car elle peut être associée à d’autres maladies 

auto-immunes présentent avant le diagnostic HAI ou apparaître durant l’évolution [149]. 

Le plus fréquemment on retrouve : 

- thyroïdite de Hashimoto 

- maladie de cœliaque 

- arthrites 

- maladies inflammatoires de l’intestin 

 

Certaines sont plus rares comme :  

- Diabète de type 1 

-  PR 

- vitiligo 
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b) Biologie 

Le diagnostic repose énormément sur les analyses biologiques. Les analyses sanguines 

mettent en évidences plusieurs critères dont : 

- L’augmentation des transaminases : les valeurs généralement retrouvées chez un patient 

HAI sont comprises entre 1.5 et 30 fois la valeur normale supérieure (VNS) et peut parfois 

atteindre 50 fois la VNS dans les formes aigües. Les transaminases sont des enzymes localisées 

dans les cellules de plusieurs organes et très abondantes dans le foie. Elles reflètent en cas 

d’élévation, une lésion cellulaire au niveau du foie, cœur, reins ou muscles car elles sont 

relâchées dans la circulation sanguine après lyse des cellules. On distingue deux types de 

transaminases, les aspartate amino-transférases (ASAT) ou alanine amino-transférases 

(ALAT). Les valeurs normales se situent entre 8 et 30 unités internationales (UI)/L de sang pour 

les hommes et entre 6 et 25UI/L pour les femmes concernant les ASAT. Le taux d’ALAT est 

situé entre 8 et 35UI/L pour les hommes et entre 6 et 25UI/L pour les femmes. En revanche le 

taux d’élévation des transaminases n’est pas corrélé à la sévérité de la maladie.  

- L’augmentation de la bilirubine : la bilirubine est un pigment jaune présent dans la bile, 

produit de dégradation de l’hémoglobine et est en faible quantité dans le sang. La 

bilirubinémie est parfois élevée dans les HAI et peut être associée à l’augmentation des 

phosphatases alcalines. Ces données peuvent également être augmentées dans d’autres 

maladies cholestatiques comme la cholangite sclérosante primitive (CSP) ou la CBP.  

- Hypergamma-globulinémie : dans environ 85% des cas on retrouve une élévation du taux 

d’IgG qui est compris entre 1.5 et 3 fois la VNS qui est de 10-12g/L de sang. L’évaluation de la 

rémission des patients passe par le suivi du taux d’Ig car il est corrélé à l’amélioration de 

l’activité des patients [150]. 

- Présence d’auto-anticorps : elle représente un des éléments clés dans le diagnostic des HAI. 

En effet on retrouve différents types d’auto-anticorps dans le sérum, permettant de mettre 

en évidence deux types d’HAI (figure 11). Cependant leur pathogénicité n’est pas démontrée 

contrairement à d’autres maladies auto-immunes comme le LES et PR.  

 

 



62 
 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Figure 11 : Tableaux des auto-anticorps dans l’HAI 

Selon le type d’auto-anticorps retrouvés dans le sérum, on distingue l’HAI de type 1 et celle 

de type 2. Chaque auto-anticorps reconnaît une cible différente. 

 
 

Dans l’HAI de type 1, 75% des patients expriment ces auto-anticorps mais ils sont 

aspécifiques de la maladie car les ANA peuvent également être retrouvés dans d’autres 

maladies et chez des patients sains et les SMA réagissent à plusieurs éléments du 

cytosquelette dont l’actine-F. 

L’HAI de type 2 représente environ 10% des HAI et est plus fréquente chez l’enfant. 

Elle est souvent plus sévère avec une réponse amoindrie au traitement et un risque de rechute 

plus élevé. Les auto-anticorps retrouvés dans ce type 2 reconnaissent des cibles bien 

identifiées mais sont toujours aspécifiques de l’HAI car ils peuvent être retrouvés chez des 

patients atteints d’hépatite C notamment [151]. 

 Il existe 10% des patients HAI qui sont séronégatifs. L’apparition des auto-anticorps 

peut se faire parfois plusieurs mois après le diagnostic en cas d’hépatite aigüe inaugurale. Le 

suivi immunologique de ces patients est donc intéressant. Ils ont une bonne réponse au 

traitement comme ceux du type 1 [152]. 

 

c) Histologie 

 La biopsie hépatique est généralement faite avant tout traitement et est déterminante 

dans le diagnostic de l’HAI. Elle sert à l’établissement du score METAVIR, établit par l’IAIHG et 

correspond à l’activité de l’HAI pour chaque patient. L’activité, faisant référence à la sévérité 

de l’HAI, est donnée en fonction de deux composantes appelées nécrose parcellaire (NP) et 

nécrose lobulaire (NL) (figure 12). 
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Figure 12 : Score METAVIR 

Le score METAVIR défini un grade d’activité (A) de 0 (aucune) à 3 (sévère) en fonction de la 

sévérité de l’HAI. Elle se compose de la nécrose parcellaire (NP) de 0 à 3 et de la nécrose 

lobulaire (NL) de 0 à 2. 

 

- L’hépatite d’interface ou NP (figure 13A) : ce sont des lésions nécroticoinflammatoires au 

niveau péri-portal. Elle est présente chez 84 à 98% des patients mais n’est pas spécifique de 

l’HAI et peut être présente dans les hépatites virales ou médicamenteuses. On distingue 4 

stades en fonction de l’intensité de la nécrose  

- L’hépatite centro-lobulaire ou NL (figure 13B) : souvent présente dans les formes aigües, 

elle peut disparaître pendant l’évolution de la maladie. On distingue 3 stades selon les 

dommages au niveau hépatocytaire  

On retrouve d’autres caractéristiques histologiques importantes : 

- L’infiltration lymphoplasmocytaire : Une forte infiltration inflammatoire de LT CD4+, LT 

CD8+, de LB et de PC et une caractéristique clé dans le diagnostic des HAI. Cependant dans un 

tiers des cas cette infiltration est absente. 

- Les signes de régénération : le parenchyme hépatique subit une désorganisation des travées 

hépatocytaires sous forme de « rosettes » due à la régénération du tissu (figure 13C).  

- L’empéripolèse : c’est un autre signe évocateur de la maladie qui se présente sous la forme 

de la pénétration de lymphocytes intacts dans le cytoplasme d’un hépatocyte (figure 13D). 
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Figure 13 : Histologie du foie lors d’HAI 

Images représentatives de A) nécrose parcellaire (carrés noirs), B) nécrose lobulaire (carrés 

noirs), C) formation de « rosettes » par les hépatocytes en régénération et D) phénomène 

d’empéripolèse (flèche) retrouvé chez les patients HAI.  

 
 

La biopsie permet également de mettre en évidence ou d’exclure toutes autres 

maladies. En effet, la présence de cholangite, de stéatose ou de granulome peut être décelée. 

On peut associer au diagnostic HAI un syndrome de chevauchement avec une CBP ou une CSP 

[153].  

II.2 Syndrome de chevauchement 

Certaines HAI peuvent présenter simultanément ou consécutivement des 

caractéristiques cliniques, biologiques, et histologiques de CBP ou CSP et inversement. Pour 

décrire ces associations on utilise le terme de syndrome de chevauchement. Des lésions 

biliaires sont présentes chez 5 à 11% des patients avec une HAI typique [154]. Un diagnostic 

de syndrome de chevauchement doit être suspecté en présence de lésions cholestatiques ou 

de non réponse au traitement initial ou rechute. Les formes cholestatiques sont explorées par 

imagerie de résonnance magnétique (IRM) biliaire. L’examen de la biopsie reste l’argument 

de base pour le diagnostic d’un syndrome de chevauchement même si on ne retrouve pas de 

spécificité de lésions dans ces cas.  

On peut également trouver la coexistence avec une hépatite virale. Le risque est 

d’éliminer à tort une HAI lorsque l’on a une sérologie virale positive et ainsi de ne pas traiter 

pour l’HAI. Avec les nouveaux traitements de l’hépatite C sans IFN, il est plus facile de traiter 
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d’abord l’hépatite virale puis l’HAI. Il est important de réaliser un bilan auto-immun et de faire 

une évaluation attentive de la biopsie pour identifier la présence de deux causes d’hépatites. 

Un diagnostic d’HAI peut être confondu avec une hépatite médicamenteuse. L’élément 

principal est l’historique d’exposition aux médicaments qui peuvent induire l’HAI. Dans 

certains cas on retrouve des hypersensibilités comme de la fièvre, une hyper-éosinophilie et 

des éruptions cutanées. L’activité histologique est souvent moindre. Le suivi continuel de ces 

patients va permettre de différencier ces deux types d’hépatites : les corticoïdes peuvent être 

interrompus sans rechute dans les hépatites induites par les médicaments, en revanche à 

l’arrêt des corticoïdes la rechute est quasiment inévitable lors d’une HAI typique.   

III Traitement 

L’une des caractéristiques de l’HAI est sa corticosensibilité. Le traitement basé sur 

l’utilisation d’immunosuppresseurs se fait à long terme et le but est d’obtenir une rémission 

complète et de prévenir la progression de l’atteinte hépatique. Les HAI modérés à sévères ont 

un pronostic très péjoratif sans traitement.  

Le traitement basique est la corticothérapie avec ou sans azathioprine. L’efficacité de 

la corticothérapie seule ou combiné est similaire, en revanche la bithérapie engendre 

beaucoup moins d’effets indésirables [155]. L’azathioprine seule cause elle une mortalité 

élevée [156] et n’est donc pas recommandée. Le schéma de traitement est adapté 

individuellement et est présenté en figure 14. 

Après un minimum de temps de traitement, la rémission est obtenue dans 65% des cas 

à 18 mois et 3 ans dans 80% des cas. La rémission est définie par une normalisation des IgG et 

des transaminases. Une persistance des transaminases est souvent prédictive d’une rechute 

à l’arrêt du traitement. Lorsque la réponse au traitement est rapide avec une normalisation 

complète des transaminases et IgG après son instauration, la biopsie n’est pas requise pour 

prouver la réponse au niveau histologique. Etant donné que la procédure de biopsie est une 

méthode invasive, elle n’est pas nécessaire lors du suivi des patients, uniquement en cas 

d’effets indésirables ou de réponse incomplète aux immunosuppresseurs. 
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Figure 14 : Schéma du traitement conventionnel des HAI 
 

Une non-réponse est rare. Elle est caractérisée par l’absence de diminution de 25% du 

taux de transaminases au bout de 2 semaines. Les patients avec une insuffisance hépatique 

sévère lors du diagnostic, et aucune amélioration de la bilirubine sous traitement doivent être 

surveillés rapidement et évalués pour une transplantation hépatique sinon le risque de décès 

est élevé. Pour les patients sans insuffisance hépatique sévère et encéphalopathie, la 

posologie est augmentée ou alors une modification du traitement est effectuée. On distingue 

deux types de non-réponse : l’échec thérapeutique et la réponse incomplète. 

Echec 

L’échec thérapeutique se défini par une aggravation des paramètres cliniques, 

biologiques et/ou histologiques. Environ 7% des cas montrent un échec suite au traitement 

conventionnel. Les facteurs de risques sont multiples [157] :  

- début de la maladie avant 40 ans 

- hépatite fulminante 

- ictère au diagnostic 
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- absence d’amélioration des transaminases après 2 semaines de traitement 

 

Réponse incomplète 

 

 On retrouve une amélioration des paramètres cliniques, biologiques et histologiques 

mais sans normalisation complète. Le but est d’avoir une activité biochimique minimale avec 

le moins d’effets indésirables possibles. La posologie d’azathioprine peut être majorée ou un 

traitement alternatif peut être administré. 

La rechute est fréquente à l’arrêt du traitement, de 50 à 90% des cas et survient 

généralement dans l’année de l’arrêt. On la caractérise par une élévation des ALAT supérieure 

à 3 fois la VNS et une augmentation des IgG peut apparaître.  

 

Traitements alternatifs 

Si la plupart des patients répondent au traitement conventionnel, certains présentent 

un échec thérapeutique, une réponse incomplète ou encore des intolérances et effets 

indésirables, nécessitent une adaptation du traitement. Un traitement alternatif est alors 

discuté : 

- le mycophénolate mofétil (MMF) est un inhibiteur de inosine monophosphate 

déshydrogénase, et a un effet anti-prolifératif des LT et LB. C’est une alternative efficace aux 

intolérances à l’azathioprine.  

- tacrolimus et cyclosporine sont des inhibiteurs de la calcineurine. Leur efficacité a été 

démontrée dans des petites séries de patients réfractaires au traitement conventionnel et en 

particulier chez les enfants. 

- transplantation hépatique est faite en dernier recours et la survie à 10 ans des patients 

atteint plus de 70 à 80%. Une rechute après transplantation hépatique est possible allant de 

17 à 42% des patients [158]. 

Effets indésirables 

 La corticothérapie à long terme peut être responsable de nombreux effets indésirables 

comme l’acné, vergetures, prise de poids, cataracte, hypertension artérielle, ostéoporose et 

décompensation psychiatrique. La bithérapie avec l’azathioprine permet de diminuer ces 
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effets et quand la tolérance le permet, une augmentation de la posologie de l’azathioprine 

permet de diminuer la corticothérapie et donc ses effets indésirables. 

25% des patients présentent une intolérance à l’azathioprine. On note des réactions 

allergiques, syndrome pseudo-grippal, nausées, malaise, douleurs abdominales, 

hépatotoxicité. Le MMF est un alternatif de choix dans ces cas.  

IV Modèles animaux 

 Les modèles animaux reflétant toutes les caractéristiques d’une HAI n’existent pas. Un 

bon modèle animal doit être déclenché par un évènement initiateur bien défini conduisant à 

l’inflammation chronique et la fibrose. Deux modèles utilisent la CYP2D6, cible de l’auto-

anticorps LKM-1 présent dans l’HAI de type 2. Une étude utilise un plasmide contenant la 

région N-terminale de la CTLA-4 murine avec la région antigénique de la CYP2D6 humaine. 

L’immunisation se fait chez les souris C57BL/6 femelles et elles montrent une élévation du 

taux d’ALAT. Une infiltration inflammatoire portale, péri-portale et intra-lobulaire est 

observée en histologie. La présence de LT CD4+, CD8+ et LB est retrouvée dans le foie. Ce 

modèle décrit l’HAI de type 2 humaine et est expliqué par mimétisme moléculaire [159]. Une 

autre étude utilise des souris transgéniques CYP2D6 dans le but de rompre la tolérance. Les 

souris sont infectées avec un adénovirus exprimant la CYP2D6 humaine. Une infiltration 

cellulaire, une nécrose hépatique et une histologie semblable au HAI est générée [160]. Bien 

entendu d’autres modèles animaux existent, chez le rat notamment et sont répertoriés dans 

la revue de Christen U en 2018. 

 Les modèles animaux sont utiles pour améliorer la compréhension de la pathogénèse 

des HAI et peut aussi aider à explorer de nouvelles possibilités de thérapies et préventions.   

 

 

 

 

 



69 
 

 

 

 

 

Chapitre 4 : 

SEP 
 

 

 

 

 

 

  



70 
 

I. Sclérose en plaques (SEP) 
 

I.1 Historique et définition de la SEP 

C’est au XIIIe siècle que le premier cas mettant en évidence des troubles de la parole, 

des problèmes moteurs de type tremblements et de locomotion suivi de périodes de 

récupération aurait été décrit. Cette femme appartenant au peuple Viking présentait à cette 

époque, pour la première fois, des symptômes similaires à ceux de la « sclérose en plaques », 

terme n’étant pas encore employé à cette époque. Depuis, d’autres cas évoquant ces mêmes 

types de symptômes et une paralysie lente des membres sont apparus à travers l’Europe. 

 En 1835, le professeur et anatomiste Jean Cruveilhier fait une description de lésions 

caractéristiques du cerveau et de la moelle épinière qu’il appelle « sclérose en taches ou en 

îles ». Des illustrations de ces lésions par le docteur Robert Carswell en 1838, mettent en 

évidence des petites taches brunes à la fois dans la matière blanche et grise (Figure 15 A, B). 

Figure 15 : Description histologique de la SEP 

Dessins anatomiques par Cruveilhier et Carswell montrant les lésions de A) la moelle épinière 

et B) le cerveau. De petites taches brunes sont présentent dans les matières blanches et grises 

et décrivent pour la première fois la « sclérose en taches ou en îles ». C) Identification des 

cellules gliales Astrocytes, Microglie et Oligodendrocytes par Rio Hortega. 

 

Cette première dénomination de « sclérose en taches ou en îles » faisait sans nul doute 

référence à la SEP de nos jours. Le terme SEP a été utilisé par la première fois par Alfred 

Vulpian en 1866, « sclérose » décrivant un durcissement des tissus dans les régions atteintes 

du cerveau et de la moelle épinière et « plaques » un nombre important de lésions focalisées. 

C’est avec la participation de Jean-Martin Charcot, neurologue à l’hôpital de la Salpêtrière à 

Paris en 1868, qu’ils décrivent ensemble pour la première fois les symptômes caractéristiques 
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de la maladie avec l’association de trois symptômes : trouble de la parole (dysarthrie), vision 

double (diplopie) ou mouvement saccadé des yeux (nystagmus), et tremblements des 

membres avec un trouble de la marche. Ces critères cliniques appelés triade de Charcot 

servant au diagnostic de la SEP à cette époque. Charcot contribuera notamment à la 

description d’autres pathologies neurologiques comme la sclérose latérale amyotrophique 

(ou maladie de Charcot). 

Au XXe siècle, la notion de préservation des axones des neurones dans les zones 

anciennement démyélinisées et d’inflammations péri-vasculaires sont introduite par J.D. 

Dowson. L’avancée dans la découverte des cellules gliales par Rio del Hortega [161] telle que 

les oligodendrocytes, cellules produisant la gaine myéline entourant les axones, a permis une 

percée dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques de cette maladie avec le 

processus de myélinisation/démyélinisation et remyélinisation (Figure 15 C). Malgré de 

nombreuses hypothèses qu’un agent infectieux (bactérien, viral, fongique) cause la maladie, 

les expériences menées n’ont jamais été conclusives. La probabilité d’auto-immunité comme 

processus physiopathologique fait son apparition avec la découverte d’un taux de 

gammaglobulines élevé dans le LCR en 1942 et de bandes oligoclonales en 1964. 

De nos jours, l’étiologie de la SEP et son développement reste mal connu mais peut 

être définie comme une maladie chronique inflammatoire et démyélinisante du système 

nerveux central (SNC) comprenant le cerveau, la moelle épinière et les nerfs optiques. La perte 

de la myéline, gaine protectrice des neurones, retardent considérablement l’influx nerveux et 

engendre d’importants désordres neurologiques avec la perte de fonctions motrices et 

cognitives.  

I.2 Epidémiologie de la SEP 

a) Prévalence et incidence 

La SEP est la deuxième cause de handicap après les accidents de la route et est la 

maladie neurodégénérative la plus connue. Elle touche aujourd’hui plus de 2.5 millions de 

personnes dans le monde, 400 000 en Europe et environ 100 000 personnes sont atteintes en 

France, avec une incidence1 de 5000 nouveaux cas par an. La prévalence2 est très hétérogène 

selon la géographie et les populations. Elle est augmentée quand on s’éloigne de l’équateur 

                                                           
1 Nombre de nouveaux cas observés par an dans une population donnée. 
2 Nombre d’individus malades relevés dans une population à un moment donné. 
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vers les pôles. Elle touche de manière plus importante les personnes d’origines nord-

européenne et les pays industrialisés. Cette hétérogénéité mondiale est également 

représentée au sein même de la France avec une prévalence plus élevée dans le Nord-Est de 

la France que dans le Sud-Ouest [162,163] (Figure 16 A, B, C). 

Figure16 : Prévalence et Incidence 

Représentation géographique de A) Prévalence de la SEP dans le monde, B) Prévalence de la 

SEP en France, C) Incidence de la SEP en France (Schéma de la fondation ARSEP). 

 
b) Age et sexe 

L’âge moyen de début de la maladie se situe entre 20-40 ans dans 70% des cas. Cependant 

il existe des formes dites pédiatriques où l’apparition de la maladie se fait avant 18 ans et 

d’autres formes qui débutent après 40 ans. Parmi les personnes atteintes, les femmes sont 

plus souvent touchées avec un ratio femme/homme fixé à 2.6. Cette prédominance féminine 

reste encore aujourd’hui inexpliquée. Chez les femmes enceintes, il a été observé une baisse 

de la survenue des crises/poussées pendant le troisième trimestre puis une aggravation de la 

maladie dans les 3 mois suivant l’accouchement pour finalement revenir à l’état initial avant 

la grossesse [164,165]. 

I.3 Etiologie de la SEP 

a) Facteurs impliqués dans la SEP 

Les causes de la SEP restent encore inconnues. Etant donné que c’est une maladie avec 

une répartition géographique et ethnique hétérogène, il semblerait que la SEP est une origine 

multifactorielle. Une association de facteurs génétiques et environnementaux seraient 

impliqués. 

Facteurs génétiques 

Des études démontrent clairement l’implication de facteurs génétiques avec une 

composante héréditaire. En effet, le risque chez des jumeaux homozygotes de développer la 
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maladie pour l’un si l’autre est touché est de 30%, contrairement à des hétérozygotes, qui est 

seulement de 5-7% [166]. La plupart des gènes impliqués correspondent à des gènes de 

l’immunité. Notamment le gène codant pour le CMH II est le plus significativement lié à la SEP 

[167,168]. Les variants polymorphiques du CMH, plus précisément l’allèle HLA-DRB1*1501 

avec un odds ratio3 de 3.1 présenterait une forte association avec la SEP [169,170]. Egalement 

d’autres allèles contribuent au développement de la maladie comme l’allèle des chaines alpha 

des récepteurs à l’IL-2, IL-17 ou le CD58 [171]. On a donc une proportion importante de gènes 

pouvant affecter la susceptibilité de la SEP. 

 Facteurs environnementaux 

 Un panel important de facteurs environnementaux ont été décrits comme l’exposition 

au soleil, les infections virales et le tabac. 

 Exposition au soleil : Plusieurs études ont clairement démontrées que l’exposition au 

soleil pendant l’enfance et tôt dans l’adolescence était associé à un faible risque de 

développer la maladie [172,173] contrairement à une insuffisante exposition entrainant 

une déficience en vitamine D [174,175]. Le précurseur de la vitamine D est produit par 

l’action des UV ou par l’alimentation et subit plusieurs transformations aboutissant à la 

forme active 1,25-hydroxyvitamin D qui va ensuite se lier au récepteur de la vitamine D 

et induire la transcription d’un nombre important de gènes. Ce facteur soleil corrèle donc 

très bien avec la répartition de la SEP selon un gradient Nord-Sud où la prévalence est 

élevée dans le nord. De plus, des études thérapeutiques visant à apporter de la vitamine 

D montrent une baisse de l’inflammation chez les patients SEP [176,177]. D’autres études 

mettent en évidence le rôle de la vitamine D sur les cellules de l’immunité et notamment 

sur les T régulateurs (T regs). Le taux de 1,25-hydroxyvitamin D corrélant positivement 

avec la fréquence et l’activité des T regs mais négativement avec les T effecteurs capables 

de traverser la barrière hématoencéphalique [178,179]. 

 

 Infections virales : Des facteurs déclenchant la SEP semblent exister. Le rôle d’un agent 

infectieux a longtemps fait débat mais aujourd’hui on ne peut ni affirmer ni contester 

l’association entre virus et déclenchement de la SEP. Chez certains patients il a été trouvé 

                                                           
3 L’odds ratio, également appelé rapport des chances, est une mesure statistique, souvent utilisée en 
épidémiologie, exprimant le degré de dépendance entre des variables aléatoires qualitatives et permet de 
mesurer l'effet d'un facteur. 
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un taux élevé d’anticorps dirigés contre certains virus comme le virus Epstein-Barr (EBV). 

D’autres études ont étudié l’influence d’autres virus comme le virus de l’herpès humain 

6, chlamydia pneumoniae, le cytomegalovirus et d’autres encore [180].  

L’EBV semble être le plus intéressant et essentiel dans le déclenchement de la SEP. Il est le 

seul virus affectant la quasi-totalité des patients SEP et son infection précède l’apparition de 

la SEP [181]. De plus, c’est un virus avec la capacité de vivre dans une cellule hôte toute sa vie 

et le seul qui infecte et modifie les LB. Le rôle de l’EBV dans l’apparition de la SEP a fait appel 

à plusieurs hypothèses [182,183] : 

- cross-réactivité des LT spécifiques de l’EBV avec des antigènes du SNC 

- l’effet bystander : dommages secondaires causés dans le SNC suite à une attaque initial 

dirigé contre l’EBV 

- les LB auto-réactifs infectés par l’EBV migrent chez les personnes ayant une susceptibilité 

génétique dans les organes cibles et produisent des auto-anticorps. Ces cellules B 

stimulent les LT auto-réactifs qui vont déclencher une attaque immunitaire en recrutant 

des macrophages et des LB. 

 

 Le tabac : Des études ont montré un lien important entre la SEP et le tabac chez les 

femmes fumant plus de 15 cigarettes par jour par rapport à celles qui n’ont jamais fumé, 

avec une incidence 2 fois supérieure [184,185]. Une étude a recensé le même résultat 

chez les hommes [186]. Une étude suggère que le tabagisme entraine une conversion 

précoce du premier épisode des symptômes neurologiques appelé CIS (clinical Isolated 

Syndrom) en SEP [187]. Chez des patients SEP établis, le tabagisme mènerait à 

l’aggravation des symptômes avec une augmentation des lésions T2 en IRM chez les 

fumeurs comparé à des non-fumeurs [188]. Malgré des différences en termes de 

recrutement ou de méthodes d’analyses selon les études, elles montrent un impact du 

tabac dans l’apparition et/ou progression de la maladie. 

b) Symptômes 

 Les symptômes sont extrêmement variables d’une personne à une autre, et d’une 

poussée à l’autre. Dans la plupart des cas, la maladie débute par un seul type de symptôme et 

dépend de la localisation des plaques. Les principaux symptômes sont : 
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- Des troubles de la vue : il constitue le premier symptôme dans environ 20% des cas. Les 

troubles causés par l’atteinte du nerf optique entrainent une vision double, une perte de la 

vision complète ou partielle d’un œil à la fois généralement, des douleurs oculaires lors du 

mouvement des yeux ou encore des mouvements involontaires. 

- Des troubles sensitifs : des sensations anormales de fourmillements, de décharges 

électriques sont ressenties, en particulier lors du mouvement de la tête. 

-  Des troubles moteurs : tel que des engourdissements ou faiblesses dans un ou plusieurs 

membres, des tremblements et difficultés dans le contrôle des mouvements, perte 

d’équilibre, et spasmes musculaires. 

- Des troubles cognitifs : troubles de la mémoire, de l’humeur et de la concentration. 

Evidemment d’autres types de symptômes peuvent survenir lors de l’évolution de la 

maladie. On peut noter également une réactivation des symptômes neurologiques anciens en 

cas d’élévation de la température corporelle (fièvre, effort physique, bain chaud) mais ce ne 

sont pas de réelles poussées car les symptômes disparaissent une fois la température 

redescendue. Il s’agit d’un phénomène transitoire appelé « phénomène d’Uhthoff » [189]. 

c) Les formes cliniques et évolution 

La SEP peut être définie selon différentes formes cliniques. Ces formes augmentent 

ainsi considérablement la complexité de la maladie, il est donc important de bien identifier 

chaque forme lors d’une étude avant de tirer des conclusions. La majorité des patients 

commencent leur maladie avec une poussée correspondant à un évènement démyélinisant 

appelé CIS. Le terme CIS décrit des symptômes d’atteintes inflammatoires et démyélinisants 

du SNC d’une durée minimale de 24h sans fièvre, infections ou encéphalopathies. C’est un 

épisode isolé dans le temps qui touche généralement les jeunes adultes et peut affecter le 

nerf optique, le tronc cérébral ou la moelle épinière. Une fois la conversion d’un CIS en SEP 

déclarée, l’évolution de la maladie est différente chez chaque patient [190]. On peut 

distinguer 3 formes selon l’évolution du handicap au cours du temps (figure 17) : 
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Figure 17 : Evolution du handicap en fonction du temps 

Les 3 principales formes sont la forme rémittente évoluant vers une forme secondaire 

progressive et enfin la forme primaire progressive. Les pics représentent chaque poussée au 

cours du temps (Image de réseau Rhones-alpes SEP). 

 

- La forme rémittente ou RRMS (Relapsing-Remitting Multiple Sclerosis), présente dans 

environ 85% des cas, est caractérisée par des épisodes de poussées suivis de rémissions 

complète ou partielle [191,192]. Une poussée est définie comme une période de survenue de 

nouveaux signes neurologiques ou de réapparition d’anciens symptômes durant au moins 24 

h. 

- La forme primaire progressive ou PPMS (Primary Progressive Multiple Sclerosis). 15% des 

patients peuvent développer cette forme où la progression de la maladie est lente et 

constante, dès son diagnostic. On ne remarque pas de réelles poussées ou cours du temps 

malgré certaine aggravations par moments [193]. Il faut savoir que les patients ayant cette 

forme ne répondent pas aux traitements actuels. 

- La forme secondaire progressive ou SPMS (Secondary Progressive Multiple Sclerosis). Après 

une forme rémittente au début, la maladie s’aggrave peu à peu de manière continue. 

L’apparition de poussées n’est pas suivie de réelles rémissions. La plupart des patients 

présentant une forme rémittente évolueront vers une forme progressive dans les 15 ans qui 

suivent le diagnostic de la maladie [194]. 
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L’évolution de la SEP est malheureusement imprévisible et unique pour chaque 

patient. A la fois ni le nombre de poussées, ni le type de symptômes, ni l’âge du diagnostic ne 

peuvent être prévus. Certaines autres formes bénignes n’entrainent aucune difficultés 

physiques même après plusieurs années alors que d’autres évoluent très rapidement, 

invalidant fortement les patients. L’invalidité des patients ainsi que leur évolution au cours du 

temps sont évaluées à l’aide de l’échelle EDSS (Expanded Disability Status Scale) présentée en 

figure 18. Un score global est donné en fonction des atteintes fonctionnelles des patients et 

permet ainsi de juger l’évolution de la maladie. 

Figure 18 : Echelle EDSS : Echelle de cotation du handicap 

Le niveau de handicap et l’évolution de la SEP chez les patients sont évalués selon l’échelle 

EDSS où chaque score correspond à une ou des atteintes fonctionnelles de plus en plus 

importantes (Images de Medipedia SEP).  

 

II. Diagnostic 

 Le diagnostic de la SEP reste quelque chose de très difficile étant donné qu’il n’existe 

aucun biomarqueur spécifique ou de test sanguin pour la SEP. De plus, les lésions nerveuses 

provoquent, comme décrit précédemment, un large panel de symptômes qui peuvent être 

associés à de nombreuses autres maladies et la manifestation des symptômes similaires 

engendrent donc souvent des erreurs de diagnostic. Un taux d’erreur d’environ 5 à 10% est 

observé à cause de maladies infectieuses ou inflammatoires telles que la maladie de Lyme et 

le LES respectivement [195,196].  

Les critères diagnostiques de la SEP combinent à la fois une interprétation exacte des 

symptômes, des résultats d’examens physiques et cliniques et des images cérébrales par IRM 

[197]. Pour être plus précis chaque partie consiste en : 
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- La vérification des antécédents médicaux : Il permet d’établir un historique des problèmes 

ou manifestations neurologiques antérieures à l’aide d’un questionnaire médical. 

- L’examen physique : Il sert à évaluer la vision, le tonus et la force musculaire, les réflexes, la 

coordination, les fonctions sensorielles, l’équilibre et la capacité à se déplacer. Une mesure 

des potentiels évoqués visuels peut être faite pour évaluer l’activité électrique des neurones 

du cortex visuel. C’est-à-dire que le temps qui se passe entre la diffusion d’un stimulus visuel 

et la réponse du cortex visuel est calculé. En cas de SEP la vitesse de l’influx nerveux est 

diminuée.  

- Les IRM : Permet la visualisation des lésions dans la substance blanche contenant la myéline 

au niveau du cerveau, du cervelet et de la moelle épinière. Elles peuvent mettre en évidence 

une dissémination spatiale des lésions mais également temporelle avec un suivi des patients 

dans le temps qui permet ainsi de détecter de nouvelles lésions (figure 19). 

Figure 19 : IRM de patients SEP 

IRM représentatives des lésions A) du cerveau chez des patients sains (panel de gauche) et 

atteints de SEP (panel de droite) et B) de la moelle épinière. Les flèches blanches indiquent la 

présence de lésions. 

 

En général il faut avoir subi plus de 2 poussées pour confirmer le diagnostic. Il doit y 

avoir une atteinte de la myéline au minimum à deux endroits différents (critère d’ordre 

spatial) et les atteintes doivent être survenues à deux périodes différentes (critère d’ordre 

temporel).  

- L’examen clinique : La ponction du LCR en lombaire permet de déterminer l’augmentation 

de certaines protéines ou une production anormale d’anticorps appelé bandes oligoclonales.  

III. Physiopathologie 

Les lésions SEP ont été mieux caractérisées avec l’autopsie des patients. On retrouve 

un infiltrat périvasculaire avec une expansion clonale de CD8+, des CD4+ et monocytes mais 
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très peu de LB et de PC [198–200]. Prineas en 1978 a également montré la présence d’Ig, du 

complément et de macrophages phagocytant les débris de myéline dans les lésions actives de 

patients. La présence d’infiltrat est généralement localisée au bord des plaques dans les 

lésions chroniques actives traduisant la présence d’une activité inflammatoire tout au long de 

la formation de la lésion [201]. 

Le rôle de l’auto-immunité comme facteur étiologique n’est pas complétement établi. 

Plusieurs modèles mécanistiques existent pour expliquer le déclenchement de la SEP : 

- L’activation des LT Th1 (T helper) en périphérie par mimétisme moléculaire comme par 

exemple la présentation des épitopes de l’EBV qui sont très proches de ceux de la myéline. 

Ces LT Th1 activés vont ensuite migrer à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE) et 

vont créer un environnement inflammatoire avec le recrutement d’autres cellules 

immunitaires dans le SNC [202]. 

- Un défaut de régulation immunitaire en périphérie. On peut supposer que l’activation des LT 

par mimétisme moléculaire n’est pas atténuée par les mécanismes de régulation chez les 

patients SEP. Une plus forte expression de molécules de co-stimulation sur les CPA, un niveau 

plus bas de CTLA-4 (a checkpoint inhibitor) et une plus basse sécrétion d’IL-10 entraineraient 

un seuil d’activation des LT auto-réactifs plus bas et donc une activation et migration de ces 

LT plus rapide et en plus grand nombre dans le SNC [203].  

- Une dégénérescence des oligodendrocytes suivie d’un relargage de peptides myéliniques en 

périphérie entrainant une activation du système immunitaire [204]. 

- Enfin une dérégulation de la perméabilité de la BHE irait dans le sens d’une augmentation de 

l’entrée des LT et LB activés en périphérie dans le SNC [205].   

La SEP est une maladie à composante auto-immune où les acteurs majeurs sont les LT 

et les LB. C’est pour cela que les traitements utilisés dans cette maladie sont à visés immuno-

modulateur.  

IV. Traitements 

A ce jour, aucun traitement curatif n’existe pour la SEP. Sa complexité et son étiologie 

inconnue sont sans doute en cause. Pour le moment, les traitements utilisés ne ciblent 

uniquement que la composante immunologique. On retrouve 3 types de traitements de fond : 

les thérapies immuno-modulatrices, immuno-suppressives et les inhibiteurs des molécules 
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d’adhésion visant à réduire l’activité du système immunitaire et par conséquent ralentir la 

destruction de la myéline. Ils sont proposés dès le début de la SEP rémittente et sont pris 

régulièrement même en absence de symptômes. 

- L’IFN-β : Membre de la famille des IFN de type I, elle inhibe l’activation des CPA comme les 

monocytes et CD en diminuant la production d’IL-2 et IL-10 [206,207]. Elle a aussi un rôle de 

modulation des voies d’apoptoses et peut inhiber la migration à travers l’endothélium en 

diminuant l’expression de VLA-4 (Very late antigen-4) [208]. Avec ce traitement, le nombre de 

poussées est diminué et on observe un ralentissement dans l’évolution des symptômes [209]. 

Certains patients ne répondent pas à ce traitement et des effets secondaires pseudo-grippaux 

apparaissent comme la fièvre, des maux de tête, des frissons et douleurs musculaires. 

- Acétate de glatiramère : C’est un peptide de 4 acides aminés mimant ceux présents à la 

surface de la myéline et agit donc comme un leurre. Il est bien toléré chez les patients atteints 

de RRMS, réduit de manière importante l’évolution de l’EDSS et baisse de 30% les poussées 

[210]. Cette molécule conduit les LT vers un profil Th2 en périphérie et au niveau du SNC [211]. 

Les effets secondaires sont très rares. 

- Fingolimod : C’est un inhibiteur des récepteurs de la sphingosine 1 phosphate (S1P-R). Les 

S1P-R sont exprimés par les LT et les cellules du SNC comme les astrocytes, oligodendrocytes 

et neurones [212]. Ce traitement vise à réduire le nombre de LT naïfs et mémoires en 

périphérie en agissant comme antagoniste et provoque ainsi la séquestration des cellules dans 

les ganglions lymphatiques. On diminue ainsi l’infiltration des LT pathogènes dans le SNC. 

Cette thérapie réduit à la fois le nombre de poussées et le handicap, cependant des troubles 

cardio-vasculaires peuvent survenir car la S1P est très importante dans la vaso-régulation 

[212,213]. 

- Natalizumab : C’est un anticorps monoclonal ciblant la molécule d’adhésion VLA-4 qui 

contrôle la migration des LB et LT à travers la BHE. Sa première utilisation dans le modèle 

murin EAE a réduit le développement clinique des symptômes et chez les patients RRMS, une 

diminution des poussées et lésions actives ont été observées [214,215]. Une affection 

mortelle sous Natalizumab a été recensée à 1/1000 [216].   

- Rituximab : Cet anticorps monoclonal ciblant le CD20 exprimé à la surface des LB a montré 

son intérêt dans les maladies auto-immunes telles que la PR, le LES et la SEP. Son 

administration permet de dépléter les LB en périphérie pendant plusieurs mois et aussi dans 
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le LCR des patients atteints de RRMS [217]. On observe encore une fois une réduction des 

poussées et des lésions [218]. 

Ces traitements ciblant soit les cellules immunitaires soit des mécanismes de réponses 

immunitaires montrent des effets bénéfiques non négligeables et confirment le rôle 

prédominant de l’auto-immunité dans la SEP. Cependant les effets secondaires observés sont 

parfois importants et empêche leur utilisation à long terme. 

V. Etude de la SEP dans les modèles animaux 

La démyélinisation caractéristique de la SEP indique une attaque de la myéline. Il existe 

un nombre important d’antigènes dérivés de la myéline qui pourraient déclencher la maladie. 

Leur capacité à induire l’EAE a été montré et est caractérisée par la destruction de la gaine de 

myéline, la présence d’Ig dans le SNC et dans le LCR et enfin des lésions principalement 

localisées au niveau de la moelle épinière. L’EAE est étudiée dans un grand nombre d’animaux 

comme le lapin, le cochon d’inde, le marmoset et le macaque mais elle est plus communément 

utilisée chez le rat et la souris [219]. L’EAE est déclenchée à partir de 3 principaux antigènes 

dérivés de la myéline : la PLP (proteolipid protein), la MBP (myelin basic protein) et la MOG 

(myelin oligodendrocyte glycoprotein). Deux méthodes d’induction sont utilisées. La méthode 

active qui consiste en l’immunisation des animaux avec des extraits de SNC ou des antigènes 

purifiés (cités précédemment) en combinaison avec l’adjuvant complet de Freund qui va 

stimuler le système immunitaire, et la toxine pertussique qui va augmenter la perméabilité de 

la BHE. La méthode passive où l’immunisation se fait par transfert de LT auto-réactifs activés 

in vitro ou provenant directement d’animaux malades [220]. 

Les modèles animaux permettent d’étudier des aspects précis de la maladie. 

Notamment les modèles induits par des virus apportent des arguments en faveur de 

l’implication d’un facteur viral dans la pathologie [180]. La démyélinisation déclenchée lors de 

cette infection virale peut être expliquée par le mimétisme moléculaire ou un effet bystander. 

Des peptides d’origines viraux ou bactériens mimant la PLP ont été utilisés mettant en 

évidence cette hypothèse [221]. On a pu aussi souligner davantage le rôle déterminant du 

facteur génétique. En effet des souris transgéniques pour le HLADRB1*1502 développent une 

EAE sévère après immunisation avec de la MOG recombinante de rat [222]. La susceptibilité 

du gène codant la chaine α du récepteur de l’IL-7 a également été décrite [223]. 
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De manière générale, l’utilisation du modèle EAE permet d’approfondir les 

connaissances sur la physiopathologie de la SEP et d’explorer toutes les hypothèses 

concernant son déclenchement. Ces modèles animaux sont également indispensables au 

développement de nouveaux traitements même si l’efficacité d’un traitement chez l’animal 

n’a pas toujours garanti son succès chez l’homme avec même des échecs importants 

conduisant à l’augmentation de la maladie [224]. Malgré l’impossibilité de représenter 

entièrement la maladie sur un seul modèle animal, les différentes variantes de la SEP peuvent 

être reproduites selon les différents auto-antigènes utilisés, les différentes souches animales 

et également les méthodes d’immunisations. Le choix du bon modèle animal EAE pour 

répondre à notre question scientifique doit donc être primordial pour se rapprocher au mieux 

de la maladie humaine. 
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I. Contexte et objectif de l’étude 

 L’infiltration lymphoplasmocytaire représente une des principales caractéristiques de 

l’HAI. Cependant les mécanismes menant à l’attraction et l’accumulation des PC ne sont pas 

connus. Les cytokines présentent dans le sérum peuvent être impliquées dans la pathogénèse 

de l’HAI via dérégulation du système immunitaire. Une étude (Migita et al, 2007) s’est 

intéressée au rôle de la molécule BAFF, membre également des TNF et connu pour son rôle 

dans la survie et maturation des LB. Le but de cette étude a été d’évaluer le niveau sérique de 

BAFF chez les patients HAI et de déterminer sa relation avec les caractéristiques cliniques de 

la pathologie. De manière globale, un niveau plus élevé de BAFF a été retrouvé dans le sérum 

de patients HAI comparé aux sujets sains. Une corrélation positive entre BAFF et la 

concentration d’ASAT, d’ALAT, et de bilirubine a été montrée. En revanche aucune corrélation 

n’a été démontrée entre BAFF et la concentration d’Ig. La corticothérapie a menée à la 

réduction importante de BAFF. Tous ces résultats leur ont permis de suggérer que BAFF 

contribuait au développement de la maladie.  

Il n’existe aucune étude à ce jour se focalisant sur APRIL, l’autre molécule très proche 

de BAFF et membre des TNF. L’infiltration lymphoplasmocytaire et la présence d’auto-

anticorps chez les patients HAI font d’APRIL une cible d’étude beaucoup plus appropriée dans 

la pathogénèse. En effet, son rôle est plus ciblé au niveau de la survie des PC, les cellules 

produisant les anticorps. 

Nous avons donc choisi de focaliser notre étude sur le rôle plus particulier d’APRIL dans 

les HAI en étudiant son expression au niveau tissulaire avant et après traitement et d’évaluer 

la corrélation entre APRIL et les paramètres biologiques centrés sur les PC et les Ig.   
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Abstract 

 Interface hepatitis with marked plasma cell (PC) infiltration is a histological hallmark 

of autoimmune hepatitis (AIH). PC are believed to be the cellular source of the autoantibodies 

described in AIH. However, it is currently not known how PC persist in autoimmune livers. 

Here, we report the expression and role of a proliferation inducing ligand (APRIL), a member 

of the TNF superfamily involved in PC survival, in AIH. At diagnosis, neutrophils and a subset 

of macrophages infiltrating AIH liver produced APRIL. The number of APRIL-producing cells 

increased with Metavir activity, and correlated to the density of PC infiltration in the portal 

space. Steroid/azathioprine treatment, although not directly acting on PC, decreased the number 

of interface PC, simultaneously to APRIL expression. Notably, secreted APRIL was rich in the 

interface area, and bound in situ to PC, expressing the B-cell maturation antigen, one of the 

APRIL signaling receptor. Furthermore, recombinant APRIL improved liver PC survival in 

vitro. Taken together, our study shows that APRIL may generate a suitable environment for PC 

maintenance in the portal space of AIH livers. 

Highlights: 

 

-APRIL is produced by neutrophils and a subset of blood-derived macrophages in autoimmune 

hepatitis. 

-In portal space of autoimmune hepatitis, the level of APRIL expression positively correlates 

with disease activity. 

-Level of APRIL expression positively correlates with density of infiltrating plasma cells at 

diagnosis and post-treatment. 

-APRIL binds to liver plasma cells and induces a survival signal. 
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1-Introduction 

AIH is a progressive inflammatory disease of unknown etiology leading to gradual 

destruction of the liver parenchyma. Genetic susceptibilities, environmental factors and 

dysregulation of immune mechanisms have all been implicated in disease onset [1,2]. Peak 

incidence occurs in the second decade of life, and females are more frequently affected  [3,4]. 

Disease prevalence ranges between 0.1 and 1.2 cases for 100 000 persons. At a biochemical 

level, an increase in transaminases as well as gammaglobulins (especially IgG) is detected [5]. 

One of the hallmark of AIH is the present of a dense infiltrate of antibody-producing plasma 

cells (PC) [6].  

Currently, two types of AIH have been described according to the reactivity of 

circulating autoantibodies in patient serum [7].  Type 1 AIH is defined by anti-smooth muscle 

antibodies (SMA) directed against actin filaments and associated or not with anti-nuclear 

antibodies (ANA). Type 2 AIH, more frequent in Europe, is characterized by liver-kidney 

microsomal type 1 (LKM1) antibodies directed against cytochrome P450-2D6, and/or liver-

cytosol type 1 (LC1) antibodies targeting formiminotransferase-cyclodeaminase (FTCD). 

Taking into account this definition, a some AIH patients present seronegativity at diagnosis, 

with <7% and 1–34% in acute/severe and chronic presentations, respectively [8]. It would be 

misleading to classify these cases devoid of autoantibody, since the respective patients usually 

harbors autoantibodies outside the diagnosis panel [9]. Hence, AIH is clearly an autoimmune 

disease with a dominant association to autoantibody production. 

A proliferation-inducing ligand (APRIL), is a member of the TNF superfamily 

(TNFSF13) playing a role in humoral immunity [10]. A predominant role of APRIL has been 

attributed at the level of PC survival. This has been demonstrated in tissues like bone marrow 

and mucosa [11–15]. APRIL is first produced as a transmembrane protein, rapidly cleaved in 

the Golgi apparatus by furin-like proteases, leading to the secretion of an active domain, while 
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a transmembrane part remains within APRIL-producing cells [16,17]. The APRIL 

signaling receptors belonging to the TNF-receptor superfamily, the transmembrane activator 

and CAML-interactor (TACI, TNFRSF13b) and the B cell maturation antigen (BCMA, 

TNFRSF17) are expressed on cells from the B-cell lineage [18].  The goal of this study was to 

describe APRIL in situ expression in AIH, and assess its putative role on infiltrating liver PC. 

 

2-Materials and Methods 

2.1-Patients  

Fifty-two patients with a diagnosis of AIH were included, retrospectively selected from 

the database of the department of pathology of the University Hospital of Grenoble-Alpes 

between 1996 and 2018. Definitive AIH was diagnosed according to the scoring system 

established by the International Autoimmune Hepatitis Group (IAIHG) which combined 

biochemical, serological and histological features following recommendations of Alvarez et al., 

[19]. Patients initially or late diagnosed with an overlap syndrome with primary biliary 

cholangitis (PBC) or primary sclerosing cholangitis (PSC) were excluded, as well as patients 

with other chronic hepatitis (nonalcoholic steatohepatitis, alcoholic hepatitis and viral hepatitis 

B, C, D, E) and previous liver transplantation. The inclusion criterion was a liver biopsy of a 

least 10 mm obtained at the time of diagnosis, prior to any immunosuppressive therapy. 

Histologically, AIH activity has been assessed according to the Metavir scoring system [20]. 

Twenty-two patients had paired biopsies to monitor response treatment. Patient demographics 

are shown in table 1. Seven Japanese patients from the Department of Human Pathology in 

Kanazawa University were also retrospectively studied for the presence of germinal centers 

(GC) as defined by a lymphocyte aggregate positive for CD21 staining as inclusion criterion. 

Three fresh liver biopsies were also included for in vitro studies. Human experimentation was 

performed according to the Helsinky’s declaration. Samples were obtained after patients’ 

consent. 
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2.2-Immunohistochemistry 

Formalin-fixed paraffin-embedded biopsies of 3µm were stained with Stalk-1 (rabbit 

polyclonal) and Aprily-2 (mouse IgG1) detecting APRIL-producing cells and secreted APRIL, 

respectively [17].  Antigen retrieval with citrate pH 6.0 was applied. Detection was based on a 

horseradish peroxidase (HRP)-labelled polymer conjugated with secondary antibodies 

(EnVision®+, Dako). An additional amplification step with tyramide (TSA) was performed 

according to manufacturer’s instructions (Perkin Elmer). Development was done using 3amino-

9-ethyl-carbazol (Sigma-Aldrich) and counterstain with Mayer’s hematoxylin (Dako). Plasma 

cell detection was performed with an anti-multiple myeloma oncogene 1 (MUM-1) (mouse 

IgG1, Dako, 1/30) with the use of an automate Benchmark XT Ventana (Roche Diagnostics). 

Briefly, after antigen retrieval with Tris-Borate/EDTA pH 8.4, slides were stained with anti-

MUM-1 and amplified using an ultraview diaminobenzidine substrate (DAB) detection kit + 

amplifier kit (RD). Stained slides were scanned with Scanscope-Aperio (Leica Biosystems) at 

magnification x 40. Stalk-1 and MUM-1 positive cells were counted using calopix software on 

the entire biopsies, and cells present in portal tracts and lobules were distinguished. Cell count 

was reported by mm2 of biopsy. Aprily-2 positive stained area was calculated using ImageJ 

software, in portal spaces only. 

For two-color immunofluorescence stainings, Stalk-1/ CD68 (EDTA based antigen 

retrieval, clone PG-M1, mouse IgG3, 1/50, Dako), Stalk-1/Elastase (without antigen retrieval, 

mouse IgG1, 1/100e, Dako) and Aprily-2/ MUM-1 were used. PE-, Alexa-488- conjugated anti-

Ig secondary reagents were used for detection. DAPI (Dako) was used for nucleus staining. 

Immunofluorescence stainings were visualized with an Olympus BX-41 epifluorescence 

microscope (Leica Biosystem).  

2.3-Flow cytometry 

Fresh biopsies from AIH patients were mechanically homogenized into one single cell 

suspension.  Cells were stained for APRIL binding (Flag-tagged ACRP30headless-APRIL, 10 

µg/ml, Adipogen), TACI, (clone 11H3, 10 µg/m, Thermofisher), and BCMA (Vicky-1, 10 
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µg/ml, Enzo Life Sciences), followed by PE-conjugated anti-Flag (M2, Sigma) and anti-Ig 

secondary antibodies. For PC gating, cells were costained with APC-conjugated CD45 and 

FITC-conjugated CD138 antibodies (BD Biosciences). Fluorescence was analyzed by flow 

cytometry on an LSRII apparatus (BD Biosciences). For the in vitro survival assay, CD45+ 

CD138+ PC were sorted on a FACSAria III (BD Biosciences), seeded at 0.1 10e6/ml in the 

presence of 10 µg/ml Fc-APRILA88 (88-233) or control Fc-EDA (254-391) described 

elsewhere [21,22]. Living cells were counted by Trypan blue exclusion. 
 

2.4-Statistical Analysis 

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. Mann-Whitney U 

test and Pearson’s correlation coefficient was used. In vitro survival was analyzed by using a 

parametric unpaired T-test. Significant differences were defined as p < 0.05. 

 

3-Results 

3.1-Characterization of APRIL-producing cells at AIH diagnosis 

We first studied the cell types producing APRIL in AIH lesions. A subset of CD68+ 

macrophages produced APRIL (yellow arrow, figure 1A). We also observed CD68- non-

macrophage cells producing APRIL (red arrow, figure 1A). We identified these cells as 

elastase+ neutrophils (red arrow, figure 1B). On the contrary to macrophages, all infiltrating 

neutrophils produced APRIL. This first analysis shows that neutrophils and a subset of 

macrophages in AIH livers produce APRIL. 

 

 

3.2-PC infiltration and APRIL expression at AIH diagnosis  

APRIL-producing cells were particularly abundant in patients with a severe activity 

(figure 2A). As AIH activity is both characterized by piecemeal necrosis (PN) and lobule 

necrosis (LN), we next separated portal regions and hepatic lobules. In lobules, the number of 

APRIL-producing cells was similar in the LN0-1 group with absent/focal necrosis and the LN2 
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group with bridging necrosis (figure 2B). Most of the APRIL-producing cells in low LN cases 

were neutrophils with a trilobated nucleus (see insert), not infiltrated in the liver parenchyma, 

but present in blood vessels. In lobules, no correlation existed between PC number and APRIL-

producing cells. Resident kupffer macrophages characterized by an elongated shape did not 

produce APRIL (figure 1sup). The situation was different in portal spaces. Indeed, the PN0-1 

group with a net/focal edging blade contained significantly less APRIL-producing cells than in 

the PN2-3 group with frequent crossings of the bordering blade (figure 2C). The mean of 

APRIL-producing cell number was about 4 times higher in portal spaces than in lobules when 

severe forms of the disease were considered. There, we observed that the PC number positively 

correlated with the number of APRIL-producing cells. Considering the latter, we next focused 

on portal spaces when we followed the fate of secreted APRIL. Secreted APRIL was barely 

present in low PN cases (figure 3A). In the same way than APRIL-producing cells, PN 

modulated the level of secreted APRIL in a grade-dependent manner, and PC number also 

positively correlated with the level of secreted APRIL (figure 3B). In this analysis, we observed 

a positive correlation between the two APRIL parameters, number of producing cells and level 

of tissue retention of the secreted product (figure 2sup, left panel). Taken together, these 

indicate that APRIL may play a role on infiltrating PC in the portal spaces of AIH liver. 

 

3.3-PC infiltration and APRIL expression after AIH treatment 

We next assessed how AIH treatment might influence PC infiltration and APRIL 

expression. After treatment, we still observed a strong positive correlation between APRIL 

production and secreted APRIL in the portal spaces (Figure 2 sup, right panel). As expected 

from the literature, staining of paired biopsies at diagnosis and post-treatment showed a severe 

decrease in PC number (figure 4A). In some patients, PC were no more detectable in any of the 

portal space present in the follow-up biopsy. The drop in PC was associated to a similar drop 

in the number of APRIL-producing cells and the level of secreted APRIL retained in the tissue 

(Figure 4B, C). A combined drop in these three parameters after treatment was observed in 21 
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out of 22 patients. Only one case (marked with a star in figure 4) showed stability in PC number. 

Notably, APRIL-producing cells and secreted APRIL even increased in this peculiar case. After 

treatment, we also observed a positive correlation between PC density and APRIL expression 

(APRIL production and secreted APRIL) (figure 4D). Taken together, this analysis showing a 

matched decline between PC number and APRIL parameters upon treatment is another 

argument in favor of a role of APRIL on infiltrating PC in AIH liver.  

 

3.4-APRIL provides a survival signal to infiltrated PC in AIH 

Ectopic GC formation associated to in situ PC generation within portal tracts may occur 

in AIH livers [23]. We did not find APRIL production and very little if any of secreted APRIL 

at the border of these GCs (figure 5A). By contrast, costaining for PC and secreted APRIL 

revealed that portal PC were immersed in a secreted APRIL-enriched environment (figure 5B). 

Some PC had even secreted APRIL bound onto their surface (figure 5B, right panel). We 

confirmed APRIL binding to AIH liver PC ex vivo by flow cytometry (Figure 5C). These PC 

expressed as APRIL signaling receptor BCMA but not TACI. Finally, AIH-infiltrating PC 

showed an enhanced survival in a short-term in vitro assay when stimulated with recombinant 

APRIL (figure 5D). Taken together, these results demonstrate that AIH-infiltrating PC are 

responsive to APRIL. APRIL does not play a role in their generation but rather in their survival.  

 

4-Discussion 

While AIH has been historically defined by a lymphoplasmatic infiltration in the portal 

space, it has been later demonstrated that myeloid cells with macrophages differentiating from 

infiltrating blood-borne monocytes and neutrophils also infiltrate the portal space [24,25]. Our 

retrospective study showed that these latter are the cellular source of APRIL. This result is 

highly consistent with previous reports conducted in two other autoimmune diseases, 

rheumatoid arthritis and IgG4-related diseases APRIL [26,27]. It is also consistent with the 

blood steady state situation wherein all neutrophils and a only subset of monocytes produced 
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APRIL [11]. The liver also contains resident macrophages, called Kupffer cells, of different 

origin than macrophages differentiating from extravasated blood monocytes [28]. Kupffer cells 

did not produce APRIL. Hence, a healthy liver will be devoid of APRIL, and it is the density 

of infiltrating myeloid cells that will dictate APRIL expression in AIH livers.  

PC-rich interface is one histological hallmark of AIH [6]. In AIH, the density of PC 

infiltration is much more important than in other autoimmune liver pathologies [29]. Despite 

this, studies on these PC remain scarce. A previous study already reported that PC infiltration 

increased with AIH activity, but this correlation was not seen in the hepatic lobules containing 

fewer cells [30]. We fully confirmed these statements with our retrospective study. Notably, we 

identified the same correlations with APRIL expression both at the level of production and 

tissue retention of the secreted product. In addition, the number of infiltrating PC in portal 

spaces positively correlated with APRIL expression at diagnosis but also after treatment. We 

did not observe APRIL expression in ectopic GC-like structures that may form in highly 

inflamed portal spaces. This absence of APRIL expression was already observed in ectopic GC 

present in joints of rheumatoid arthritis and salivary glands of Sjogren disease [26,31]. In fact, 

orthotopic GC developing in secondary lymphoid organs are also devoid of APRIL expression 

[12,32]. Studies using sensitive RT-PCR confirmed the absence of APRIL production inside 

GC [33,34]. Hence, APRIL may not participate in the generation of T-dependent PC in 

secondary lymphoid organs and markedly inflamed autoimmune lesions. At variance with that, 

we demonstrated a role of APRIL at the level of extra-GC PC present in portal spaces. Indeed, 

secreted APRIL bound in situ to these PC, and we confirmed this binding in vitro. Portal PC 

expressed one APRIL signaling receptor, BCMA, and recombinant APRIL increased their in 

vitro survival. These demonstrate that APRIL provides a survival signal to portal PC in AIH.  

AIH is currently treated with corticoid and azathioprine [35]. These two agents are 

known to reduce liver inflammation by acting on lymphocyte proliferation and leukocyte 

infiltration [36–38]. They are not thought to directly act on PC. This was coined very early with 

the observation that some liver functions are regained without any action on 



95 
 

hypergammaglobulinemia [39]. Our present study indicates that the decrease of myeloid-cell 

infiltration achieved by AIH treatment will reduce APRIL supply to PC, explaining, at least in 

part, the disappearance of these PC, known to be short-lived cells when not present in a 

supportive environment [40].  

 

5-Conclusions 

Response to corticotherapy is part of the extended criteria for definitive AIH diagnosis. 

Despite this AIH remains a clinical challenge, since in half of the cases the disease is relapsing. 

This may imply that some effector pathogenic cells escape to treatment. Along the line, it is 

interesting to note that portal PC have been defined as the best histological sign for relapse, at 

least in type 1 AIH [41]. Hence, treatment-resistant PC might be at the origin of relapse. Here, 

we demonstrated that APRIL is a survival factor for AIH-infiltrating PC. Hence, targeting a PC 

survival factor such as APRIL might be of value for the prevention of relapse in AIH. 
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Figure 1: APRIL is produced by neutrophils and a subset of macrophages in AIH 

livers. 

AIH biopsies were stained for APRIL-producing cells (APRIL p., stalk-1 staining) and 

macrophages (Mac., CD68 staining) (A) or for neutrophils (Neutro, elastase staining) (B). 

The merge figures contain DAPI nuclear staining. The green, yellow and red arrows show 

a macrophage negative for APRIL production, a macrophage positive for APRIL 

production and a neutrophil positive for APRIL production, respectively. Figures are from 

portal spaces. They are representative of four patients with a high activity (A3).  Scale 

bar = 15µm. 
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Figure 2: APRIL-producing cells at AIH diagnosis 

AIH liver sections were stained for APRIL p. A) Numbers of APRIL-p+ cells numerated in the 

entire section were plotted according to disease activity. B) Stainings obtained in lobules from 

low and high LN representative AIH patients are shown (upper panel). Numbers of APRIL-p+ 

cells numerated in lobules were plotted according to LN activity (bottom left panel). Ns = non 

significant. The correlation between number of PC and APRIL-producing 

 

 

 
Figure 3: Secreted APRIL at AIH diagnosis 

AIH biopsies were stained for secreted APRIL (APRIL s., Ap-2 staining). A) Stainings obtained 

in portal spaces from low and high PN representative AIH patients are shown. Scale bar = 100 

µm. B) Level of APRIL s. quantified in portal spaces was plotted according to PN activity (left 

panel). The correlation between number of PC and APRIL s. in portal spaces is shown (right 

panel).  
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Figure 4: APRIL expression after AIH treatment 

Serial sections from diagnostic and post-treatment paired AIH biopsies were stained for PC 

(mum-1 staining, A), APRIL p. (B) and APRIL s. (C). Scale bar =100µm. Right panels show 

staining quantification and statistical analyses. D) Correlation between PC density and 

APRILp./APRILs. is shown as in figure 2/3. 
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Figure 5: secreted APRIL binds and improves the survival of portal plasma cells  

A) Serial sections from AIH biopsies with GC were stained for APRIL p. and APRIL s. . The 

figure is representative of 7 cases. Scale bar = 300 µm. B) AIH biopsies were stained for PC 

(left panel) and APRIL s. (middle panel). The merge picture is also shown (right panel). Scale 

bar = 15µm. High magnification of the boxed cell is shown (far right). Merge figures contain 

nuclear DAPI staining. C) APRIL binding and expression of BCMA/TACI on gated 

CD45+CD138+ liver PC. Overlaid histogram plots are shown. Grey histograms correspond to 

control staining. D) FACS-sorted CD45+CD138+ plasma cells were stimulated with 10µg/ml of 

Fc-APRILA88 and control Fc-EDA. The percentage of living cells over time is shown. Means 

+/- SD from three independent experiments are shown. * p<0.05 
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Figure 1sup: Kupffer cells do not produce APRIL 

AIH biopsies were stained for macrophages (left) and APRIL-producing cells (middle). The 

merge picture is shown with DAPI nuclear staining (right). Scale bar = 15µm. 

 

 

 

 
Figure 2sup: APRIL-producing cells and secreted APRIL in portal spaces of AIH pre and 

post treatment   

Pre and post-treatment AIH liver sections were stained for APRIL-producing cells and secreted 

APRIL. Stainings were quantified in the portal spaces. The correlation between APRILp. and 

APRILs. is shown. 

 



104 
 

Acknowledgments: 

This work is funded by the Univerity Grenoble Alpes (BH), the “institut de la santé et de la 

recherche médicale” (BH), and the French society of hepatology (AFEF) (NS).  

Author contributions: 

LB, SDA, BM, LDB, EC, TA, KY performed experiments and analyzed data. KH, VL, NS 

provided human samples and analyzed data. LB, BH, NS wrote the manuscript. BH, NS 

designed the study. 

Competing interests/potential conflicts of interest: 

The authors declare no competiting and conflict of interest.  

 

References 
[1] M.P. Manns, A.J. Czaja, J.D. Gorham, E.L. Krawitt, G. Mieli-Vergani, D. Vergani, J.M. 

Vierling, American Association for the Study of Liver Diseases, Diagnosis and 

management of autoimmune hepatitis, Hepatol. Baltim. Md. 51 (2010) 2193–2213. 

doi:10.1002/hep.23584. 

[2] C. Jiménez-Rivera, S.C. Ling, N. Ahmed, J. Yap, M. Aglipay, N. Barrowman, S. 

Graitson, J. Critch, M. Rashid, V.L. Ng, E.A. Roberts, H. Brill, J.K. Dowhaniuk, G. 

Bruce, K. Bax, M. Deneau, O.R. Guttman, R.A. Schreiber, S. Martin, F. Alvarez, 

Incidence and Characteristics of Autoimmune Hepatitis, Pediatrics. 136 (2015) e1237-

1248. doi:10.1542/peds.2015-0578. 

[3] E.L. Krawitt, Autoimmune hepatitis, N. Engl. J. Med. 354 (2006) 54–66. 

doi:10.1056/NEJMra050408. 

[4] F. Alvarez, K. Schwarz, Immune diseases of the liver and biliary tract, J. Pediatr. 

Gastroenterol. Nutr. 35 Suppl 1 (2002) S39-43. 

[5] C. Corpechot, O. Chazouillères, Autoimmune hepatitis: diagnostic and therapeutic up-to-

date, Rev. Med. Interne. 31 (2010) 606–614. doi:10.1016/j.revmed.2009.05.015. 

[6] M. Sebode, J. Hartl, D. Vergani, A.W. Lohse, International Autoimmune Hepatitis 

Group (IAIHG), Autoimmune hepatitis: From current knowledge and clinical practice to 

future research agenda, Liver Int. Off. J. Int. Assoc. Study Liver. 38 (2018) 15–22. 

doi:10.1111/liv.13458. 

[7] B. Terziroli Beretta-Piccoli, G. Mieli-Vergani, D. Vergani, Serology in autoimmune 

hepatitis: A clinical-practice approach, Eur. J. Intern. Med. 48 (2018) 35–43. 

doi:10.1016/j.ejim.2017.10.006. 

[8] A.J. Czaja, Autoantibody-Negative Autoimmune Hepatitis, Dig. Dis. Sci. 57 (2012) 

610–624. doi:10.1007/s10620-011-2017-z. 

[9] D.-P. Bogdanos, P. Invernizzi, I.-R. Mackay, D. Vergani, Autoimmune liver serology: 

current diagnostic and clinical challenges, World J. Gastroenterol. 14 (2008) 3374–3387. 

[10] F. Mackay, P. Schneider, P. Rennert, J. Browning, BAFF AND APRIL: a tutorial on B 

cell survival, Annu. Rev. Immunol. 21 (2003) 231–264. 

doi:10.1146/annurev.immunol.21.120601.141152. 

[11] T. Matthes, I. Dunand-Sauthier, M.-L. Santiago-Raber, K.-H. Krause, O. Donze, J. 

Passweg, T. McKee, B. Huard, Production of the plasma-cell survival factor a 

proliferation-inducing ligand (APRIL) peaks in myeloid precursor cells from human 

bone marrow, Blood. 118 (2011) 1838–1844. doi:10.1182/blood-2011-01-332940. 

[12] B. Huard, T. McKee, C. Bosshard, S. Durual, T. Matthes, S. Myit, O. Donze, C. 

Frossard, C. Chizzolini, C. Favre, R. Zubler, J.P. Guyot, P. Schneider, E. Roosnek, 

APRIL secreted by neutrophils binds to heparan sulfate proteoglycans to create plasma 



105 
 

cell niches in human mucosa, J. Clin. Invest. 118 (2008) 2887–2895. 

doi:10.1172/JCI33760. 

[13] B. He, W. Xu, P.A. Santini, A.D. Polydorides, A. Chiu, J. Estrella, M. Shan, A. 

Chadburn, V. Villanacci, A. Plebani, D.M. Knowles, M. Rescigno, A. Cerutti, Intestinal 

bacteria trigger T cell-independent immunoglobulin A(2) class switching by inducing 

epithelial-cell secretion of the cytokine APRIL, Immunity. 26 (2007) 812–826. 

doi:10.1016/j.immuni.2007.04.014. 

[14] M.J. Benson, S.R. Dillon, E. Castigli, R.S. Geha, S. Xu, K.-P. Lam, R.J. Noelle, Cutting 

edge: the dependence of plasma cells and independence of memory B cells on BAFF and 

APRIL, J. Immunol. Baltim. Md 1950. 180 (2008) 3655–3659. 

[15] E. Belnoue, M. Pihlgren, T.L. McGaha, C. Tougne, A.-F. Rochat, C. Bossen, P. 

Schneider, B. Huard, P.-H. Lambert, C.-A. Siegrist, APRIL is critical for plasmablast 

survival in the bone marrow and poorly expressed by early-life bone marrow stromal 

cells, Blood. 111 (2008) 2755–2764. doi:10.1182/blood-2007-09-110858. 

[16] M. López-Fraga, R. Fernández, J.P. Albar, M. Hahne, Biologically active APRIL is 

secreted following intracellular processing in the Golgi apparatus by furin convertase, 

EMBO Rep. 2 (2001) 945–951. doi:10.1093/embo-reports/kve198. 

[17] J. Schwaller, P. Schneider, P. Mhawech-Fauceglia, T. McKee, S. Myit, T. Matthes, J. 

Tschopp, O. Donze, F.-A. Le Gal, B. Huard, Neutrophil-derived APRIL concentrated in 

tumor lesions by proteoglycans correlates with human B-cell lymphoma aggressiveness, 

Blood. 109 (2007) 331–338. doi:10.1073/blood-2006-02-001800. 

[18] C. Bossen, P. Schneider, BAFF, APRIL and their receptors: Structure, function and 

signaling, Semin. Immunol. 18 (2006) 263–275. doi:10.1016/j.smim.2006.04.006. 

[19] F. Alvarez, P.A. Berg, F.B. Bianchi, L. Bianchi, A.K. Burroughs, E.L. Cancado, R.W. 

Chapman, W.G. Cooksley, A.J. Czaja, V.J. Desmet, P.T. Donaldson, A.L. Eddleston, L. 

Fainboim, J. Heathcote, J.C. Homberg, J.H. Hoofnagle, S. Kakumu, E.L. Krawitt, I.R. 

Mackay, R.N. MacSween, W.C. Maddrey, M.P. Manns, I.G. McFarlane, K.H. Meyer 

zum Büschenfelde, M. Zeniya, International Autoimmune Hepatitis Group Report: 

review of criteria for diagnosis of autoimmune hepatitis, J. Hepatol. 31 (1999) 929–938. 

[20] P. Bedossa, T. Poynard, An algorithm for the grading of activity in chronic hepatitis C. 

The METAVIR Cooperative Study Group, Hepatol. Baltim. Md. 24 (1996) 289–293. 

doi:10.1002/hep.510240201. 

[21] K. Ingold, A. Zumsteg, A. Tardivel, B. Huard, Q.-G. Steiner, T.G. Cachero, F. Qiang, L. 

Gorelik, S.L. Kalled, H. Acha-Orbea, P.D. Rennert, J. Tschopp, P. Schneider, 

Identification of proteoglycans as the APRIL-specific binding partners, J. Exp. Med. 201 

(2005) 1375–1383. doi:10.1084/jem.20042309. 

[22] O. Gaide, P. Schneider, Permanent correction of an inherited ectodermal dysplasia with 

recombinant EDA, Nat. Med. 9 (2003) 614–618. doi:10.1038/nm861. 

[23] K. Harada, N.C. Hiep, H. Ohira, Challenges and difficulties in pathological diagnosis of 

autoimmune hepatitis, Hepatol. Res. Off. J. Jpn. Soc. Hepatol. 47 (2017) 963–971. 

doi:10.1111/hepr.12931. 

[24] G. Senaldi, B. Portmann, A.P. Mowat, G. Mieli-Vergani, D. Vergani, 

Immunohistochemical features of the portal tract mononuclear cell infiltrate in chronic 

aggressive hepatitis, Arch. Dis. Child. 67 (1992) 1447–1453. 

[25] A. Suzuki, E.M. Brunt, D.E. Kleiner, R. Miquel, T.C. Smyrk, R.J. Andrade, M.I. 

Lucena, A. Castiella, K. Lindor, E. Björnsson, The use of liver biopsy evaluation in 

discrimination of idiopathic autoimmune hepatitis versus drug-induced liver injury, 

Hepatol. Baltim. Md. 54 (2011) 931–939. doi:10.1002/hep.24481. 

[26] C. Gabay, V. Krenn, C. Bosshard, C.A. Seemayer, C. Chizzolini, B. Huard, Synovial 

tissues concentrate secreted APRIL, Arthritis Res. Ther. 11 (2009) R144. 

doi:10.1186/ar2817. 

[27] T. Kawakami, I. Mizushima, K. Yamada, H. Fujii, K. Ito, T. Yasuno, S. Izui, M. 

Yamagishi, B. Huard, M. Kawano, Abundant a proliferation-inducing ligand (APRIL)-



106 
 

producing macrophages contribute to plasma cell accumulation in immunoglobulin G4-

related disease, Nephrol. Dial. Transplant. Off. Publ. Eur. Dial. Transpl. Assoc. - Eur. 

Ren. Assoc. (2018). doi:10.1093/ndt/gfy296. 

[28] G. Hoeffel, F. Ginhoux, Ontogeny of Tissue-Resident Macrophages, Front. Immunol. 6 

(2015) 486. doi:10.3389/fimmu.2015.00486. 

[29] M. Kobayashi, Y. Kakuda, K. Harada, Y. Sato, M. Sasaki, H. Ikeda, M. Terada, M. 

Mukai, S. Kaneko, Y. Nakanuma, Clinicopathological study of primary biliary cirrhosis 

with interface hepatitis compared to autoimmune hepatitis, World J. Gastroenterol. 

WJG. 20 (2014) 3597–3608. doi:10.3748/wjg.v20.i13.3597. 

[30] D. Balitzer, N. Shafizadeh, M.G. Peters, L.D. Ferrell, N. Alshak, S. Kakar, Autoimmune 

hepatitis: review of histologic features included in the simplified criteria proposed by the 

international autoimmune hepatitis group and proposal for new histologic criteria, Mod. 

Pathol. Off. J. U. S. Can. Acad. Pathol. Inc. 30 (2017) 773–783. 

doi:10.1038/modpathol.2016.267. 

[31] T. Lombardi, S. Moll, P. Youinou, J.-O. Pers, A. Tzankov, C. Gabay, M.-L. Santiago-

Raber, C. Chizzolini, B. Huard, Absence of up-regulation for a proliferation-inducing 

ligand in Sjögren’s sialadenitis lesions, Rheumatol. Oxf. Engl. 50 (2011) 1211–1215. 

doi:10.1093/rheumatology/ker016. 

[32] M. Muto, B. Manfroi, H. Suzuki, K. Joh, M. Nagai, S. Wakai, C. Righini, M. Maiguma, 

S. Izui, Y. Tomino, B. Huard, Y. Suzuki, Toll-Like Receptor 9 Stimulation Induces 

Aberrant Expression of a Proliferation-Inducing Ligand by Tonsillar Germinal Center B 

Cells in IgA Nephropathy, J. Am. Soc. Nephrol. JASN. 28 (2017) 1227–1238. 

doi:10.1681/ASN.2016050496. 

[33] E. Mohr, K. Serre, R.A. Manz, A.F. Cunningham, M. Khan, D.L. Hardie, R. Bird, 

I.C.M. MacLennan, Dendritic cells and monocyte/macrophages that create the IL-

6/APRIL-rich lymph node microenvironments where plasmablasts mature, J. Immunol. 

Baltim. Md 1950. 182 (2009) 2113–2123. doi:10.4049/jimmunol.0802771. 

[34] Y. Zhang, L. Tech, L.A. George, A. Acs, R.E. Durrett, H. Hess, L.S.K. Walker, D.M. 

Tarlinton, A.L. Fletcher, A.E. Hauser, K.-M. Toellner, Plasma cell output from germinal 

centers is regulated by signals from Tfh and stromal cells, J. Exp. Med. 215 (2018) 

1227–1243. doi:10.1084/jem.20160832. 

[35] M.P. Manns, A.W. Lohse, D. Vergani, Autoimmune hepatitis--Update 2015, J. Hepatol. 

62 (2015) S100-111. doi:10.1016/j.jhep.2015.03.005. 

[36] P.J. Johnson, I.G. McFarlane, R. Williams, Azathioprine for long-term maintenance of 

remission in autoimmune hepatitis, N. Engl. J. Med. 333 (1995) 958–963. 

doi:10.1056/NEJM199510123331502. 

[37] T.R. Cupps, L.C. Edgar, C.A. Thomas, A.S. Fauci, Multiple mechanisms of B cell 

immunoregulation in man after administration of in vivo corticosteroids, J. Immunol. 

Baltim. Md 1950. 132 (1984) 170–175. 

[38] U. Baschant, J. Tuckermann, The role of the glucocorticoid receptor in inflammation and 

immunity, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 120 (2010) 69–75. 

doi:10.1016/j.jsbmb.2010.03.058. 

[39] A.R. Page, R.M. Condie, R.A. Good, SUPPRESSION OF PLASMA CELL HEPATITIS 

WITH 6-MERCAPTOPURINE, Am. J. Med. 36 (1964) 200–213. 

[40] V.T. Chu, C. Berek, The establishment of the plasma cell survival niche in the bone 

marrow, Immunol. Rev. 251 (2013) 177–188. doi:10.1111/imr.12011. 

[41] A.J. Czaja, H.A. Carpenter, Histological features associated with relapse after 

corticosteroid withdrawal in type 1 autoimmune hepatitis, Liver Int. Off. J. Int. Assoc. 

Study Liver. 23 (2003) 116–123. 

 



107 
 

 

 

 

Chapitre 2 : 

APRIL et SEP 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



108 
 

I. Contexte et objectif de l’étude 

 La SEP est une maladie neurodégénérative où la destruction de la myéline est médiée 

par les LT auto-réactifs et de plus en plus, des évidences démontrent que les auto-anticorps 

produits par les PC sont également impliqués. Ceci faisant des LB et PC des cibles privilégiées 

en thérapeutique. Le rituximab est un anticorps monoclonal anti-CD20 largement utilisé en 

thérapie pour dépléter les LB CD20+ et a ainsi été utilisé dans un essai clinique chez des 

patients atteints de SEP (Cross et al, 2006). Globalement, après traitement avec le rituximab, 

le nombre de lésions par IRM et de rechutes a été significativement réduit, et la réduction de 

LB dans le LCR a été associée à une modeste réduction du nombre de LT et de la quantité de 

MOG et MBP dans le sérum des patients SEP. La déplétion des LB étant associée à la réduction 

de l’activité inflammatoire, un autre essai clinique a évalué l’efficacité d’une protéine 

recombinante qui supprime la fonction des LB et production des anticorps. Cette molécule 

nommée atacicept est une Ig fusionnée avec le récepteur TACI membre de la TNFRSF et ligand 

de BAFF et APRIL (Kappos et al, 2014). De manière inattendue, les résultats ont 

malheureusement conduit à un taux annuel de rechutes augmenté avec atacicept et une 

exacerbation de la maladie. Ces résultats ont clairement mis en évidence un rôle complexe 

des LB et de l’immunité humoral. 

Dans ce projet de thèse, nous nous sommes demandé pourquoi atacicept avait 

engendré une réponse péjorative. Ce dernier essai clinique nous a permis de spéculer sur le 

fait que l’axe APRIL/BAFF pouvait avoir un rôle neuroprotecteur dans l’évolution de la SEP. 

Nous avons donc choisi d’étudier particulièrement APRIL dans les lésions SEP de patients ainsi 

que dans un modèle murin et de rechercher le mécanisme d’action permettant de 

comprendre l’échec de l’essai clinique atacicept.   
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factor (BAFF) are currently targeted in autoimmune diseases as B-cell regulators. In multiple sclerosis (MS), combined
APRIL/BAFF blockade led to unexpected exacerbated inflammation in the central nervous system (CNS) of patients.
Here, we investigate the role of the APRIL/BAFF axis in the CNS.
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B Cells are currently targeted in autoimmune diseases,
and atacicept is one drug targeting B cells.1 The clini-

cal trial testing atacicept in multiple sclerosis (ATAMS)
provoked an unexpected exacerbation of inflammation in
the central nervous system (CNS) of treated patients, halt-
ing the trial.2 Atacicept is an immunoglobulin-fused solu-
ble form of the transmembrane activator and CAML
interactor (TACI, TNFRSF13b), a receptor belonging to
the tumor necrosis factor (TNF) receptor superfamily.
TACI binds 2 related members of the TNF ligand super-
family, the B-cell activation factor from the TNF family
(BAFF; TNFSF13b) and a proliferation-inducing ligand
(APRIL; TNFSF13).3 Atacicept-mediated progression of a
neurodegenerative disease has been reproduced with the
ATON trial, testing atacicept in optic neuritis (ON).4

Concurrently, atacicept-mediated worsening was also
reported in a variant of experimental autoimmune enceph-
alitis (EAE) resulting in ON in rat.5 These results may
mean that antagonism of the APRIL/BAFF axis accelerates
autoimmune neurodegeneration.

BAFF and APRIL play a nonredundant role in humoral
immunity.6 APRIL mainly acts on antibody-producing
plasma cells by driving isotype switch and survival. In addi-
tion to TACI, BAFF and APRIL also share the B-cell matura-
tion antigen (BCMA) as a receptor.3 To efficiently signal in
TACI/BCMA-expressing target cells, APRIL needs heparan
sulfate proteoglycans (HSPGs) as coreceptors.7,8 BAFF does
not share this coreceptor binding activity, but has a specific
receptor, BAFF-R.9 In the present study, we are showing that
APRIL, but not BAFF, may have a protective role in the
CNS by acting on astrocytes.

Material and Methods
Human Samples and Mouse Preclinical Model
The human autopsies from multiple sclerosis (MS) patients
have been previously described.10 Control brain autopsies
were obtained in healthy white matter area from a patient suf-
fering from lateral amyotrophic sclerosis, and 3 patients
deceased from non-neurodegenerative disorders. The APRIL
knockout (KO) mice used were as originally described by
Varfolomeev et al.11 Controls were wild-type (WT) mice
housed in the same conditions. EAE was induced in female
mice with a commercial emulsion with 30 μg of myelin oli-
godendrocyte glycoprotein 35–55 peptide in complete
Freund adjuvant, followed 24 hours later by an intravenous
injection of 100 ng of pertussis toxin (Hooke Laboratories,
Lawrence, MA). Mice were scored as follows: 0, no symp-
toms; 1, decreased tail tone; 2, mild monoparesis or parapar-
esis; 3, severe paraparesis; 4, paraplegia and/or quadriparesis;
and 5, moribund condition or death. Intraspinal injections
were performed into the spinal subarachnoidal space at the

L5–L6 level using a 30-gauge needle (MicroFine; BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ). The correct delivery
was systematically checked by the mouse tail flick reflex.
Intravenous injections were performed in the tail vein.
Disease scoring was conducted in a randomized manner by
2 independent investigators masked to the mouse genotype
and experimental group. All experimentation was prepared in
concordance with the ARRIVE guidelines, and was approved
by the Grenoble ethical committee.

Immunohistochemistry
Luxol fast blue (Sigma, St Louis, MO) was used to stain mye-
lin. Formalin-fixed paraffin-embedded biopsies were stained
with Stalk-1 (rabbit polyclonal) and Aprily-8 (mouse IgG1)
detecting APRIL-producing cells and secreted APRIL, respec-
tively, as previously described.12 Anti-CD68 (clone PGM1,
IgG3; Dako, Carpinteria, CA) was used at 10 μg/ml after
heat-induced epitope retrieval (HIER) in Tris 10 mM,
ethylenediaminetetraacetic acid 1 mM, pH 9. The poly-
clonal anti–nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase has been described elsewhere.10 Anti–
chondroitin sulfate proteoglycan (CSPG; CS-56, IgM) was
from Sigma and was used at 10 μg/ml without HIER.
Anti-HSPG 3g10 (IgG2b) and 10e4 (IgM) were from
Euromedex (Souffelweyersheim, France) and were used at
10 μg/ml. 10e4 recognizes native HSPG, whereas 3g10 rec-
ognizes HSPG after heparinase digestion.13 The ScFv anti-
CSE, GD3G7, was a kind gift of Dr Th. van Kuppevelt
(Nijmegen, the Netherlands). GD3G7 binding was
revealed by a polyclonal anti–vesicular stomatitis virus
(VSV) tag (Abcam, Cambridge, MA). Detection was based
on a horseradish peroxidase (HRP)-labeled polymer conju-
gated with secondary antibodies (Dako, EnVision+
System-HRP kit). Development was made using 3-amino-
9-ethyl-carbazol substrate (Sigma-Aldrich) and counter-
stain with Mayer hematoxylin (Dako). For multicolor
immunofluorescence stainings, the following primary anti-
bodies were used: Stalk-1, Aprily-8, 3g10, 10e4, CS-56,
GD3G7, anti-CD68, anti–glial fibrillary acidic protein
(GFAP; polyclonal rabbit IgG, 1/500, Dako). Detection
was performed with anti–VSV-fluorescein isothiocyanate
(FITC), and Alexa Fluor 488, phycoerythrin (PE), Alexa
Fluor 350–conjugated anti-Ig secondary reagents.
4,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI; Dako) was used
for nucleus staining. Stainings were visualized with an
Olympus (Tokyo, Japan) BX-41 microscope.

Recombinant Protein Production
Expression constructs for Fc-tagged muAPRILA88 (88-233),
muAPRILH98 (98-233), and muBAFF (134-285) have been
described elsewhere.8 Fc-tagged human glucocorticoid-
induced TNF-related ligand (Fc-hGITRL [47-177]) was
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used as negative control. Due to the T-cell activation property
of GITRL, Fc-tagged human ectodysplasin A (245-391) was
used in the T-cell in vitro stimulation assay and in the in vivo
treatment assay. Recombinant proteins were transiently pro-
duced in 293 T HEK cells with serum-free Optimem
1 medium. Purification was performed with Protein-A
Sepharose (GE Healthcare, Chicago, IL). The absence of
endotoxin contamination was assessed with the limulus ame-
bocyte lysate kit (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY).

Radioimaging
Proteins were radiolabeled with iodogen and injected intrave-
nously (3.7 MBq/mouse, 6 mice/group). Forty-eight hours
later, the animals were euthanized and perfused with saline,
and the activity in the spinal cord was expressed as percentage
injected dose per gram.

Brain Cell Culture
Human astrocytes were purchased from ScienCell Research
Laboratories (Carlsbad, CA). The astrocytoma cell line CRT
was purchased from American Tissue Culture Collection
(Manassas, VA). Primarymixed glial cultures were established
from the forebrains of C57Bl/6J newborn mice. Amoeboid
microglia floating cells were detached from the astroglial
monolayer by manual shaking. The remaining adherent
monolayer contained astrocytes and adherent microglia. The
cells were detached with trypsin. The microglia were removed
by adhesion on plastic over a period of 30 minutes. Lipopoly-
saccharide (LPS) and Poly-IC were from Sigma. For the
endocytosis experiment, the CRT cell line was incubated with
1 μg/ml of human FLAG-tagged APRIL for 30 minutes at
4�C, washed, and further incubated at either 4�C or 37�C for
45 minutes. Cells were then fixed in paraformaldehyde 4%
followed by quenching in phosphate-buffered saline (PBS)
glycine 0.1 M. Astrocyte-bound APRIL was detected with a
biotinylated anti-FLAG antibody (1 μg/ml, Sigma) and PE-
conjugated streptavidin (BD Biosciences) in PBS 2% bovine
serum albumin 0.2% saponin. Cholera toxin B subunit FITC
(10 μg/ml, Sigma) and DAPI (5 μg/ml) were used to label
plasma membrane and nucleus, respectively. Cells were ana-
lyzed on an LSM510 confocal microscope (Carl Zeiss) with a
plan-Apochromat×63/1.4 oil objective.

Flow Cytometry
Cells were incubated for 30 minutes on ice with Fc-APRILA88,
Fc-APRILH98, or Fc-GITRL, each at 10 μg/ml. PE-con-
jugated anti-IgG secondary antibody was used to detect the
binding. The 10e4 and CS-56 monoclonal antibodies (mAbs)
were also used at 10 μg/ml, followed by FITC-conjugated goat
antimouse IgM. Heparinase, chondroitinase, and NaClO3

treatments were performed as previously described.14 7AAD
(BD Biosciences) was used at 50 μg/ml to exclude dead cells.

Cytometry bead arrays (CBA) for mouse cytokines were from
Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ). Fluorescence was ana-
lyzed by flow cytometry on an Accuri C6 apparatus
(BDBiosciences).

For the analysis of spinal cord cells, mice were first per-
fused with saline and infiltrating cells, and microglia were
obtained at the interphase between the 75% and 35% Percoll
fractions and washed with Hank balanced salt solution 3%
fetal calf serum. Cells were stained with fluorochrome-
conjugated CD45, CD11b, MHC-II (I-Ab), CX3CR-1, and
Ly6C from BD Biosciences, and sorted on a FACSAria III
cell sorter (BD Biosciences).

Surface Plasmon Resonance
SPR analyses were performed on a BIAcore 3000 (GEMedical
Systems, Milwaukee, WI). Binding assays on glycosaminogly-
can surfaces were performed as previously described.15 Tri-
meric human FLAG-tagged APRILA88 was used.

8 Data were
analyzed using BIAeval 3.1 software.

In Vitro T-Cell Activation Assays
2D2 TCR transgenic mice were obtained from Charles
River (Wilmington, MA). After red blood cell lysis, spleen
cells from 2D2 mice were stimulated with the MOG 35-55
peptide (3 μg/ml, polypeptide). Semiconfluent mouse pri-
mary astrocytes were prestimulated for 48 hours with Fc-
APRILA88 at 10 μg/ml. T-Cell proliferation was assessed
after standard carboxyfluorescein succinimidyl ester labeling
and flow cytometry analysis (LSR-II, Becton Dickinson).
Cytokine secretion was assessed by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) in the supernatant 3 days after stim-
ulation. Rat antimouse IL-10 (clone JES5-2a5; BioLegend,
San Diego, CA) was used at 10 μg/ml.

Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction
Total RNA extractions were performed with the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The reverse transcrip-
tion was performed with M-MLV reverse transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and random primers. Primers
were 50 to 30 forward GTGAATATTTTGACAGTCTGCT
and reverse ATCTAGTGTGAGTTGGCTTC for muBC
MA, forward CCAAAGATCAGTACTGGGAC and reverse
AAGCTACACGTTTCCACAG for muTACI, and forward
GGGCAGTGCTCCCAAAAT and reverse TCGTTTTCG
TGGTGACAAGA for huBCMA. Polymerase chain reaction
(PCR) was performed using a Taq Platinium polymerase kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The amplifica-
tion procedure included a 3-minute step at 94�C followed by
35 cycles with 30 seconds at 94�C as a denaturation step,
30 seconds at 55�C as a hybridization step, and 1 minute at
72�C as an elongation step. A final 4-minute, 72�C step was
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used for final elongation. PCR products were visualized on
1% agarose gel using Gelgreen (Ozyme, Montigny-le-Bre-
tonneux, France) dye under ultraviolet illumination. Quanti-
tative PCR (qPCR) was performed on a 7500 Real Time
PCR System with Power Syber Green (Applied Biosystems,
Foster City, CA). The primers forward CTGGAGGC-
CAGGGAGACAT and reverse GCACGGTCAGGATCA-
GAAGG for muAPRIL, forward GTGCGGCGGAGAGTT
GAG and reverse ACCGTCTCCAGCATCACCAG for the
muMHC class II I-Ab, forward AGCATGGCCCAGAAA
TCAAGGA and reverse GCCTTGTAGACACCTTGGTC
TTG for muIL-10, and forward TTGTCAAGCTCATTTC
CTGGTATG and reverse GGATAGGGCCTCTCTTG
CTCA for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(muGAPDH) were used.

Statistics
EAE was analyzed by a using a Mann–Whitney U test
either day by day or for the entire course of the experiment.
qPCR results were analyzed by an analysis of variance–
based test with a Tukey multiple comparison. Probability
values <0.05 were considered statistically significant.
ELISA and proliferation were analyzed by parametric
unpaired t test.

Results
Exacerbated EAE in the Absence of APRIL
To unveil the putative role of APRIL in MS, we first com-
pared EAE in WT and APRIL KO mice. Figure 1 shows an
exacerbated EAE starting around disease peak. In the periph-
ery of EAE mice, we did not detect any difference in the level
of disease-inducing IFN-γ and IL-17A cytokines measured
after in vitro restimulation of spleen and draining of lymph
node cells with the MOG priming peptide. Regarding APRIL

FIGURE 1: A proliferation-inducing ligand (APRIL) modulates
the severity of experimental autoimmune encephalitis (EAE).
(A) EAE induced in wild-type (WT) and APRIL knockout
(KO) mice was monitored over time. The mean � standard
deviation for the clinical score from a pool of 3 independent
experiments is shown. Total number of mice is also shown.
(B) Seven days postimmunization, total cells from spleen and
lymph nodes draining (dln) the priming site were
restimulated ex vivo with the MOG peptide. IFN-γ and IL-
17A secretions are shown. (C) The relative expression to
GAPDH of APRIL (left axis, solid bars) and MHC II (right axis,
open bars) mRNA is shown for the spinal cord of EAE mice at
different time points of disease evolution. A score of 1 was
given to the spinal cord of healthy mice. (D) APRIL mRNA
expression was determined by quantitative polymerase chain
reaction on the indicated cells sorted by flow-activated cell
sorting (Mac = macrophages; Mi = microglia). Results are
presented as the mean of 4 mice. Microglia from naive mice
were given a value of 1. *p < 0.05, ***p < 0.001.
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expression in mouse spinal cord, we observed a strong upregu-
lation of APRIL transcripts, also around disease peak, that
went back down to control levels afterward. The expression
profile of APRIL mRNA was highly similar to that of major
histocompatibility complex (MHC) class II, a marker of CNS
inflammation commonly used in EAE. The myeloid lineage is
the major source of APRIL.16 In EAE, infiltrating
macrophages join the pool of brain-resident myeloid micro-
glial cells. We examined APRIL expression in these 2 myeloid
subsets. APRIL mRNA was barely detectable in Ly6C−

CX3CR1+CD11b+CD45int microglial cells from naive mice.
During EAE, activated microglia cells defined by MHC class
II expression slightly upregulated APRIL expression, whereas
Ly6C+CX3CR1intCD11b+CD45high CNS-infiltrating mac-
rophages were an abundant source of APRIL. These results
demonstrated that upregulation of APRIL occurs during EAE
in mouse CNS, and identified infiltrating macrophages as the
major source of APRIL in EAE. In the absence of APRIL, the
disease is exacerbated. We observed this exacerbation without
a concomitant enhanced T-cell priming in the periphery,
strongly suggesting a local role for APRIL in the CNS.

APRIL Expression in MS Lesions
We next studied APRIL expression in MS patients, and also
observed a strong expression of APRIL in situ. In chronic
active lesions, which are characterized by a dense rim of acti-
vatedmacrophages at the active lesion edge and a diffuse infil-
tration of macrophages with late myelin degradation products
in the lesion center, immunohistochemical studies revealed a
subset of macrophages producing APRIL at the active edge
(Fig 2). There, we did not detect full-length APRIL, theoreti-
cally detectable with our pair of antibodies by a colocalization
of APRIL production and secreted APRIL in producing cells,
as in all the other human tissues analyzed so far. Rather, most
if not all of the secreted APRIL localized throughout the
entire lesion and in part also in the surrounding periplaque
white matter. APRIL production was different according to
disease stages and lesion types as defined previously.17 Fulmi-
nant acute lesions are present in patients with acute MS and
relapse/remittingMS.18 In these lesions, active demyelination
is predominantly associated with microglia activation, expres-
sing high levels of NADPH oxidase, and macrophages in the
lesions, which contain myelin degradation products.19 There,

TABLE. Pattern of APRIL Production and Secreted APRIL Observed in All MS Patients Analyzed

Age, yr Gender Lesion MS APRILp APRILs

NAWM PPWM Edge Center NAWM Center

35 M Ac AMS No MM Mod G, MM Mod MM, G No Astro

51 F Ac AMS No Few MM MM, G MM No Astro

40 F Ac RRMS No No Few G, MM Few G, MM No Astro

52 M Chr Act AMS No Few MM, G MM Few MM No Astro

49 F Chr Act RRMS No Few G, MM MM Few MM No Astro

41 M Chr Act SPMS No Few MM, G Weak MM Few MM No Astro

46 F Chr Act SPMS No Mod G, MM Mod G, MM Few MM No Astro

61 F SE SPMS No Few G, MM Few G, MM Few MM No Astro

67 M SE PPMS No Few G, MM Mod MM Few MM No Astro

56 M SE SPMS No Few G, MM Few G, MM MM No Astro

53 M Inact PPMS No MM MM MM No Astro

71 F Inact PPMS No MM MM MM No Astro

34 M Inact PPMS No Few G, MM Few MM MM No Astro

62 F Inact SPMS No MM MM MM No Astro

77 F Inact PPMS No No Few G, MM Few MM No Astro

Ac = acute; AMS = active MS; APRIL = a proliferation-inducing ligand; APRIL-producing cells (APRILp); secreted APRIL (APRILs); Astro = astrocytes;
Chr Act = chronic active; F = female; G = granulocyte; Inact = inactive; M = male; MM = monocyte/macrophage; Mod = moderate; MS = multiple
sclerosis; NAWM = normal-appearing white matter; PPMS = primary progressive MS; PPWM = periplaque white matter; RRMS = relapsing–remitting MS;
SE = slowly expanding; SPMS = secondary progressive MS.
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FIGURE 2. Legend on next page.
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FIGURE 2: A proliferation-inducing ligand (APRIL) secreted by a subset of macrophages is internalized by reactive astrocytes in
multiple sclerosis (MS) lesions. Immunohistochemical analysis of different types of MS lesions from patients’ autopsies is shown.
(A) Chronic active lesion. Scale bar = 1 mm. (B) Acute lesion. Asterisks label an area of profound microglia activation at the edge
of the active lesion. Scale bar = 400 μm. (C) Slowly expanding lesion. Scale bar = 400 μm. Inserts in A–C show high
magnification of APRIL-producing cells APRILp and cells positive for secreted APRILs. Note that we did not always use strictly
serial sections for the sake of saving material. (D) Serial sections from a brain control autopsy were immunostained for APRILp
and APRILs. Scale bar = 300 μm. Pictures are representative of 4 cases. (E) Sections from MS biopsies were costained for
APRILp/CD68 (upper panel), and APRILs/glial fibrillary acidic protein (GFAP; bottom panel). The costainings shown are
representative of 3 chronic active and 2 slowly expanding lesions. Scale bar = 5 μm. (F) APRILA88-binding astrocytoma CRT cells
were incubated at 4�C or 37�C for the indicated times (left panel). The figures show costaining for APRIL (red) and the plasma
membrane (CTxB staining, green). Nuclear 4,6-diamidino-2-phenylindole staining (blue) is shown on the merged pictures. An
experiment with APRILH98 is also shown (right panel). Scale bar = 2 μm. The results are representative of 4 experiments.
NADPH = nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.

FIGURE 3: Chondroitin sulfate (CS) type E expressed on astrocytes is a new binding partner for a proliferation-inducing ligand
(APRIL). (A) Binding of Fc-APRILA88, Fc-APRILH98, and control Fc-tagged glucocorticoid-induced TNF-related ligand (CTRL) was
assessed by flow cytometry on control L363 cells, and human primary (huAstro), CRT astrocytoma, and mouse primary (muAstro)
astrocytes. (B) Expression of B-cell maturation antigen (BCMA) and transmembrane activator and CAML interactor (TACI) mRNA
was determined by reverse transcriptase polymerase chain reaction in adult mouse spleen, brain, and primary astrocytes. (C, D)
Human primary astrocytes (C) and the CRT astrocytoma (D) were tested by flow cytometry for their reactivity with control IgM
(CTRL), anti–heparan sulfate proteoglycan (HSPG; 10e4), and anti–chondroitin sulfate proteoglycan (CSPG; CS-56; left panel), for
the binding of Fc-APRILA88 in the presence of heparin (middle panel), and after heparinase/chondroitinase (Chase) treatment
(right panel). (E) Mouse primary astrocytes were tested as in C for HSPG/CSPG reactivity and heparinase/chondroitinase
treatment. Data are representative of at least 4 experiments. (F) Surface plasmon resonance analysis for the binding of trimeric
APRILA88 to the indicated coated heparin (Hep.) heparan sulfate (HS) and chondroitin sulfate (CS). Measured affinities are
indicated. Results are representative of at least 3 independent experiments. RU = resonance units.
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APRIL production was low and restricted to some scattered
macrophages in the lesions and in the perivascular space.
There was no evidence for APRIL production by activated
microglial cells dominating such lesions. The typical feature

of slowly expanding lesions from patients with primary or sec-
ondary progressiveMS is the presence of a rim of CD68+ acti-
vated microglia with some scattered macrophages, which
contain early myelin degradation products. In these lesions,

FIGURE 4. Legend on next page.
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the APRIL-producing cells concerned only a subset of the
total CD68+ population. In inactive lesions, APRIL
production was sparse or absent (data not shown). In most
cases, we also observed APRIL production in granulocytes
within blood vessel lumina, and it was occasionally present
within the pathological tissue. Regarding secreted APRIL, it
was found in every active plaque (acute/chronic active plaques
and slowly expanding lesions), accumulating in cells with a
morphology reminiscent of astrocytes, but only rarely in
astrocytes from inactive lesions. No reactivity for APRIL pro-
duction and secreted APRIL was detected in the normal-
appearing white matter (NAWM) of these patients, defined
as a zone at least 1 cm distal from the lesion edge.We did not
detect APRIL production and secreted APRIL in the white
matter from control brain autopsies. The Table summarizes
the pattern of APRIL production and secreted APRIL
observed in all MS patients analyzed. Costaining experiments
confirmed that a subset of CD68+ myeloid cells produced
APRIL, and that secreted APRIL bound to GFAP+ astrocytes.
The apparent intracellular localization of APRIL in astrocytes
indicated a potential in situ internalization of APRIL that we
demonstrated in vitro upon incubation of astrocytes with
recombinant soluble APRIL at 37�C.We used 2 recombinant
soluble forms of APRIL, APRILA88 and APRILH98.
APRILA88 has the potential to bind the signaling receptors
TACI and BCMA and the coreceptor HSPG. In contrast,
APRILH98 binds only TACI and BCMA because of the dele-
tion of the HSPG-binding site. In this experiment, APRILA88
internalization was a rapid process, detectable as early as
5 minutes after incubation at 37�C, and internalized APRIL
was quite stable, as we did not detect degradation within a
time frame of 45 minutes at 37�C. By contrast, APRILH98

did not become internalized. We did not detect APRIL
mRNA by qPCR in resting mouse primary astrocytes, even
upon activation by the Toll-like receptor ligands LPS and
Poly-IC (data not shown). Taken together, our in situ analysis
shows that a subset of macrophages infiltrating lesions from
MS patients produces APRIL, and the secreted product accu-
mulates into astrocytes.

CS Type E from Astrocytes Is a New Binding
Partner for APRIL in MS Lesions
We next analyzed expression of APRIL receptors on astro-
cytes. APRILA88 and to a lesser extent APRILH98 bound
to the control multiple myeloma cell line L363, expressing

the HSPG CD138 (also known as syndecan-1) as well as
TACI and BCMA (Fig 3). Human/mouse primary
astrocytes and the astrocytoma cell line CRT bound only
APRILA88, excluding surface expression of TACI and
BCMA on primary astrocytes. As another control, BAFF
did not bind to these astrocytes (data not show). Reverse
transcriptase PCR analysis for TACI and BCMA mRNA
further excluded a putative intracellular location of these
2 receptors. Human primary astrocytes and the CRT
astrocytoma cell line expressed the known coreceptor for
APRIL, HSPG, as revealed by 10e4 mAb reactivity. Addi-
tionally, they expressed another sulfated receptor, CSPG,
as revealed by CS-56 mAb reactivity. The presence of hep-
arin, a low molecular weight HSPG, fully inhibited
APRILA88 binding to these astrocytes, confirming that
APRIL binding was strictly dependent on a sulfated recep-
tor. Finally, heparinase and chondroitinase treatment
inhibited APRILA88 binding. Similar results were obtained
with mouse primary astrocytes. Taken together, these
show that APRIL is also interacting with CSPG, in addi-
tion to HSPG. The CS chain of CSPG is heterogeneous
regarding the sulfation level and position on the disaccha-
ride core unit. This is the case in the CNS, and that alters
CSPG ligand binding properties.20 In surface plasmon res-
onance analysis, APRIL showed a strict specificity to disul-
fated CS type E but neither to disulfated type D nor to
the monosulfated types A, B, and C. The affinity of inter-
action of trimeric APRIL to CS type E was similar to the
one measured with heparin or HSPG, in the nanomolar
range.

In MS lesions, there was no reactivity with 10e4,
recognizing native HSPG (data not shown). 3g10, recog-
nizing HSPG after heparinase digestion, is believed to be
of wider reactivity than 10e4. 3g10 staining revealed a
similar expression of HSPG in the NAWM and inside
lesions (Fig 4). CSPG as defined by CS-56 reactivity was
highly present in the NAWM in cells and the extracellular
matrix. In lesions, CSPG expression was less abundant,
mostly confined to cells. On the contrary, CS type E was
barely present in the NAWM, but highly upregulated in
cells from lesions. Costaining experiments revealed that
GFAP+ astrocytes from active (n = 3), slowly expanding
(n = 2), and inactive (n = 2) lesions did not express
HSPG (3g10 reactivity). The nonastrocytic HSPG found
in the extracellular matrix did not colocalize with secreted

FIGURE 4: Chondroitin sulfate (CS) type E expressed by reactive astrocytes is the unique binding partner for a proliferation-
inducing ligand (APRIL) in multiple sclerosis (MS) lesions. (A) A biopsy from an MS patient was stained for myelin (Luxol fast blue),
heparan sulfate proteoglycan (HSPG; 3g10), chondroitin sulfate proteoglycan (CSPG; CS-56), and CS type E. Pictures
representative of a demyelinated lesion and the normal-appearing white matter (NAWM) are shown. Scale bar = 100 μm. (B) The
MS biopsy was also costained for secreted APRIL (APRILs) (red)/HSPG (3g10, green)/glial fibrillary acidic protein (GFAP; blue;
upper panel), APRILs (red)/CSPG (CS-56, green)/GFAP (blue; middle panel), and APRILs (red)/CS-E (green)/GFAP (blue; lower
panel). Right panels show the merged staining. Scale bar = 10 μm. The results are representative of 7 MS patients.
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APRIL. In all cases, including active (n = 3), slowly
expanding (n = 2), and inactive (n = 2) lesions, CSPG
(CS-56 reactivity) was expressed within GFAP+ astrocytes
and colocalized with secreted APRIL for active and slowly

expanding lesions. We further observed expression of CS
type E within astrocytes in 2 of 3 active, 1 of 2 slowly
expanding, and 0 of 2 inactive lesions. When expressed,
CS type E colocalized with secreted APRIL in astrocytes.

FIGURE 5: A proliferation-inducing ligand (APRIL) induces IL-10 secretion by astrocytes. (A) Enzyme-linked immunosorbent assay
analysis of cytokines in supernatants of mouse and human primary astrocytes and CRT astrocytoma treated with 10 μg/ml of
control Fc-tagged glucocorticoid-induced TNF-related ligand (Fc-GITRL; CTRL), Fc-APRILA88, and Fc-APRILH98. IL-6 and IL-10
productions are shown. The mean of a duplicate test with minimum–maximum values is shown. (B) Transcript expression of IL-10
in mouse primary astrocytes was measured by quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction. The results are
expressed as the fold change relative to the expression in presence of Fc-GITRL. (C) Chondroitin sulfate proteoglycan (CSPG;
CS-56 reactivity) and APRILA88 binding on NaCLO3-treated CRT astrocytoma and human and mouse primary astrocytes is shown
(upper panels). IL-6 and IL-10 production by NaClO3-treated cells in the presence of Fc-APRILA88 stimulation is shown (bottom
panels). One hundred percent represents untreated cells. Means � standard deviation from 3 independent experiments are
shown. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. ns = not significant.
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Taken together, our data show a selective binding of
APRIL to CSPG. This binding occurs in situ in MS
lesions at the level of reactive astrocytes. In some lesions,

but not all, we identified CS type E as the APRIL binder.
In MS lesions, APRIL does not bind to HSPG.

APRIL Induces an IL-10–Dependent Anti-
Inflammatory Response in Astrocytes
Astrocytes secrete a wide array of cytokines acting on
T-cell–mediated autoimmune responses in the CNS.21

We screened several of these cytokines by ELISA and
CBA after stimulation of murine primary astrocytes with
APRIL. in vitro cultured primary astrocytes are considered
to be non–fully resting astrocytes as judged by their con-
stitutive expression of proinflammatory cytokines.22

APRIL stimulation did not change the expression of the
proinflammatory IL-6 by these in vitro expanded astro-
cytes, whereas it induced them to produce the anti-
inflammatory IL-10 72 hours after stimulation (Fig 5).
APRILH98 had no effect in this experiment. We also
observed a late induction of IL-10 with no change in IL-6
by APRILA88 in human primary astrocytes and the human
astrocytoma cell line CRT. Other cytokines reported to be
produced by astrocytes, including IL-2, IL-4, IL-12, IFN-
γ, and TNF, were not detectable at any time point over
the course of the experiment. Quantitative reverse tran-
scriptase PCR analysis confirmed the late upregulation of
IL-10 mRNA in mouse primary astrocytes 48 hours after
stimulation with APRIL. CRT astrocytoma treatment
with 25 mM NaClO3, a transient inhibitor of sulfation,
reduced CSPG surface expression and APRIL binding.
HSPG decrease on CRT cells required a higher NaClO3

concentration (75 mM, data not shown). With 25 mM
NaClO3, CRT cell mortality never reached more than
15%. In this condition, IL-10 induction decreased by
more than 50% after APRIL stimulation, while IL-6 was
not significantly modulated. We observed a similar

FIGURE 6: IL-10 produced by a proliferation-inducing ligand
(APRIL)-stimulated astrocytes inhibits MOG-specific responses.
Total splenocytes from 2D2 TCR transgenic mice were
stimulated with the MOG peptide (3 μg/ml) in the presence of
control Fc (Fc-ectodysplasin A) and Fc-APRILA88–treated
mouse primary astrocytes. The Fc-APRIL–treated conditions
were performed in the presence of a control monoclonal
antibody (cIg) and antimouse IL-10. In some conditions, the
stimulationwas performed in the absence of astrocytes. (A) 2D2
T-cell proliferation based on Carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE) staining is shown (upper panel). The percentages
of nondividing/dividing CD4+ T cells are indicated. Mean
percentage � standard deviation (SD) of the proliferative
response obtained in 3 independent experiments is also
shown (bottom panel). (B) IL-17A and IFN-γ production is
shown (upper panel). The mean of a duplicate test with
minimum–maximum values is shown. Mean percentage � SD
obtained in 3 independent experiments is also shown (bottom
panel). One hundred percent represents the response
obtained in the presence of control-treated astrocytes.
*p < 0.05; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. ns = not significant.
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inhibition of CSPG expression associated with reduced
APRIL binding with 25 mM NaClO3 treatment in
human and mouse primary astrocytes. NaClO3 treatment
also reduced by >50% the production of IL-10 in APRIL-
treated human and mouse primary astrocytes, while leav-
ing IL-6 secretion unchanged.

We next performed in vitro peptide stimulation
assays with MOG-specific TCR transgenic 2D2 CD4+ T
cells. In the presence of primary astrocytes treated with
APRIL, 2D2 T-cell proliferation was significantly inhib-
ited (Fig 6). Notably, IL-10 antagonism in this assay par-
tially reversed the APRIL-mediated inhibition. Regarding
IL-17A and IFN-γ, the presence of APRIL-treated pri-
mary astrocytes also inhibited their production by 2D2 T
cells. As for proliferation, addition of a blocking anti–IL-
10 partially reversed the APRIL-mediated inhibition. In
these experiments, the effect of APRILA88 stimulation van-
ished in the absence of astrocytes. Hence, APRIL induces
an anti-inflammatory response in astrocytes with the pro-
duction of IL-10 that may protect from an autoimmune
neurodegenerative insult.

EAE Treatment with Recombinant APRIL
We next sought to assess the effect of recombinant APRIL
injection in EAE mice. We first performed a local intrasp-
inal delivery of APRIL twice in the presymptomatic phase.
APRIL injections significantly lowered disease severity for
3 consecutive days (Fig 7). This route did not allow us to
perform injections in the symptomatic phase due to tail
paralysis in EAE mice. We then switched to the intrave-
nous route. Nuclear imaging with iodine-labeled recombi-
nant APRIL showed that APRILA88 accumulated
compared to APRILH98 in the spinal cord of EAE mice.
No such level of detection was achieved in the spinal cord
of healthy mice. This result may reflect leakage of the
blood–brain barrier and specific retention of APRILA88 by
CSPG upregulation in EAE lesions. Figure 7C shows that
repeated intravenous injections of APRILA88 before and
during disease significantly reduced disease severity. We

FIGURE 7: Recombinant a proliferation-inducing ligand (APRIL)
injection lowers experimental autoimmune encephalitis (EAE).
(A) Recombinant APRILA88 and control ectodysplasin A (EDA)
were injected intraspinally at day 7 and 9 postimmunization.
The clinical score was monitored as in Figure 1A. (B) The
biodistribution of the indicated radiolabeled molecules is
shown for the spinal cord. (C, D) Fifty micrograms of
recombinant Fc-APRILA88 and control Fc-EDA were injected
intravenously every 3 days for 10 days starting on day 2 before
disease onset (C) and at disease onset (D). Results are shown as
in A. Results shown are a pool of 3 independent experiments.
Total number of mice is shown. *p < 0.05, ***p < 0.001. %
ID/g = percentage injecteddose per gram.
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observed similar reduction when APRILA88 treatment was
started at disease onset (see Fig 7D). Taken together, these
data show that injection of recombinant APRIL may con-
stitute a valuable treatment for MS.

Discussion
Antagonism of BAFF and/or APRIL with a soluble form
of one of their common receptors, TACI, exacerbates neu-
roinflammatory diseases such as MS and ON. It could be
postulated that BAFF and/or APRIL positively regulate
the subset of B cells producing IL-10 and IL-35 that was
shown to dampen EAE.23,24 However, a protective role
for BAFF and/or APRIL on nonimmune cells present in
the CNS cannot be excluded. BAFF production by astro-
cytes is upregulated in MS lesions, and EAE is exacerbated
in BAFF-R KO mice.25,26 However, a role for CNS BAFF
on CNS-resident cells appears unlikely, as BAFF-R expres-
sion was only reported in infiltrating immune cells.25 We
confirmed that result with the MS patients analyzed here,
and extended it by showing the absence of BAFF binding
and BAFF-R expression on primary astrocytes (data not
shown). Hence, CNS BAFF produced by astrocytes may
exert a local role, but on immune infiltrating cells. Less is
known regarding APRIL in MS. In the cerebrospinal fluid
(CSF) of MS patients, APRIL is either slightly upregulated
or unmodulated compared to control CSF from patients
suffering from noninflammatory neurodegenerative disor-
ders.27,28 Thangarajh et al reported that reactive astrocytes
produced APRIL.29 The authors used the same tissue-
reactive antihuman APRIL antibody, Aprily-8. However,
Aprily-8 is directed against the secreted part of APRIL,
whereas Stalk-1 (used here) reacts with the part of the
molecule that remains anchored in producing cells after
processing. Hence, Stalk-1 reactivity clearly detects
APRIL-producing cells, whereas Aprily-8 reactivity may
detect either APRIL-producing cells before APRIL proces-
sing or the secreted product. Our combination of Stalk-1
and Aprily-8 reactivity indicates that in MS lesions it is a
subset of macrophages that secretes APRIL, and reactive
astrocytes selectively bind paracrine APRIL. The absence
of APRIL mRNA detection in resting and activated pri-
mary astrocytes is also evidence arguing against production
of APRIL by astrocytes. Our study also revealed that
APRIL expression is variable according to the type of
lesions. This is true for APRIL-producing cells. Only very
few APRIL-producing macrophages were seen in initial
demyelinating lesions of acute MS. APRIL-producing
macrophages were also in low numbers in slowly expand-
ing lesions. In contrast, APRIL-producing macrophages
were numerous in chronic active lesions. Despite variation
in the number of producing cells, reactive astrocytes

homogeneously contained a high concentration of secreted
APRIL. APRIL present in reactive astrocytes may originate
from infiltrating macrophages but also from the blood.
The blood–brain barrier is permeable to serum compo-
nents in MS,30 and myeloid cells constitutively secrete
APRIL in the blood.12,16,31 These analyses demonstrate
that APRIL acts locally on CNS-resident astrocytes.

We did not find evidence for expression of TACI
and BCMA in in vitro expanded astrocytes. We only
found expression of the APRIL coreceptor, HSPG, and
identify CSPG, a related sulfated proteoglycan, as a new
APRIL binding partner in the CNS. The dual expression
of HSPG and CSPG in in vitro cultured astrocytes is con-
sistent with the previous study from Johnson-Green
et al.32 In situ expression of proteoglycans by astrocytes is
different. HSPG is not detected, whereas CSPG is present
in reactive astrocytes. We identified CS type E, upregu-
lated following different kinds of brain injury,33–35 as one
of the binding partners of APRIL in reactive astrocytes.
Astrocytes internalized paracrine APRIL. The reason for
this internalization process is presently not known, war-
ranting further investigation, but this process is likely due
to the ligand internalization property described for
proteoglycans.36

Astrocyte function in MS has long been a matter of
debate.37,38 This might be due to the important plasticity
of these cells.39 Nevertheless, astrocyte depletion has been
shown by 3 independent research groups to exacerbate
EAE, strongly arguing for a dominant protective function,
at least in EAE.40–42 We are showing here that APRIL
induces the production of IL-10 by astrocytes. Our data
complement the signaling property of APRIL in astrocytes
reported by others.43 This IL-10 induction fits well with a
protective function for APRIL and astrocytes in autoim-
mune MS, owing to the anti-inflammatory activity of this
cytokine.44 This is a likely explanation for the failure of
clinical trials assessing the BAFF/APRIL antagonist, ataci-
cept, in the autoimmune neurodegenerative disorders, MS
and ON. To our knowledge, there is currently no trial in
MS with an APRIL-specific antagonist, and such a trial
may be unwanted. By contrast, exogenous APRIL lowered
severity in a mouse model of MS. Taken together, the
present bed- to benchside translation leads to the identifi-
cation of APRIL as a potential new therapeutic compound
for autoimmune neurodegenerative disorders.
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I. APRIL et hépatite auto-immune 

 Notre étude rétrospective a montré que les cellules inflammatoires telles que les 

neutrophiles et une sous-population de macrophages originaires du sang étaient la source 

cellulaire d’APRIL dans le foie de patients atteints d’HAI. Ce résultat est consistent avec la 

précédente étude du groupe sur la PR, dans laquelle nous avons observé la même source 

cellulaire pour APRIL (Gabay et al, 2009). Ce résultat est également compatible avec le fait que 

tous les neutrophiles et un sous-ensemble de monocytes produisent APRIL (Matthes et al, 

2011 ; Munari et al, 2011 ; Manfroi et al, 2017). Par contre, les macrophages résidents du foie 

appelés cellules de Kupffer ne produisent pas APRIL. Ainsi, cela démontre que les foies sains 

seraient dépourvus d’APRIL, et que c’est le niveau d’infiltration par les cellules myéloïdes qui 

dicteraient l’expression d’APRIL dans les foies atteints d’HAI. 

 Concernant les facteurs déclenchant le processus auto-immun dans les HAI, le 

mécanisme pathogénique menant aux dommages du foie est un scénario complexe, encore 

mal connu, dans lequel l’intervention des réponses immunes innées et adaptatives a lieu. Les 

lymphocytes, PC et monocytes/macrophages sont proposés pour participer à l’attaque 

cellulaire (Longhi et al, 2010). En effet, l’initiation commence avec la présentation d’un 

peptide antigénique du soi par les CPA tel que les macrophages, CD et LB aux LT naïfs (Th0). 

Une fois exposé à l’antigène, les LT Th0 s’activent et se différencient en Th1 ou Th2. Les Th1 

stimulent les cellules cytotoxiques (LT CD8+) responsables des dommages tissulaires et des 

lésions inflammatoires nécrotiques. Cette fonction est contrebalancée par les Th2 qui 

induisent la maturation des LB en PC, conduisant à la production des autoanticorps. 

Cependant, la pertinence fonctionnelle des différents autoanticorps dans la pathogénèse est 

très peu comprise. Malgré leur importance dans le diagnostic, le rôle pathogénique des PC 

avec leur autoanticorps et le mécanisme par lequel ils peuvent potentiellement participer aux 

dommages hépatocellulaires ont besoin davantage d’investigations. 

 Les patients avec une HAI classique présentent une infiltration mononucléaire riche en 

PC principalement dans les régions portales, péri-portales et péri-veinulaires. Très peu 

d’études ont étudié les PC. C’est pourquoi notre étude s’est focalisée sur les PC et la présence 

de cellules produisant APRIL. Nous avons trouvé que leur densité et leur localisation dans les 

espaces portes corrélaient à la sévérité de la maladie. Une précédente étude avait déjà 

reporté que les PC étaient fréquemment observés à l’hépatite d’interface et que l’infiltration 

augmentait avec la sévérité de l’HAI, contrairement aux lobules (Kobayashi et al, 2014). Par 
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immunofluorescence et tests in vitro, nous avons révélé que l’APRIL sécrétée était en contact 

direct avec les PC et augmentait leur survie in vitro, laissant penser qu’APRIL crée 

potentiellement in vivo un environnement propice à leur survie et rétention comme vu dans 

d’autres tissus (Belnoue et al, 2008 ; Huard et al, 2008 ; Gabay et al, 2009). 

Néanmoins, on peut s’interroger sur l’expression d’APRIL dans le tiers des HAI qui n’ont 

pas d’infiltration de PC, car une pauvreté en PC n’exclue pas un diagnostic HAI. De plus, le foie 

est également la cible d’autres maladies auto-immunes comme la CBP et la CSP. Basé sur le 

niveau de production d’anticorps spécifiques, un chevauchement peut avoir lieu avec l’HAI, ce 

qui rend confus parfois le diagnostic (Manns, 1997). Des études précédentes ont démontrées 

que le niveau d’APRIL dans le sérum de patients atteints de CBP ne change pas comparé aux 

sujets sains (Migita et al, 2010). Donc, l’évaluation de l’expression d’APRIL dans les foies 

atteints de CBP et CSP ainsi que le niveau d’APRIL dans le sérum des patients HAI pourrait être 

crucial pour déterminer si APRIL serait décisif dans le diagnostic et/ou faciliterait davantage la 

distinction entre HAI et CBP/CSP.   

La corticothérapie combinée à l’azathioprine est connue pour réduire la réponse 

inflammatoire en agissant directement sur la prolifération/infiltration des leucocytes et 

infiltration des macrophages (Baschant et Tuckermann, 2010). Dans notre étude, nous avons 

démontré l’impact indirect de ce traitement sur la réduction de l’expression d’APRIL au niveau 

du nombre de cellules produisant APRIL et de sa sécrétion en corrélation avec le nombre de 

PC, suggérant bien qu’APRIL contribue à l’accumulation et la survie des PC. Dans notre cohorte 

de patients, un seul cas a montré un effet inverse avec une stabilité dans le nombre de PC et 

aucun changement dans l’expression d’APRIL après traitement. Il s’avère que ce patient 

montre une inflammation persistante lors de sa seconde biopsie, particulièrement riche en 

lymphocytes et PC mais avec une nécrose parcellaire modérée, suggérant que d’autres 

mécanismes maintenant l’inflammation peuvent rentrer en jeu. Nous avons également noté 

que quelques patients en échec thérapeutique voyaient l’expression de l’APRIL sécrétée 

légèrement augmentée. Ces patients ont besoin d’une amélioration du protocole de 

traitement par augmentation de la posologie et/ou addition ou changement par un autre 

composé immunosuppresseur. On spécule sur le fait que le traitement peut agir 

indirectement sur les PC en réduisant l’infiltration des macrophages et neutrophiles, réduisant 

par conséquent le nombre de cellules produisant APRIL et le produit sécrété. La persistance 

du produit sécrété pendant le traitement pourrait prédire l’échec thérapeutique et/ou la 
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rechute. Une autre étude a reporté que la persistance des PC dans les espaces portes est 

indicateur de rechutes (Czaja et al, 2003).  

APRIL est déjà connue pour être impliquée dans l’exacerbation de maladies associées 

aux auto-anticorps comme le LES, la PR et la néphropathie à IgA (Samy et al, 2017). Cette 

molécule est de manière rationnelle ciblée en tant que nouvelle thérapie dans les maladies 

auto-immunes médiées par les LB, et atacicept a bien entendu été investigué. Les résultats 

obtenus sont encourageants pour l’utilisation de thérapie visant à bloquer APRIL/BAFF  

(Ramanujam et al, 2006 ; O’Connor et al, 2004). Notre étude indique que le ciblage d’APRIL 

avec un anticorps bloquant spécifique serait peut-être apprécié comme futur traitement des 

HAI. L’utilisation de modèles animaux pourrait permettre de progresser sur la fonction d’APRIL 

dans la pathologie et de déterminer si l’antagonisme d’APRIL peut être utilisé comme nouveau 

traitement curatif et translaté aux patients (Christen et al, 2007). 

L’extension de cette étude pourrait donc avoir un impact sur les valeurs diagnostiques, 

pronostiques et thérapeutiques chez les patients atteints d’HAI.  
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II. APRIL et sclérose en plaques 

 Ces travaux de thèse se sont d’abord intéressés au rôle de la molécule APRIL dans la 

pathogénèse de la SEP. Nous avons pu observer la présence de cellules productrices d’APRIL 

autour des lésions de patients SEP et la partie sécrétée d’APRIL se concentrant de manière 

privilégiée à l’intérieur des lésions. Nous avons identifié les astrocytes comme nouvelle cellule 

cible d’APRIL et démontré la production de l’IL-10 via un nouveau partenaire de liaison 

d’APRIL, exprimé par les astrocytes : les CSPG. Le rôle anti-inflammatoire de l’IL-10 à inhibé la 

prolifération des LT auto-réactifs dirigés contre le peptide MOG et aussi réduit la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires. A partir des données précliniques obtenues avec le modèle 

murin, nous avons pu démontrer que l’injection d’APRIL permettait la réduction des 

symptômes de la maladie, nous permettant de l’envisager comme moyen thérapeutique. 

Le blocage de l’axe APRIL/BAFF dans la SEP a été investigué avec l’utilisation du 

récepteur soluble TACI-Ig nommé atacicept (Kappos et al, 2014). Les résultats obtenus ont 

malheureusement conduit à l’arrêt précoce du traitement en raison d’une inflammation 

accrue et de rechutes plus importantes chez les patients SEP. Ces mêmes résultats ont 

également été observés chez les patients atteints de NO (Sergott et al, 2015). De toute 

évidence, le blocage d’APRIL et/ou BAFF joue un rôle prédominant dans le développement de 

la SEP et certainement plus généralement dans les maladies neurodégénératives et explique 

ainsi l’échec rencontré face à cet essai thérapeutique. La compréhension du mécanisme sous-

jacent permettrait d’expliquer pourquoi l’échec a eu lieu. Au cours de ces travaux nous avons 

pu répondre à cette question. 

Le recrutement des macrophages lors de blessures entraine la libération du domaine 

actif d’APRIL dans le microenvironnement du SNC. On pourrait penser qu’une fois APRIL arrivé 

à cet endroit, il se fixerait aux PC infiltrants et exercerait son rôle de facteur de survie. Or, nous 

avons découvert que dans cet environnement unique, APRIL a la possibilité de se lier à un 

autre type de cellules, résidentes du SNC, les astrocytes. Cette nouvelle cellule cible a retenue 

toute notre attention. En effet, les astrocytes sont reconnus pour être la cellule mobilisée lors 

de blessures du tissu neural. La production et présence continue de cytokines inflammatoires, 

de radicaux libres et de débris axonaux libérés, entrainent l’activation des astrocytes. Lors de 

cette activation, le processus d’astrogliose se met en place afin de cicatriser les tissus touchés 

et sécréter des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 (Hostenbach et al, 2014). Cette 

cicatrice astrogliale est bien sûre bénéfique mais constitue également un obstacle à la 
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croissance axonale et à la (re)myélinisation dans les lésions du cerveau (Williams et al, 2007 ; 

Fawcett and Asher, 1999). Notre hypothèse est donc qu’APRIL exerce son rôle 

neuroprotecteur en orientant davantage la fonction des astrocytes vers une cicatrisation des 

tissus plus rapide et efficace étant donné que nos résultats montrent la production d’IL-10, 

suite à l’interaction astrocytes-APRIL.  

Cependant, il se trouve que les astrocytes n’expriment ni TACI, ni BCMA, les récepteurs 

d’APRIL. Il était donc important de focaliser la suite de notre recherche sur le mécanisme 

d’interaction entre les deux partenaires. Lors du processus de réparation par les astrocytes, 

ceux-ci expriment et sécrètent fortement les CSPG. Cette molécule représente l’obstacle 

majeur à la régénération des axones (Smith and Strunz, 2005). Nos expériences de résonance 

plasmonique de surface ont permis d’identifier clairement et de manière intéressante une 

forte interaction avec uniquement les CS de type E. Dans une précédente étude (Brown et al, 

2012), il a été démontré la capacité des CS-E à inhiber la croissance axonale comparé aux 

autres types de CS. De plus, les CS-E interagissent avec des récepteurs tels que la protéine 

tyrosine phosphatase (PTPσ) (Ohtake et al, 2016), NogoR1 (Dickendesher et al, 2012) ou 

encore les molécules sécrétées sémaphorines de type 3 (Dick et al, 2013) exprimés dans le 

SNC, qui déclenchent les voies inhibant la croissance des axones. Avec un anticorps bloquant 

les CS-E, ils ont montré la réversion de cet effet et observé une régénération in vivo des 

axones. Ces résultats démontrent que les CSPG et plus particulièrement les CS-E agissent 

comme répulsifs à la régénération. Cette nouvelle interaction CS-E-APRIL ne paraît donc pas 

être un évènement hasardeux mais plutôt établi dans un but précis. En effet, APRIL agirait 

comme un antagoniste et bloquerait l’action des CS-E, par conséquent empêchant ceux-ci 

d’interagir avec les molécules décrites précédemment. Cette inhibition d’interaction 

favoriserait la repousse axonale et la croissance des neurones au niveau du site des lésions. 

L’hypothèse est qu’APRIL pourrait être une nouvelle stratégie thérapeutique dans la 

régénération axonale, mais ce point reste encore à être évalué. 

Nos résultats précliniques nous ont permis d’observer une réduction de la sévérité de 

la maladie après injection de la molécule APRIL. Plusieurs tests d’injections ont été faits avant 

et après l’apparition des premiers symptômes par voie intra-spinale ou intraveineuse, 

respectivement. Le traitement par voie intra-spinale, trois jours avant l’apparition des 

symptômes a donné des résultats encourageants avec un retard sur l’apparition des 

symptômes perceptibles pendant 3 jours. Or cette méthode reste limitée de par la complexité 
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du geste technique, également par la validation de la délivrance du produit qui est impossible 

après l’apparition des symptômes mais aussi de la difficulté de la translation de cette méthode 

chez l’homme. Le côté invasive de la méthode et évidemment l’impossibilité de traiter les 

patients avant leur diagnostic SEP nous a conduits à abandonner cette méthode. Il a été décidé 

pour la suite de nos expériences d’utiliser la voie intraveineuse. Encore une fois nous avons 

observé une réduction des symptômes mais cette fois-ci tout au long de l’expérience, 

indiquant qu’un traitement avec une injection régulière est plus bénéfique et indispensable. 

Malgré des résultats significatifs et une évolution de l’EAE réduite, le développement de la 

maladie se fait toujours. Il serait donc possible d’envisager une amélioration du traitement 

avec soit l’augmentation de la dose par injection (précédemment dans nos expériences de 

50µg/injection de 100µl) et/ou du nombre d’injection par jour, tout en respectant les volumes 

maximums d’injections (Diehl et al, 2001).  

L’injection par voie intraveineuse de la molécule APRIL entraine sa libération dans 

toute la circulation. Sa présence en quantité supérieure et le rôle qu’elle pourrait avoir dans 

cette condition non physiologique reste une question importante. Cette question a été en 

partie investiguée chez des souris transgéniques pour APRIL (stein et al, 2002). La 

surexpression d’APRIL a entrainé quelques changements immunologiques mais aucun signe 

d’hyperplasie lymphoïde ou de développement de maladies. Un autre effet pourrait avoir lieu 

au niveau de l’interaction avec le co-récepteur HSPG. Effectivement leur expression est 

ubiquitaire et sur toutes les cellules adhérentes. La capacité de signalisation des HSPG n’est 

pas à négliger (Rapraeger, 2000).  Leur rôle déterminant dans l’adhésion cellulaire, la 

régulation de la signalisation par les facteurs de croissances et l’organisation de l’adhésion 

cellule-matrice pourraient être altérés, il serait donc important d’étudier ces paramètres en 

vue d’utiliser APRIL comme thérapeutique. 
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III. Conclusion générale 

 Les travaux de cette thèse ont mis en évidence une production d’APRIL par les 

macrophages infiltrants dans le foie et le CNS comme déjà décrit précédemment dans 

plusieurs autres tissus. De plus, on a permis d’étendre le rôle d’APRIL comme facteur de survie 

aux PC infiltrants du foie dans l’HAI, soulignant le rôle promoteur d’APRIL dans cette maladie 

auto-immune tout comme dans le LES ou encore la PR.  

De manière très inattendue et à partir des résultats venant de l’échec d’un essai 

clinique, cette thèse rapporte les évènements qui expliquent cet échec sous-jacent.  La 

découverte d’une nouvelle cellule cible pour APRIL dans le CNS, les astrocytes, et d’un 

nouveau partenaire de liaison exprimé par ceux-ci, les CSPG, dévoilent un rôle inédit d’APRIL 

dans le CNS comme molécule neuro-protectrice. 

Sa fonction promotrice dans l’HAI et anti-inflammatoire dans la SEP fait d’APRIL une 

molécule originale et versatile. Selon le tissu où elle est exprimée elle peut exercer des 

fonctions opposées faisant d’elle une molécule de choix dans les thérapies ciblées.  
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Résumé/Abstract 

 Les maladies auto-immunes résultent d’un dysfonctionnement du système immunitaire. 
L’étiologie de la pathologie reste souvent inconnue, compliquant la conception de traitements 
adaptés. Ce projet de thèse s’est focalisé sur la molécule « a proliferation inducing ligand » (APRIL), 
facteur de survie des plasmocytes (PC) produisant les anticorps, dans l’hépatite auto-immune (HAI) et 
la sclérose en plaques (SEP). Dans l’HAI, une principale caractéristique histologique est la présence 
d’un infiltrat lymphoplasmocytaire formant une hépatite d’interface dommageable. Dans cette 
maladie, nous avons d’abord pu mettre en évidence une corrélation positive entre l’expression d’APRIL 
et l’infiltration des PC dans les espaces portes. In vitro, nous avons observé une survie augmentée des 
PC du foie en présence d’APRIL. La corticothérapie communément prise par les patients HAI ne cible 
pas directement les PC. Cependant, nous avons remarqué une réduction simultanée de la densité de 
PC et de l’expression d’APRIL. Ainsi, cette étude étend le rôle de facteur de survie d’APRIL aux PC du 
foie dans l’HAI. Les rechutes sont fréquentes après arrêt du traitement, nous indiquant que les cellules 
pathogènes sont épargnées par la thérapie. Nos résultats montrent que le ciblage d’APRIL pourrait 
être précieux dans l’HAI. Propre de son rôle sur les PC, APRIL a été ciblée avec succès dans plusieurs 
maladies auto-immunes. Outre ces succès, un essai clinique visant à bloquer APRIL dans la SEP à 
malheureusement conduit à une exacerbation inattendue de la maladie. Nous avons été capables de 
montrer qu’APRIL cible un nouveau type cellulaire dans le système nerveux central, les astrocytes. La 
fixation d’APRIL à la surface des astrocytes dépend d’un nouveau partenaire de liaison, exprimé par 
ces derniers, les chondroïtines sulfates protéoglycans. Cette interaction induit la production de la 
cytokine anti-inflammatoire IL-10, conduisant à l’inhibition de, la prolifération des lymphocytes T auto-
réactifs et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. L’utilisation de souris déficientes pour APRIL 
dans le modèle standard de la SEP nous a permis de confirmer le rôle neuro-protecteur d’APRIL. 
Finalement, après injection d’APRIL recombinante dans ce modèle murin, une réduction de la sévérité 
de la maladie a été observée. Globalement, nous avons identifié APRIL comme une molécule à double 
rôle dans les maladies auto-immunes. 
 
Mots-clés : A proliferation inducing ligand (APRIL), Auto-immunité, Sclérose en plaques (SEP), hépatite 
auto-immune (HAI), Inflammation.  
 
 Autoimmune diseases result from a dysfunction of the immune system. The disease etiology 
is often unknown, complicating the design of appropriate treatments. This thesis project focused on 
the molecule “a proliferation inducing ligand” (APRIL), a survival factor for antibody-producing plasma 
cells (PC), in autoimmune hepatitis (AIH) and multiple sclerosis (MS). In AIH, one main histological 
feature is the presence of a lymphoplasmacytic infiltration forming a damaging interface hepatitis. In 
this disease, we first noticed a positive correlation between APRIL expression and PC infiltration in 
portal spaces. In vitro, we further observed an extended survival of liver PC in the presence of APRIL. 
The corticosteroid therapy commonly applied to AIH patients does not directly target PC. However, we 
noticed a concomitant reduction in portal PC density and APRIL expression. Hence, this study is 
extending the survival role of APRIL to liver PC in AIH. Relapses are frequent after treatment 
withdrawal, telling us that pathogenic cells are spared by the therapy. Our results indicate that APRIL 
targeting might also be valuable in AIH. Own to its role on PC, APRIL has been successfully targeted in 
several autoimmune diseases. Besides successes, a clinical trial aiming at APRIL blockade in MS has 
unfortunately led to an unexpected disease exacerbation. We have been able to show that APRIL 
targets a new cell type in the central nervous system, the astrocyte. The APRIL binding to astrocyte 
surface depends on a new binding partner, expressed by the latter, the chondroitin sulfate 
proteoglycans. This binding induces the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10, leading to 
the inhibition of, self-reactive T-cell proliferation and pro-inflammatory cytokine secretion. Use of 
APRIL-deficient mice in the standard model of MS allowed us to confirm the neuroprotective role of 
APRIL. Finally, after recombinant APRIL injection in this model, a lowered disease severity was 
observed. Overall, we identified APRIL as a dual role molecule in autoimmune diseases.    

Keywords: A proliferation inducing ligand (APRIL), Autoimmunity, Multiple sclerosis, Autoimmune 
hepatitis, Inflammation. 
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