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Introduction

Le concept de 'immunité est défini comme I'ensemble des outils de défense d’un
organisme contre les éléments étrangers a cet organisme, et en particulier les agents
infectieux. Afin d’assurer la défense de I'organisme, le systéme immunitaire doit étre
capable de distinguer ce qui est du « non soi » de ce qui est du « soi ». Une mauvaise
distinction peut conduire au développement d’'une maladie dite autoimmune, c’est-a-
dire que le propre systéme immunitaire de I'organisme se retourne contre le « soi ».
Notre sujet d’étude, I'encéphalite autoimmune (EA) a anticorps (Ac) anti-récepteur au

N-Méthyl-D-Aspartate (NMDAR), fait partie de ce type de pathologies.

Au sein du systeme immunitaire il est identifié deux types de réponse immunitaire :
la réponse innée et la réponse adaptative. L'immunité innée est présente chez chaque
individu des la naissance. Elle est notamment caractérisée par les barrieres physiques,
telles que la peau ou les muqueuses, et des cellules, telles que les macrophages ou
les polynucléaires, mais également les molécules solubles telles que les molécules du
complément. L'immunité innée est la premiére ligne de défense de I'organisme. Aussi,
elle s’active trés rapidement, dans les premieres minutes suite a une infection. Afin de
répondre au mieux et dans les meilleurs délais a une infection, les acteurs de cette
immunité sont ubiquitaires, c’est-a-dire qu’ils sont représentés dans tous les tissus.
Cette réponse immunitaire innée est associée au second type de réponse décrit :
immunité adaptative. L’'immunité adaptative est identifiable plus tard dans le
processus, en général dans les jours suivant I'infection. Elle perdurera plus longtemps

et fait intervenir les lymphocytes. Au sein de 'immunité adaptative, il est distingué

15
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limmunité humorale mettant en jeu les lymphocytes B et 'immunité cellulaire mettant

en jeu les lymphocytes T (Abbas et al. 2016) (Figure 1).

Dans les prochains paragraphes nous développerons les acteurs et mécanismes

mis en jeu lors d’'une réponse immunitaire adaptative.

Microbe
Immunité innée Immunité adaptative
x 4 e € Anticorps
WP e ?‘Barriéres
‘ épithéliales Aﬁ'
| &
Cellules Plasmocytes
yt dendritiques
Phagocytes
& &
9
2 Cellules
Complément NK et ILC |
C Heures =7k Jours )
0 6 12 1 3 5
Délai écoulé depuis >

I'infection

Figure 1 : Mise en place des mécanismes de lI'immunité lors d'une réaction
immunitaire.
La réponse immunitaire innée, via par exemple les mastocytes ou les cellules dendritiques,
s’active dés les débuts suivant l'infection. La réponse immunitaire adaptative, via les
lymphocytes, est identifiable les jours suivants et met en avant des acteurs spécifiques du
pathogene qui pourront perdurer au cours du temps et qui permettront une réponse rapide

si le pathogene se présente de nouveau (Abbas et al. 2016).

L’immunité adaptative interviendra aprés 'immunité innée et met en jeu différents
acteurs. A la différence de l'immunité innée, dont les mécanismes se déroulent

globalement de la méme facon quel que soit le pathogene, permettant ainsi une
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réponse précoce, ceux de I'immunité adaptative seront recrutés de maniere spécifique

au pathogene.

Les lymphocytes sont porteurs d’un récepteur qui va reconnaitre un antigene (Ag).
Ces Ag sont reconnus de facon spécifique par les récepteurs T ou B. La
reconnaissance, via différents mécanismes, permet une spécificité de la réponse
immunitaire qui perdurera dans le temps mais également une rapidité d’action en cas

de réinfection.

Ces cellules ont pu étre caractérisées par les molécules qu’elles expriment en
surface et qui ont été répertoriées sous la dénomination cluster de différenciation (CD).
lls permettent d’identifier les lymphocytes T et B par exemple et de les reconnaitre

selon leur stade de maturation et/ou d’activation.

Les organes lymphoides

Les organes lymphoides (OL) sont distingués en deux groupes, les OL
primaires et les OL secondaires (Figure 2). Dans les OL primaires (ou centraux) sont
retrouvées les cellules souches progénitrices des lymphocytes T et B et sont le lieu de
la différenciation de ces lymphocytes. La moelle osseuse et le thymus constituent ce

premier groupe d’OL.

Suite a leur maturation, les cellules immunitaires vont ensuite migrer a travers
la circulation sanguine et lymphatique jusque dans les OL dits secondaires (ou
périphériques) ou elles pourront rencontrer les Ag. La rate, les ganglions lymphatiques
et les tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT, Mucosa-Assciated

Lymphoreticular Tissue) constituent les OL secondaires.

17
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Figure 2 : Production et maturation des lymphocytes au sein des organes
lymphoides.
Les lymphocytes B et T sont issus des organes lymphoides primaires (générateurs) que
sont la moelle osseuse et le thymus. Via la circulation ils gagnent les organes lymphoides
secondaires (périphériques), ganglions lymphatiques, rate et tissus lymphoides ou ils

peuvent rencontrer les Ag (Abbas et al. 2016).

Les lymphocytes B

Les précurseurs des lymphocytes B proviennent de la moelle osseuse (comme
ceux des lymphocytes T) et ils y réalisent toute leur différenciation. Une fois matures,
ils vont rejoindre la circulation sanguine puis les OL secondaires. Les lymphocytes B,

une fois activés, se différencient en plasmocytes qui produiront les Ac.

Les lymphocytes B portent un récepteur spécifique de l'antigéne, le B cell
receptor (BCR) (Figure 3). Celui-ci est un Ac, ancré a la membrane de la cellule,

comprenant un domaine variable (V) et un domaine constant (C), de nature
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immunoglobuline M (IgM) a I'état naif (Abbas et al. 2016). A ce BCR sont associées

deux protéines, Iga et IgB. Les BCR reconnaissent les Ag.

— Domaine extracellulaire

gB

Immunoreceptor tyrosine-

based activation motifs > "J 1,’
(ITAM) — Domaine intracellulaire

Figure 3 : Structure du BCR.
Le BCR des lymphocytes B est composé d’un Ac IgM, associé aux protéines Iga et Igp.
Ces protéines contiennent au niveau cytosoligue un motif ITAM a tyrosine kinase
permettant la transmission du signal. ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation

motifs.

Pendant le développement des Ig, les régions variables V font I'objet de
recombinaisons sur les exons de 'ADN qui codent pour cette région, appelés
segments VDJ (variable, diversité, jonction) (Hozumi et Tonegawa 2004). Ces
recombinaisons se déroulent de maniere aléatoire et permettant la reconnaissance
d’'un nombre trés important de I'ordre de 1013 Ag différents (Pieper, Grimbacher, et

Eibel 2013).

Une mutation sur les genes RAG1 et RAG2, impliqués dans les mécanismes

de la recombinaison VDJ, entraine une carence de celle-ci conduisant a 'absence de
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lymphocytes B et T et par conséquent de la production d’lg (
). Ceci est a l'origine d’'un déficit immunitaire combiné sévere

(SCID) ( ).

La réponse immunitaire B peut varier selon qu’elle est T-dépendante ou T
indépendante. Dans le cas de la réponse T-indépendante, les Ag (Ag non protéiques
et lipidiques) induisent la production d’Ac mais sans évolution quantitative ou
qualitative. Les Ig produites seront quasi exclusivement des IgM et resteront de faible
affinité pour 'Ag. Ces lymphocytes sont identifies comme étant les lymphocytes B de
la zone marginale. Dans le cadre de la réponse T-dépendante, les lymphocytes B
présentent I’Ag aux lymphocytes T préalablement activés et recevront des informations
nécessaires a leur différenciation finale. Ces lymphocytes sont dits lymphocytes B
folliculaires. Les phénoménes de commutation isotypique et de maturation d’affinité
sont observeés pour ces lymphocytes, générant des plasmocytes a longue durée de vie

et des Ac de haute affinité.

Suite a une stimulation par I'Ag du lymphocyte B et par les interactions avec les
lymphocytes T, il est observé une commutation isotypique (ou de classe) (Figure 4).
Ce phénoméne implique un changement de la chaine lourde de I'lg, initialement IgM,
se déroulant au niveau des exons codant pour la partie constante C de [lg
(déterminant le type d’lg, Cp pour une IgM par exemple). Lors de la production d’IgM,
dans la chaine lourde, I'exon VDJ se trouve juste en amont de la région Cu. En aval
de cette région Cpu se trouve d’autres régions C codant pour les régions constantes
des autres types d’lg (par exemple la région Cy code pour une IgG). Au sein d’un intron
de ces régions C se trouve une séquence appelée « switch » qui est capable de

recombiner avec la séquence « switch » d’une autre région C, entrainant I'élimination
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de I'ensemble de 'ADN se situant entre ces deux séquences. Le segment VDJ se
trouvant initialement pres de Cu se trouve alors prés de la région C codant pour un
autre type d’lg. Le brin d’ADN ainsi formé est transcrit en ARNm puis traduit en protéine
conduisant a la production d’autres Ig que des IgM. Ainsi, les Ig issues de la
commutation isotypique peuvent étre des IgG, des IgE, ou des IgA impliquées selon
'isotype dans les réponses impliquant le complément, I'opsonisation ou encore
limmunité néonatale, dans 'immunité contre les helminthes et dans I'immunité des

muqueuses respectivement (Senger et al. 2015).

18 B R o W

Recombinaison des régions « switch »

|
R Rl

l Délétion des genes intermédiaires

IgG
Y - oo Rl o BB

Epissage alternatif et traduction

Figure 4 : Mécanisme de commutation isotypique des chaines lourdes.

La chaine lourde du lymphocyte B activé producteur d’IgM est constituée des segments
VDJ réarrangés suivis des génes codant les régions constantes C. Les interactions avec
les lymphocytes T induisent une recombinaison des régions « switch » se trouvant en
amont de chaque géne des régions C. La séquence ADN se trouvant entre deux régions
« switch » est éliminée pour placer le géne de la nouvelle classe d’lg a la suite des
segments VDJ. La traduction en ARNm et I'épissage alternatif précédent la traduction et
la synthése des Ig. Adapté de (Gullickson et al. 2022).
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La forte affinité des Ig pour I'Ag est liée au phénomeéne de maturation d’affinité,
ou hypermutation somatique, des lymphocytes B qui se réalise dans les centres
germinatifs, lieu ou les lymphocytes B folliculaires proliférent et subissent des divisions
rapides. En effet, pendant que I'infection est présente, la stimulation des lymphocytes
B par 'Ag est répétée et continue. Dans le cas des réponses T-dépendantes, on
assiste alors a des mutations ponctuelles dans les génes des régions V. Divers clones
sont ainsi formeés et les Ig produites ont donc une affinité variable pour 'Ag. Les
lymphocytes B, différenciés en plasmocytes qui produisent les Ac ayant une forte
affinité pour I'Ag, le lient plus efficacement, ce qui leur permet de survivre et donc de

continuer a produire des Ac.

Des mutations peuvent étre a lorigine d'un défaut du processus de
commutation isotypique. Par exemple, une mutation du CD40 ou CD40L, exprimés par
les lymphocytes B et T respectivement, compromet les interactions entre ces deux
entités. Le changement de classe d’lg n'a pas lieu et une augmentation d’IlgM est
observée, associée a une faible quantité ou absence d’lgG, d’IgA et d’IgE. Cette
pathologie est une cause du syndrome d’hyper IgM liée a I’X (le plus répandu étant le
type | pour la mutation du CD40L) et ne permet pas une réponse efficace contre le
pathogéne (

).

Les lymphocytes T

Les précurseurs immatures des lymphocytes T, provenant de la moelle
osseuse, vont migrer dans le thymus afin d’y terminer leur maturation. Les
lymphocytes T matures rejoindront la circulation sanguine puis les OL secondaires,

tels que la rate et les ganglions lymphatiques. La reconnaissance de I'Ag par le
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lymphocyte T se fait via son TCR (T cell receptor) (Figure 5). Le TCR est associé a la
molécule CD3, spécifigue des lymphocytes T, qui permet la signalisation
intracellulaire. Aux cotés de ce TCR il est retrouvé les molécules CD4 ou CD8 qui
reconnaissent respectivement les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) de classe Il ou de classe I. Le TCR est constitué de deux chaines
polypeptidiques a et 3 ou y et d reliées par un pont disulfure. Le TCR le plus répandu
est le TCR ap a hauteur de 87% contre 13% pour le TCR yd (Scott, Richards, et
Roberts 1990). Chaque chaine possede au niveau extracellulaire un domaine C et un
domaine V. Les combinaisons diverses des domaines Va et V3 du TCR permettent de

reconnaitre des Ag extrémement variés.

Chaine a Chaine B

Domaine variable

> Domaine extracellulaire
Domaine constant

Pont disulfure J

} Domaine transmembranaire

} Domaine intracellulaire

Figure 5: Structure du TCR.
Le TCR des lymphocytes T est composé de deux chaines af ou yd, reliées entre elles par
un pont disulfure, et qui comportent trois domaines que sont les domaines extracellulaire,
transmembranaire et intracellulaire. Le domaine extracellulaire de chaque chaine
comprend un domaine C et un domaine V, impliqué dans la reconnaissance de I'Ag. Le

TCR le plus commun est le TCRao.
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Parmi les lymphocytes T, il est identifié plusieurs populations fonctionnelles.
Ainsi, les lymphocytes T auxiliaires, identifiés par le CD4, ont des fonctions différentes
selon les cytokines qu’ils produisent. Ces profils sont déterminés selon les cytokines
présentes dans le milieu au moment de la différenciation. Les lymphocytes T dits
cytotoxiques, identifieés par le CD8, détruisent les cellules infectées et les lymphocytes
T régulateurs (principalement CD4), permettent de contréler et d’atténuer la réponse

immunitaire.

Les lymphocytes T, qu’ils soient CD4 ou CD8, n’ont pas la capacité de
reconnaitre un Ag sous forme libre ou soluble. Celui-ci doit leur étre présenté a la
surface d’'une cellule associé au CMH, il est dit que les lymphocytes T sont restreints
par le CMH. C’est le role des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) que de réaliser

cet apprétement de I’Ag pour les lymphocytes T qui ne sont pas infectés.

Les cellules présentatrices d’antigene

Les CPA sont des cellules du systéme immunitaire inné capables de capter les
Ag et de les présenter aux lymphocytes. Les plus efficaces sont les cellules
dendritiques mais les macrophages, les lymphocytes B et d’autres types cellulaires

tels que les kératinocytes exercent aussi les fonctions de CPA (

)-

Les CPA portent a leur surface des molécules du CMH permettant la
présentation de I’Ag aux lymphocytes T. Il existe deux types de molécules du CMH :
celles de classe Il qui présentent aux lymphocytes T CD4, et celles de classe | qui

présentent aux lymphocytes T CD8.
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Avant de pouvoir étre reconnu par un lymphocyte T et selon sa provenance, la
protéine antigénique doit étre apprétée. Lorsqu’il s’agit d’'une protéine extracellulaire
celle-ci est internalisée dans la CPA puis dégradée en peptides au sein de vésicules
telles que les lysosomes. Ces peptides sont ensuite associés a une molécule du CMH
de classe Il. Le complexe ainsi formé est transporté jusqu’a la surface de la cellule et
pourra étre reconnu par un lymphocyte T CD4. Lorsqu’il s’agit d’'une protéine
cytosolique, issue d’une synthése endogéne du pathogéne infectant une cellule, celle-
ci est dégradée au sein d’'un protéasome en peptide qui est ensuite associé a une
molécule du CMH de classe | au niveau du réticulum endoplasmique. S’en suit une
migration de ce complexe peptide-CMH |, a la membrane pour étre reconnu par un
lymphocyte T CD8. Un autre type de présentation peut avoir lieu, il s’agit de la
présentation croisée. L’Ag issu d’'une cellule infectée, de débris cellulaires ou autre,
peut étre internalisé par une CPA. Un complexe peptide-CMH | est alors formé et est
exporté a la membrane. Ce type de présentation permet 'activation et la prolifération

de lymphocytes T CD8 qui pourront ensuite tuer les cellules infectées.

Les lymphocytes mémoires

Apres stimulation antigénique des lymphocytes différenciés vont perdurer et
constituer une réserve de cellules, dites cellules mémoires. Les cellules mémoires ont
une longue durée de vie et restent présentent dans I'organisme méme une fois
I'infection terminée. Lors d’une réinfection, ces cellules ont la capacité de réagir tres
rapidement et la réponse immunitaire sera alors plus rapide que lors de la primo-
infection. Aussi, la proportion de cellules mémoires augmente avec I'age. Par exemple,
pour les lymphocytes B mémoires, leur proportion est plus faible dans la population

pédiatrique et est au maximum a I'dge adulte, pour ensuite diminuer Iégérement aprés
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65 ans ( ). Cette analyse peut étre sous-estimée car effectuée
seulement dans le sang périphérique alors que les lymphocytes B mémoires ont été
identifiés dans les poumons, mais pourraient également étre présent dans d’autres
organes tels que les intestins ou la peau ( ). Concernant les
lymphocytes T mémoires, ils résident a la fois dans les OL, ou ils sont définis comme
cellules mémoires centrales, et dans les tissus non lymphoides, ou ils sont définis
comme cellules mémoires effectrices ( ). Ainsi, dans la peau, les
cellules T résidentes présentent en majorité un phénotype mémoire T helper (Th) 1

mais également Th2 et T régulatrices ( ).

A la suite d’'une infection la réponse immunitaire adaptative va se mettre en place
suivant plusieurs étapes et sous l'effet de différents facteurs que nous détaillerons

dans cette partie.

L’activation des lymphocytes T

Les lymphocytes T reconnaissent I'Ag qui leur est présenté par les CPA associé
aux molécules du CMH. Cette reconnaissance menera a I'activation du lymphocyte, a

condition que celui-ci recoive 'ensemble des signaux nécessaires (Figure 6).
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Figure 6 : Mécanisme d’activation des lymphocytes T.

Le premier signal d’activation est généré par la reconnaissance de I'Ag par le TCR. Un
second signal est nécessaire pour I'activation compléte du lymphocyte T. Il est assuré par
les molécules de co-stimulation CD28 et B7. Un signal complémentaire correspond a la
production de cytokines par le lymphocyte T CD4. Des signaux inhibiteurs sont également
retrouvés, permettant de mettre fin a la réponse immunitaire. Ces signaux sont assurés
par les molécules PD1 et CTLA-4 et leurs ligands PD1-L et B7. TCR, T cell receptor ; CMH,

complexe majeur d’histocompatibilité.

Le premier signal correspond a la reconnaissance de I'Ag par le TCR. Ce premier
signal, a lui seul, n’est pas suffisant pour induire I'activation du lymphocyte T naif.
Le second signal est apporté par les molécules de co-stimulation présentes sur les
lymphocytes T et les CPA. Ainsi, parmi les molécules de co-stimulation, la plus
importante est la molécule CD28 du lymphocyte T naif, qui se lie avec la molécule B7
portée par la CPA. Suite a ces interactions le lymphocyte T est activé. Ces molécules
B7 peuvent également interagir plus tardivement avec des récepteurs inhibiteurs de

I'activation, tels que CTLA-4, qui participent & mettre fin a la réponse immunitaire.
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Un signal complémentaire, troisieme signal, fait suite a I'activation des lymphocytes T
et correspond a la production de cytokines. Le pathogene impliqué et la composition
de I'environnement conduisent la différenciation du lymphocyte et donc la nature des
cytokines produites. Les cytokines régulent la réponse immunitaire en cours (

) et orientent la différenciation, via les facteurs de transcription. Une fois que les
lymphocytes sont différenciés ils produiront un ensemble de cytokines qui leur est
propres ( ) (Figure 7). Ainsi, les lymphocytes Th1 produiront de l'interféron
y (IFN-y) qui sera impliqué dans les réponses cellulaires notamment par activation des
lymphocytes T CD8. Les lymphocytes Th2 produisent de l'interleukine 4 (IL-4), de I'lL-
5 et de I'lL-13. lIs interviendront dans les réponses contre les parasites tels que les
helminthes. Les lymphocytes Th17 sont caractérisés par la production d’'IL-17, d’IL-21
et d’IL-22 et participeront a la réponse lors des inflammations tissulaires et infections
fongiques. La stimulation antigénique sur les lymphocytes T, notamment par les
lymphocytes B CPA, permet de maintenir les lymphocytes Tfh (lymphocytes T
folliculaires helper) qui eux continuent d’activer et de soutenir la réponse lymphocytaire
B ( ). Les lymphocytes Tfh engendrent la
production d’IL-21 et d’'IL-4. lls viennent en soutien a la réponse lymphocytaire B en

participant notamment a la différenciation de ceux-ci en plasmocytes.

De maniére précoce dans l'activation lymphocytaire, le CD25 (aussi appelé chaine
a a I'lL-2) sera exprimé permettant la réponse a la cytokine IL-2 et ainsi la survie et la
prolifération des lymphocytes activés. D’autres molécules telles que le CD69 et le

CDA40L caractérisent cet état d’activation des lymphocytes.

Il existe une autre sous population de lymphocytes T CD4 que sont les lymphocytes
T régulateurs. Ces derniers interviennent dans ’lhoméostasie en permettant de réguler

la réponse immunitaire. En effet, ils limitent la prolifération des lymphocytes T
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effecteurs. La différenciation en lymphocyte T régulateurs sera induite grace au facteur

de transcription FoxP3 et ils produiront du Transforming Growth Factor-p (TGF-B) et

de I'lL-10.
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Figure 7 : Différenciation des lymphocytes T aprés leur activation.
Sous l'effet de cytokines et de facteurs de transcription les lymphocytes T CD4 se
différencient en lymphocytes Thl, Th2, Thl7 ou Tfh. Suite a cette différenciation les
lymphocytes produiront des cytokines selon leur type cellulaire caractéristiques de leur
différenciation. IFN, interféron ; IL, interleukine ; Th, T helper ; Tfh, T follicular helper (Dong
2021).

Alors que la réponse immunitaire envers un Ag pathogéne s’éteindra avec son

élimination, une exposition permanente de ’Ag (Ag du « soi » par exemple) nécessitera
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une régulation de 'activation de la réponse immunitaire. Ce phénomene de régulation
est appelé tolérance immunitaire et s’établit a deux niveaux. Le premier niveau est dit
central et intervient au stade de différenciation des lymphocytes dans les OL primaires.
Le second niveau, la tolérance périphérique, intervient dans les OL secondaires et les

tissus apres la différenciation des lymphocytes.

La tolérance centrale

Le phénoméne de tolérance centrale se déroule lors de la génération des
lymphocytes, dans la moelle osseuse ou le thymus. A ce niveau les lymphocytes sont
confrontés a de nombreux Ag. Dans le thymus, durant le processus de sélection
positive, seuls les lymphocytes T exprimant un TCR fonctionnel et donc capable de
reconnaitre un Ag, survivront. Les cellules épithéliales médullaires thymiques
expriment des Ag des tissus périphériques ( ). Lorsque les
lymphocytes réagissent fortement & un Ag présent, ils sont éliminés par apoptose. Ce
phénoméne est appelé sélection négative. Le facteur de transcription AIRE
(autoimmune regulator) est responsable de la régulation de I'expression des Ag des
tissus périphériques au sein du thymus ( ). Des mutations
sur le gene Aire sont a lorigine du syndrome APECED (autoimmune
polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy), caractérisé par une candidose
cutanéo-muqueuse chronique, une hypoparathyroidie et une insuffisance
surrénalienne, ou les lymphocytes T échappent a la sélection négative et migrent vers

la circulation ( ).

Certains lymphocytes T CD4 immatures du thymus survivent malgré une forte réaction
aux Ag et deviennent des lymphocytes T régulateurs, permettant le contréle de la

réponse immunitaire périphérique.
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Concernant les lymphocytes B, les mécanismes de sélection s’effectuent dans
la moelle osseuse. Lorsque ceux-ci sont trop réactifs, les génes RAG, impliqués dans
la recombinaison VDJ, sont a nouveau exprimés afin de permettre un réarrangement
au niveau des régions V de leur BCR et ainsi diminuer la réactivité vis-a-vis de I'Ag
( ). Lorsque le processus de « receptor editing » n’a
pas fonctionné, la sélection négative par apoptose s’applique. Ce processus est

particulier aux lymphocytes B.

La tolérance périphérique

Le phénomene de tolérance périphérique se réalise au niveau des OL
périphériques, tels que la rate ou les ganglions lymphatiques, et ne concerne que les
lymphocytes matures. Il est décrit plusieurs mécanismes de tolérance que sont

I'ignorance, la suppression ou délétion et I'anergie (Figure 8).
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Figure 8 : Mécanismes de tolérance périphérique des lymphocytes T.
Le mécanisme d’ignorance est défini par une absence de visibilit¢ de I'Ag par le
lymphocyte T via une barriere physiologique par exemple. Ce mécanisme est réversible.
Dans le cas d'une présentation d’Ag sans signal de co-stimulation associé, une absence
de réponse est observée, il s’agit de I'anergie. Enfin, des cellules T régulatrices peuvent
intervenir et ainsi réguler la réponse des lymphocytes T trop réactifs. Cela entraine un
blocage de l'activation, il s’agit de la suppression ou délétion. CPA, cellule présentatrice

d’Ag ; LT, lymphocyte T ; T reg, lymphocyte T régulateur ; TCR, T cell receptor.

Le mécanisme de lignorance correspond a I'absence d’interaction entre le
lymphocyte T et I'Ag, par exemple lorsqu’une barriére physiologique est présente entre
les deux intervenants. Ainsi, il est possible que pour un Ag présent au sein du systeme
nerveux central (SNC), la barriere hématoencéphalique (BHE) empéche le contact
entre le complexe Ag-CMH et le lymphocyte T. Ce phénomeéne s’observe également
lorsque I’Ag n’est pas présent en quantité suffisante, ne permettant pas d’atteindre leur

seuil d’activation. Ce mécanisme reste cependant réversible et une rupture de la BHE
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ou la présence d’une grande quantité d’Ag par exemple, conduit a la reconnaissance

de celui-ci par les lymphocytes T et leur activation.

L’anergie est définie par 'absence de réponse d’'un lymphocyte T aprés qu’un
Ag lui ait été présenté. Cette absence de réponse peut s’expliquer par le fait que la
reconnaissance de I’Ag n’est pas associée a la présence de signaux de co-stimulation

sur la CPA, ce qui ne permet pas I'activation du lymphocyte.

La suppression ou délétion est réalisée par les lymphocytes T régulateurs. Ces
lymphocytes T régulateurs vont bloquer I'activation des lymphocytes effecteurs
reconnaissant des Ag. Plusieurs mécanismes peuvent entrer en jeu afin de bloquer
cette activation ( ). Un premier consiste en la
production de cytokines inhibitrices telles que I'lL-10 ou TGF-B. Un second intervient
via la liaison du CTLA-4, ayant une affinité supérieure que CD28, avec B7 empéchant
ainsi l'activation du lymphocyte T. Une compétition métabolique est également
observée. Les lymphocytes T régulateurs, qui expriment le CD25, consomment I'lL-2
présent dans le milieu, ce dernier étant nécessaire a la survie des lymphocytes T
effecteurs. Enfin, les lymphocytes T régulateurs peuvent exercer une action

cytotoxique et entrainer la mort du lymphocyte T effecteur.

La tolérance périphérique des lymphocytes B se fait essentiellement par leurs
interactions avec les lymphocytes T. Si les lymphocytes T auxiliaires ne sont pas
activés ou absents alors il 'y aura pas de coopération entre ces deux types cellulaires
et par conséquent pas d’activation du lymphocyte B. Ceux-ci peuvent aussi exprimer
des signaux inhibiteurs, tel que Fas, conduisant a leur mort. Les lymphocytes T
régulateurs peuvent également intervenir directement et contribuer a la tolérance des

lymphocytes B ( ). D’autres cellules, telles que les
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lymphocytes B régulateurs, peuvent intervenir dans la régulation de la réponse

immunitaire ( ).

Des mutations de Foxp3 sont a lorigine du syndrome IPEX (immune
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome)

). Ces mutations provoquent l'inactivité des lymphocytes T régulateurs ce qui
engendre un défaut dans la régulation de la réponse immunitaire. De nombreux
organes sont touchés avec des entéropathies, endocrinopathies (troubles diabétiques
ou thyroidiques) ou encore des atteintes cutanées ( ).
Cette pathologie illustre 'importance des lymphocytes T régulateurs dans la régulation

de la réponse immunitaire.

Immunologiquement parlant, le SNC est identifi€ comme une zone privilégiée ou |l
n'y a pas de réponse immunitaire. Pour autant, Wekerle et collaborateurs ont pu
souligner des 1986 une immunosurveillance du SNC ( ). En effet,
des lymphocytes activés ont été mis en évidence dans le SNC, bien que ces cellules
y soient en faible quantité. Cette notion d'immunosurveillance a été revue plus
récemment avec des entrées au sein du SNC strictement contrdlées par les barriéres
formées au niveau des méninges et notamment I'arachnoide et la pie-mere, des
cellules endothéliales et la glia limitans formant la BHE et des plexus choroides

(Figure 9) ( ).
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Figure 9 : Voies d’entrée des cellules immunitaires dans le SNC.

A, Barriere méningée formée par I'arachnoide et la pie-mere. B, Barriere formée par la
BHE que les cellules immunitaires peuvent franchir au niveau des veinules post-capillaires.
C, Barriere formée au niveau des plexus choroides responsables de la production du LCR,
BCSFB. D, Localisation des trois barrieres sur une coupe coronale de cerveau. SNC,
systeme nerveux central ; BHE, barriere hémato encéphalique ; LCR, liquide
céphalorachidien ; BCSFB, blood cerebrospinal fluide barrier. (Engelhardi, Vajkoczy, et
Weller 2017).

Voie d’entrée méningée
La voie d’entrée passant par les méninges est contrélée au niveau de la barriere
entre le sang et le liquide céphalorachidien (LCR). Les méninges sont constituées de
trois membranes, la dure-meére, I'arachnoide et la pie-mére. L’arachnoide forme une
barriere entre la dure-mere et le LCR (Engelhardt, Vajkoczy, et Weller 2017). En

conditions physiologiques, plusieurs types de cellules immunitaires peuvent étre
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identifiés au niveau des leptoméninges (arachnoide et pie-mere) : des lymphocytes T,
des macrophages ou encore, bien qu’en faible quantité, des cellules dendritiques
( ). Dans le cas d'une pathologie neuroinflammatoire telle que
'encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), des lymphocytes T se
retrouvent au niveau du LCR suite a leur passage via les leptoméninges (

). A ce méme niveau, des lymphocytes T et B activés ont été mis en évidence
a différents stades de la pathologie ( ). De plus,
I'analyse post-mortem de cerveaux de patients atteints de sclérose en plaques (SEP)
primaire progressive, a montré que la quantité de lymphocytes présent dans les
meéninges est corrélée positivement avec une démyélinisation plus importante, la

sevérité de la maladie et un décés précoce ( ).

Voie d’entrée par la barriere hémato-encéphalique

La BHE est une barriere physiologique entre le sang et le SNC. Elle est composée
des cellules endothéliales, recouvertes par les péricytes et les astrocytes, isolant ainsi
le compartiment sanguin du parenchyme cérébral. Elle exerce un réle de protection en
empéchant les entrées de certaines entités telles que des toxines ou pathogenes au
sein du SNC. Dans certaines conditions inflammatoires (infectieuses ou
pathologiques), il est observé une infiltration de cellules immunitaires au sein du
parenchyme cérébral via les veinules post-capillaires (

). En effet, 'augmentation des molécules d’adhérence telles que ICAM
(intercellular adhesion molecule) ou VCAM (vascular cell adhesion molecule) sur les
épithéliums vasculaires lors d’une neuroinflammation permet le recrutement des
lymphocytes et leur passage au travers de la BHE (

). Cest notamment le cas dans la SEP ou suite a une

perméabilisation de la BHE, des cellules immunitaires, dont des lymphocytes T CD4
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et CD8, s’infiltrent au sein du parenchyme cérébral ( ).
Ces cellules vont reconnaitre la myéline entourant les neurones et il s’en suit une
démyélinisation et mort neuronale conduisant a la symptomatologie ( ). La
molécule d’adhérence leucocytaire (ALCAM) est impliquée dans cette pathologie le
recrutement de lymphocytes B pro-inflammatoires pathogéniques ainsi que leur

migration au travers de la BHE mais également de la barriere méningée (

).

Voie d’entrée par les plexus choroides

Les plexus choroides forment une barriére a l'interface du compartiment
sanguin et du LCR, appelée barriére sang-liquide cérébrospinal (BCSFB) (

). Les plexus choroides sont formés par un épithélium cubique
et localisés au niveau des 3¢ et 4° ventricules, ainsi qu’au niveau des ventricules
latéraux du SNC ( ). Les échanges avec le LCR, dont ils sont
responsables de la sécrétion, sont trés stricts. En condition inflammatoire, les
molécules d’adhérence ICAM et VCAM sont surexprimées sur les épithéliums des
plexus choroides, permettant le recrutement des lymphocytes ( ). De
plus, suite a un pré-conditionnement par injection de LPS (lipopolysaccharide) et aprés
injection dans les ventricules de lymphocytes T CD4 polarisés Thl, ceux-ci sont
capables d’adhérer et de migrer au travers des plexus choroides (

). Lors d’'un accident vasculaire cérébral (AVC), les lymphocytes T circulent via la
BCSFB pour entrer dans le parenchyme cérébral ( ). Dans I'EAE,
des lymphocytes Th17 ont montré leur capacité a migrer a travers les plexus choroides

jusque dans le SNC ( ).
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Pour résumer :

Au sein de 'immunité on identifie 'immunité innée et adaptative avec une
cinétique propre a chacune. L'immunité innée, qui est d’apparition précoce et
de cinétique courte, et I'immunité adaptative d’apparition plus tardive et
perdurant dans le temps.

L'immunité adaptative est constituée des lymphocytes T et B qui maturent dans
les OL.

La réponse immunitaire adaptative dépend de la reconnaissance par les
lymphocytes d’un Ag, pouvant mener a leur activation et nécessite pour les
lymphocytes T plusieurs signaux.

Plusieurs sous types de lymphocytes Th sont identifiés dont les Thl, les Th2,
les Th17 et les Tfh. L’agent pathogéne oriente leur différenciation et la sécrétion
de cytokines qui en découle.

Des mécanismes de tolérance centraux et périphériques permettent le controle
de la réponse immunitaire.

Le SNC est un milieu privilégié dans lequel les cellules immunitaires peuvent
entrer dans certaines conditions et notamment les conditions pathologiques.
Les voies d’entrées peuvent étre situées au niveau des méninges, de la BHE

ou des plexus choroides.
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Structure

Les NMDAR sont des récepteurs glutamatergiques qui tirent leur nom de leur
ligand, le glutamate. Au sein de la famille des récepteurs glutamatergiques il est
distingué 2 sous familles : les récepteurs métabotropiques et les récepteurs
ionotropiques ( ). Les récepteurs métabotropiques sont des protéines
membranaires qui répondent a la fixation d’un ligand entrainant une cascade
d’activation. lls sont également appelés récepteurs aux protéines G (RCPG). Les
NMDAR font, eux, partie de la seconde sous famille et sont des récepteurs de type
ionotropique formant un canal ionique laissant passer des ions suite a la fixation d’'un
neurotransmetteur et d'un co-agoniste. lls possedent pour substrats le
neurotransmetteur glutamate et la glycine qui se fixeront sur les sous-unités GIuN2 et
GIuN1 respectivement ( ). Parmi la famille des
récepteurs ionotropiques au glutamate, il peut étre également cité les récepteurs a-
amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate (AMPA) et kainate mais qui ne font

pas I'objet de notre étude ( ).

Les NMDAR possédent une structure hétéromérique composée de 4 sous-
unités. Ces sous-unités sont composées obligatoirement de 2 sous-unités GIuN1 et
de 2 sous-unités GIuN2 et/ou GIUN3 ( ). Il a été identifié
7 sous-unités au total, soit 1 sous-unité GIuN1, 4 sous-unités GIuN2 (nommées de A
a D) et 2 sous-unités GIuN3 (nommeées A et B). Ces sous-unités sont codées

respectivement par les génes GRIN1, GRIN2 et GRIN3. D’autre part, suite a I'épissage
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alternatif, il est dénombré 8 isoformes théoriques de la sous-unité GIUN1 (
).
Les sous-unités sont constituées des parties suivantes (Figure 10) :

- Le domaine extracellulaire :

Ce domaine est composé de 3 parties. Il contient les sites de liaison aux ligands
cités précédemment ainsi que la partie aminoterminale (NTD) du récepteur. Cette
partie renferme les résidus N368/G369 décrits comme un des sites de fixation

préférentiel des Ac anti-NMDAR dans I'EA ( ).

- Le domaine transmembranaire :

Ce domaine est composé de 3 parties transmembranaires (hélices) et d’'une boucle

qui permet la sélection des ions entrant ( ).

- Un domaine intracellulaire :

Le domaine intracellulaire est composé d’une seule partie. Celui-ci est impliqué

dans I'ancrage et l'interaction avec les molécules de signalisation (

).
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Figure 10 : Représentation d’une sous-unité du NMDAR.
Chaque sous-unité est divisée en plusieurs domaines : le domaine extracellulaire avec le
site de liaison aux agonistes ABD et le NTD, le domaine transmembranaire formant le
canal ionique TMD, et le domaine intracellulaire impliqué dans la signalisation CTD. ABD,
domaine de liaison a [IAc ; NTD, domaine aminoterminal ; TMD, domaine

transmembranaire ; CTD, domaine cytosolique (Paoletti, Bellone, et Zhou 2013).

Fonction

L’association des 4 sous-unités du récepteur va former un tunnel perméable aux ions
calcium (Ca?*) et la liaison du glutamate et de son co-agoniste, la glycine, entraine
I'activation du récepteur et une potentialisation a long terme (Prybylowski et Wenthold
2004; Vyklicky et al. 2014). La potentialisation a long terme est un processus qui
entraine une activité des synapses pouvant aller de plusieurs heures a plusieurs

semaines. Ce phénomeéne est impliqué dans les mécanismes d’apprentissage et de
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mémorisation ( ). A linverse, le magnésium (Mg?*)
entrainera une inhibition du récepteur et est impliqgué dans la régulation des phases de

repos et d’activité du rythme circadien ( ).

Localisation du NMDAR

Les NMDAR sont localisés dans le SNC, a la surface des neurones, ou ils
participent a [lactivité synaptique. Une modulation due aux interactions avec
différentes protéines, comme celles du cytosquelette peut avoir lieu, faisant évoluer la
localisation des NMDAR de pré-synaptique a post-synaptique et inversement (

). Sur la synapse, ils sont particulierement localisés au niveau post-
synaptique. A ce niveau, le glutamate relaché dans la fente synaptique, depuis la partie
pré-synaptique du neurone, pourra se lier au NMDAR et ainsi permettre un influx de

Ca?* qui engendrera la potentialisation a long terme.

Au sein du SNC, ils sont principalement retrouvés dans I'hippocampe et dans
le cortex ( ). Il est a noter que I'expression des
différentes sous-unités ainsi que leurs possibilités d’assemblage sera différente au
cours du développement. Cependant, la sous unité GIuN1 est, elle, ubiquitaire et ce
peu importe le stade de développement (

). Concernant la sous-unité GIuN2, les sous-unités 2B et 2D sont
majoritairement exprimées a la naissance. Durant I'enfance, 'ensemble des sous-
unités GIuN2 seront exprimées pour ne retenir que les sous-unités 2A, 2B et 2C a 'age
adulte. Il est a noter que la sous-unité GIUN2B est présente depuis la naissance et

gu’elle prédomine avec la sous-unité 2A dans le cortex et 'hippocampe ce qui laisse
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suggérer un réle central dans la fonction synaptique et la plasticité (Paoletti, Bellone,
et Zhou 2013). Concernant la sous-unité GIUN3A, elle se trouve exprimé a la naissance
et perdure dans I'enfance pour laisser place ensuite a la sous-unité 3B a 'age adulte

(Figure 11) (Paoletti, Bellone, et Zhou 2013).
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Figure 11 : Répartition des sous-unités du NMDAR selon le stade de
développement.
Les sous-unités GIUN2B et 2D sont exprimées a la naissance alors que les sous unités 2A
et 2C apparaissent plus tardivement. La sous-unité GIuN3 est également présente a tous
les stades avec une prédominance durant I'enfance. A I'dge adulte, seule GIuN3B est
exprimée. Quant a la sous-unité GIuN1 (non représentée), elle est présente a tous les

stades de développement (Paoletti, Bellone et Zhou 2013).

Les NMDAR sont également retrouvés sur d’autres structures du SNC, extra-
synaptiques, telles que les astrocytes (Schipke et al. 2001) ou encore les cellules
endothéliales (Macrez et al. 2016). lls ont également été décrit sur des organes
périphériques tels que les reins, les poumons, le foie, le coeur, 'estomac ainsi que le

systeme immunitaire (Du, Li, et Li 2016).
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Récepteurs a I'ephrinB et au NMDA
Les éphrines sont des protéines qui interagissent avec les récepteurs éphrine
B2 (EphB2) a activité tyrosine kinase. Les interactions entre récepteur et ligand sont
impliquées dans la formation de la synapse et la plasticité neuronale ( ).
Le récepteur EphB2 a été localisé sur la synapse de neurones hippocampiques de rat
par I'équipe de Torres et collaborateurs. Le récepteur EphB2 pourrait jouer un réle

dans la stabilisation de la synapse ou comme une molécule permettant 'adhérence

( ).

Une co-localisation des récepteurs EphB2 et NMDAR a pu étre mise en évidence au
niveau neuronal ( ). Les interactions entre ces deux récepteurs sont
impliquées dans la localisation du NMDAR sur la synapse et son maintien au niveau
post synaptique ( ). Il a été montré que lorsque l'interaction entre
ces deux récepteurs n’avait plus lieu, les NMDAR se trouvaient délocalisés au niveau
latéral plutét qu’au niveau synaptique ( ). Cette délocalisation
empéche le bon fonctionnement synaptique et un défaut de signalisation par les
NMDAR peut étre a 'origine de troubles neurologiques, tel que dans la schizophrénie
par exemple ou il est observé une hypofonctionnalité du NMDAR (

). Un autre exemple, lors d’'une EA a Ac anti-NMDAR,
pathologie impliqguant des auto-Ac, ces derniers se lieront spécifiguement aux NMDAR
(cf partie 3.c.) et cette liaison sera a I'origine d’'une diminution des interactions entre le
NMDAR et le récepteur a ’'EphB2, déstabilisant le NMDAR ( ). Une
étude a également montré que le récepteur EphB2 peut se révéler étre une cible
thérapeutique dans le traitement de 'EA a Ac anti-NMDAR. En effet, lors d’'une
injection simultanée d’'lgG de patients et du ligand du récepteur EphB2, directement

dans la partie de I'hippocampe dorsal des souris, une inversion partielle des effets des
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IgG sur I'expression des NMDAR est observée ( ). Le ligand a

'EphB2 pourrait donc permettre de prévenir en partie les effets des Ac sur les NMDAR.

Les NMDAR jouent un réle central dans la transmission synaptique et I'activité
neuronale au sein du SNC. Ainsi, des altérations de ces récepteurs peuvent étre

impliquées dans diverses pathologies.

La sur-activation des NMDAR semble jouer un réle dans la maladie d’Alzheimer
( ). Une activation chronique des récepteurs renforce la
formation des plaques p amyloides, elles-mémes a l'origine de la pathologie. De plus,
cette activation induit une surexpression de la protéine tau qui est bien connue pour

former des agrégats dans la maladie d’Alzheimer ( ).

A linverse, il a été montré une hypofonction du NMDAR chez les patients
atteints de schizophrénie ( ). En effet, I'étude de I'expression des
ARNmM au sein du cerveau en post-mortem a mis en évidence une plus faible densité
de la sous-unité GIuUN2A chez ces patients suggérant un déficit de la

neurotransmission glutamatergique dans la pathologie.

Une hyper ou hypofonction du NMDAR sont impliqguées dans des pathologies
neurologiques telles que celles vues précédemment. Dans le cadre des pathologies
autoimmunes, ce sont des Ac anti-NMDAR qui sont identifiés. Par exemple, chez les
patients atteints de lupus érythémateux disséminé il s’agit d’Ac dirigés contre la sous-

unité GIuN2 du NMDAR ( ). Ces Ac sont retrouvés a des
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concentrations élevées dans le LCR des patients et sont corrélés avec les syndromes

neurologiques ( ).

Notre pathologie d’étude, 'EA a Ac anti-NMDAR, fait également état d’Ac agissants
sur le NMDAR ( ). Cette pathologie fait I'objet d’'une partie

spécifique détaillée ci-apres.

Pour résumer :

- Le NMDAR est un récepteur glutamatergique de type ionotropique.

- Il est composé de 4 sous-unités réparties entre les sous-unités GIuN1, GIuN2
et GIuN3.

- Les récepteurs sont retrouvés sur les neurones majoritairement dans
I'hippocampe et le cortex ou leur activation induit une potentialisation a long
terme impliquée dans 'apprentissage et la mémorisation.

- Plusieurs pathologies touchent le NMDAR dont 'EA a Ac anti-NMDAR.
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Les maladies autoimmunes résultent de dysfonctionnements du systéme
immunitaire et plus particulierement d’'une rupture de tolérance aux Ag du soi. Le
développement de la réaction autoimmune est caractérisé par a la fois 'accumulation
de lymphocytes T effecteurs accompagné ou non d’'une diminution du taux de
lymphocytes T régulateurs ce qui permet le maintien de la réaction immunitaire et

I'apparition des symptomes de la maladie ( ).

Le facteur déclenchant des pathologies autoimmunes est souvent inconnu mais il
est acquis que celles-ci sont liees a des facteurs génétiques et/ou des facteurs
environnementaux ( ). Parmi les maladies
autoimmunes il est distingué celles dites spécifiques d'organes et celles dites non

spécifiques d’organes.

Maladies non spécifiques d’organes

Les maladies non spécifiques d’organes sont définies par 'atteinte de différents
organes. C’est le cas par exemple du lupus érythémateux disséminé. Bien que
I'étiologie exacte ne soit pas connue, les auto-Ac reconnaissent des cellules
apoptotiques et nécrotiques, et touchent de nombreux organes tels que la peau, les
reins, le SNC... ( ). Des complexes immuns
constitués des auto-Ac anti-ADN se forment et se déposent dans les différents organes

induisant les lésions tissulaires de gravité variable ( ).

a7
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Maladies spécifiques d’organes

Les maladies spécifiques d’organes vont quant a elles toucher spécifiquement
un organe. Les cellules cytotoxiques ou les auto-Ac produits reconnaissent les Ag
exprimeés par un organe en particulier. C’est le cas de la SEP ou les Ac et les cellules
lymphocytaires T impliqguées vont cibler la gaine de myéline des neurones au sein du
SNC entrainant une démyélinisation et la formation de plaques a l'origine des

symptomes de la maladie ( ).

La pathologie faisant 'objet de notre étude, 'EA a Ac anti-NMDAR, se situe également
dans cette catégorie puisque ciblant les NMDAR exprimés par les neurones dans le

SNC.

Les encéphalites

L’encéphalite est une pathologie résultant d’une inflammation du SNC. Il s’agit
d’une maladie rare avec une incidence de 'ordre de 7 cas pour 100 000 habitants par
an, associée a une mortalité et morbidité élevée ( ). Le faible nombre
de patients rend I'étude de cette pathologie complexe. Lorsque la maladie n’est pas
fatale, les patients présentent généralement des séquelles cognitives et
comportementales entrainant des difficultés a la réintégration sociale et affectant leur
qualité de vie ( ). Les étiologies exactes de cette pathologie sont
encore mal connues mais plusieurs origines ont pu étre mises en évidence. C’est ainsi
que lors d’un recensement des cas d’encéphalites en Angleterre, dans une étude

prospective sur 2 ans, Granerod et collaborateurs ont mis en évidence une origine
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post-infectieuse dans 42% des cas, une origine immunitaire dans 21% des cas et

restaient d’origine inconnue dans 37% des cas (Figure 12) (Granerod et al. 2010).

Post infectieux
(]

Immunitaire

Inconnu

Figure 12 : Répartition des encéphalites selon leur origine.
Les encéphalites peuvent étre répertoriées dans différentes catégories que sont les
encéphalites d'origine infectieuse, les encéphalites d’origine immunitaire et les

encéphalites d’origine inconnue.

Les encéphalites autoimmunes a auto-Ac anti-NMDAR

Parmi les encéphalites ayant une origine immunitaire on dénombre
actuellement 16 types d’EA dans lesquelles des auto-Ac ciblant les récepteurs
neuronaux ou les protéines engagées dans la signalisation synaptique sont impliqués
(Dalmau, Geis, et Graus 2017). Une d’entre elles est 'EA a auto-Ac anti-NMDAR.
Cette pathologie a été initialement et recemment décrite par Dalmau et collaborateurs
avec notamment la mise en évidence d’auto-Ac anti-NMDAR chez des patientes

atteintes d’une encéphalite associée a un tératome ovarien (Dalmau et al. 2007).
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L’EA a Ac anti-NMDAR touche environ 1,5 millions de personnes chaque année
au niveau de la population mondiale ( ). Elle touche toutes les

tranches d’age de la population allant de 'age de 8 mois a 85 ans. Néanmoins, elles
ne sont pas toutes représentées de la méme facon avec un age médian de déclaration
de la pathologie a 21 ans et seulement 5% des patients sont agés de 45 ans ou plus
( ). Il est rapporté qu’environ 40% des patients sont 4gés de moins
de 18 ans. Comme il est couramment retrouvé dans les pathologies autoimmunes,
'EA touche préférentiellement les femmes avec un sexe ratio de 8 femmes pour 2
hommes ( ). Il semblerait que les hommes atteints soient plus
représentés au niveau des tranches d’age extrémes de la maladie (inférieur a 12 ans

et supérieur a 45 ans).

Etiologie

Bien que 'EA a Ac anti-NMDAR reste d’étiologie majoritairement inconnue, il
apparait que dans 40% des cas elle est associée a une néoplasie sous-jacente faisant
de cette pathologie un syndrome paranéoplasique ( ). Plus de 90%
des tumeurs identifiées dans ce contexte se trouvent étre des tératomes ovariens. Les
tératomes sont composés des 3 feuillets embryonnaires ce qui leur conférent la
capacité de pouvoir former 'ensemble des tissus de I'organisme. Ainsi, il est possible
de retrouver dans ce tératome du tissu nerveux exprimant des NMDAR, ce qui sera a
I'origine de la production des auto-Ac ( ). La recherche d’un tératome
ovarien est donc essentielle lors du diagnostic d’'EA a Ac anti-NMDAR chez une

femme.

Une autre étiologie possible de la pathologie serait une infection préalable a

Herpes Simplex Virus (HSV) ( ). En effet, 20% des
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patients ayant été infectés par HSV et présentant une encéphalite virale
développeraient des Ac contre les protéines de surface neuronales et notamment les
NMDAR, responsables de I'apparition d’'une EA a Ac anti-NMDAR. D’autres infections,
telles que les infections par les entérovirus ont été mises en évidence (

). Une étude récente a également mis en avant la production d’lg intrathécales
dirigées contre d’autres virus, dits neurotropiques, tels que les Epstein Barr Virus
(EBV), le virus de la varicelle et du zona, le virus de la rubéole ou encore celui de la
rougeole ( ).

Aussi, il a été évoqué un potentiel lien entre une infection par le SARS-CoV-2,
responsable de la Covid-19, et la déclaration d’'une EA a Ac anti-NMDAR aussi bien
chez des patients adultes que pédiatriques (

). Bien que plusieurs cas de ce type aient été rapportés il est cependant encore

trop t6t pour établir une corrélation forte entre ces deux pathologies.

Les encéphalites autoimmunes a auto anticorps anti-NMDAR : cas
pédiatriques

Une récente étude coréenne des cas pédiatriques (inférieurs a 18 ans) d'EA a

Ac anti-NMDAR a montré un sexe ratio comparable a celui de la population adulte

avec une proportion de 75% de jeunes filles ( ). 30% de celles-ci

présentaient un tératome ovarien. Une seconde étude fait état de résultats similaires

quant a la proportion de jeunes filles touchées ( ).

Cependant le nombre de tératomes ovariens associés est nettement inférieur puisqu'’il

ne concerne qu'une seule patiente. Ces études réalisées a plusieurs années

d’intervalle et sur deux continents différents tendent vers les mémes conclusions

concernant les cas dEA a Ac anti-NMDAR. Il est possible de les penser
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représentatives de la pathologie au sein de cette population pédiatrique bien que le
nombre de patients soit assez faible (32 et 31 patients respectivement) et que chacune

précise que le nombre de cas est probablement sous-évalué.

Comme son nom l'indique, 'EA a Ac anti-NMDAR est caractérisée par la
production d’Ac ciblant spécifiqguement les NMDAR et notamment ceux au niveau de
I'hippocampe, zone identifiée comme étant riche en NMDAR post-synaptiques (Figure

13) (Petralia, Yokotani, et Wenthold 1994).
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Figure 13 : Localisation des NMDAR au niveau du SNC.
Coupe transversale de cerveau de rat incubée en présence d’'un Ac anti sous-unité GluN1
du NMDAR. Le marquage est essentiellement retrouvé au niveau de la zone

hippocampique (fleche rouge) (Petralia, Yokotani, et Wenthold 1994).
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Dans 'EA a Ac anti-NMDAR, il a été montré que, pour que les Ac pathologiques
puissent se fixer sur leur site de liaison (ABD), le ATD de la sous-unité GIuN1 devait
étre présent ( ). Des cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidney),
qui ont la propriété d’étre facile a cultiver et a transfecter, sont modifiées pour exprimer
la sous-unité GIuN1 du NMDAR. A l'aide de ces cellules, il a été mis en évidence une
fixation des auto-Ac, issus du LCR des patients atteints d’EA a Ac anti-NMDAR sur ce
récepteur et plus particulierement sa sous-unité GIuN1 (Figure 14) (

). Seul le domaine ATD de la sous-unité GIuN1 est nécessaire et est suffisant
pour la liaison de I'Ac a sa cible. Lorsque cette unité GIuN1 était présente mais

délestée de son domaine ATD, il n’était plus observé de fixation des Ac.
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a-GluN1 CSF overlay
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Figure 14 : Identification de la sous-unité impliquée dans la liaison de I’Ac au
NMDAR.
Le LCR de patients atteints d’'EA a Ac anti-NMDAR a été incubé en présence de cellules
HEK transfectées exprimant la sous-unité GIuN1 du NMDAR, délestée (ATDdel) ou non
de son domaine ATD. Les Ac contenus dans le LCR révélés par immunofluorescence se
lient spécifiguement au domaine ATD de la sous unité GIUN1 du récepteur. Un Ac
commercial a été utilisé comme contréle pour cibler la sous-unité GIuN1 du NMDAR. ATD,

domaine aminoterminal ; CSF, liquide céphalorachidien ( ).

Diminution de I'activité des NMDAR
Lorsqu’ils sont injectés en intraventriculaire chez la souris, les Ac anti-NMDAR
produits par les patients atteints d’'EA a Ac anti-NMDAR sont capables d’induire des

troubles similaires a ceux retrouvés chez ces patients, a savoir des troubles de la
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mémoire et du comportement ( ). Au-dela de ces troubles, une
étude plus fine sur 'hippocampe des souris injectés avec le LCR de patients, contenant
les Ac, montre une diminution de la densité des NMDAR totaux et synaptiques dans
cette région (Figure 15A) ( ). Aussi, in vitro, l'effet sur les
NMDAR est réversible aprés suppression des Ac puisqu’a 26 jours apres injection du
LCR il n’est plus observé de différence dans la densité des NMDAR entre les animaux

traités avec le LCR de patients et ceux traités avec le LCR témoin (Figure 15B).

In vitro, la mise en contact de LCR de patients contenant des Ac anti-NMDAR
avec des oligodendrocytes, cellules du SNC exprimant également le NMDAR, a
montré par une méthode d’imagerie du calcium cytosolique une diminution significative
de I'activation des NMDAR ( ). Il est a noter que ces Ac n’entrainent
pas de modification du nombre de synapses, de la morphologie ou de la viabilité de

culture primaire de neurones ( )
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Figure 15 : Effet des Ac de patients atteints d’EA a Ac anti-NMDAR sur
I’hippocampe de souris.
A, Représentation tridimensionnelle de la densité de cluster de NMDAR totaux et
synaptiques a la suite de I'injection de LCR de patients contenant des IgG anti-NMDAR vs
du LCR de patients témoin. B, Représentation du taux de NMDAR totaux et synaptiques a
différents jours suivant l'injection intraventriculaire des IgG de patients (gris fonceé)

comparé aux controles (gris clair) ($* p<0,05, $$ p<0,01, $$$***p<0,001 ;
).

Internalisation des NMDAR
Il a été montré que le LCR des patients mis en contact avec des neurones
exprimant le NMDAR entrainait une internalisation de ceux-ci ( )

(Figure 16). Cette internalisation semble atteindre un plateau méme en présence
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continue d’Ac. Une hypofonction des récepteurs sera malgré tout observée. Une fois
les récepteurs internalisés au sein de la cellule, ils suivront une voie lysosomale de

recyclage et de dégradation (Moscato et al. 2014).

Neurone présynaptique

Neurotransmetteurs

Anticorps anti
récepteur NMDA

Récepteur NMDA internalisé
non fonctionnel

Neurone postsynaptique

Figure 16 : lllustration du mécanisme d’internalisation des NMDAR dans I'EA a Ac
anti-NMDAR.

Les Ac se fixent aux NMDAR du neurone post-synaptique ce qui induit leur internalisation

au sein du neurone. Les neurotransmetteurs du neurone pré-synaptique déversés dans la

fente synaptique n’ont plus de récepteurs ou se fixer ce qui empéche l'influx de Ca?* et

donc I'induction de la potentialisation a long terme (Heda 2017).
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L’hypofonction des NMDAR est due a leur internalisation par la liaison avec les
Ac. Une étude dans un modéle d’EA a Ac anti-NMDAR chez le rongeur a pu montrer
gu’un blocage de la réponse lymphocytaire B, par déplétion de ceux-ci, conduisait a
une diminution des lymphocytes B activés et une diminution de la production d’Ac,
entrainant une réduction des symptdmes chez I'animal ( ). Cette
étude démontre bien I'implication des lymphocytes B dans cette maladie ainsi que le

caractére pathologique des Ac anti-NMDAR.

Tableau clinique et évolution
L’évolution de 'EA a Ac anti-NMDAR a été revue et résumée par I'équipe de
Dalmau et collaborateurs (Figure 17) ( ). Dans une
premiére phase les manifestations sont non spécifiques faisant évoquer un syndrome
pseudo-grippal chez des patients présentant des céphalées associées ou non a de la
fievre. Cette phase est appelée la phase virale prodromique. Elle est d’'une durée

courte, de l'ordre de quelques jours, et cede rapidement place a la phase suivante.

Quelgques jours aprés, les patients présentent des symptdbmes de type
psychiatrique tels que des hallucinations, anxiété, changement de comportement
(agressivité), ... Ces éléments évoquent en premier lieu une pathologie psychiatrique,
telle que la schizophrénie, et faisaient orienter initialement 77% des patients vers des
psychiatres ( ) par méconnaissance de 'EA
a Ac anti-NMDAR. L’évolution de la maladie entraine les patients en quelques
semaines dans une phase de coma qui nécessitera une prise en charge en soins

intensifs. Cette phase de coma peut s’étendre de quelques semaines a plusieurs mois
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et conduire au déces des patients. Cette période de coma sera caractérisée par des
phases d’alternance entre agitation et catatonie, de la tachycardie et de '’hypertension,

une hypoventilation, ...

La phase de récupération permet la sortie des soins intensifs. Celle-ci peut
s’avérer trés longue, allant de plusieurs mois a plusieurs années. Durant cette phase
les patients récupereront au fur et a mesure leurs facultés mais de nombreux patients
garderont des séquelles avec notamment des troubles de la mémoire, parfois des
troubles du langage. Ces séquelles peuvent s’avérer tres handicapantes et parfois ne

permettent pas une bonne réintégration sociale (

).
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Etat basal

Psychose

Etat mental

Coma

Symptdmes psychiatriques :
Psychose, agitation,

hallucinations, manie, langage
presse, production verbale

5-24 months

Récupération prolongée/déficits :
Dysfonctionnement exécutif, désinhibition
impulsive, déficit de mémoire

Prodrome réduite, insomnie, déficit de
d_e type  mémoire, (parfois crises
viral d'épilepsie)
~1 week |
14 weeks
1
weeks-months

Evolution :

Mouvements anormaux (dyskinésie),
réactions dissociatives, catatonie, coma,
dysrégulation autonomique,
hypoventilation

Temps

Figure 17 : Evolution d’une EA a Ac anti-NMDAR.

La premiére phase, relativement courte, est la phase virale prodromale. Elle est suivie par

l'apparition de symptédmes de type psychiatrique se manifestant pendant quelques

semaines. L’évolution de la maladie peut nécessiter une prise en charge en soins intensifs.

La récupération survient apres plusieurs mois et des séquelles peuvent persister (Dalmau,
Geis, et Graus, 2017).

Par I'étude physiopathologique de I'EA a Ac anti-NMDAR, les déficits de

mémoire observés dans les symptémes cliniques ont été expliqués par la fixation des

Ac sur les NMDAR au sein de 'hippocampe. En effet, 'hippocampe est un organe

connu pour son implication dans les processus relatifs a I'apprentissage et les

processus mnésiques notamment en lien avec les NMDAR (Barry et Maguire 2019).
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Population pédiatrique
Les manifestations cliniques chez la population pédiatrique sont a type de
psychoses et changements de comportement dans 90% des cas ( ).
La fievre est un symptdme également treés présent dans prés de 80% des cas. Ces
symptdmes sont similaires a ceux retrouvés dans la population adulte. Une autre étude
réalisée au Royaume-Uni fait état de résultats similaires tant sur le sexe ratio que des

troubles cognitifs retrouves dans 90% des cas ( ).

Examen
Lors d'une EA a Ac anti-NMDAR il est essentiel de poser le diagnostic
rapidement afin de débuter la prise en charge adaptée le plus t6t possible. Depuis
quelques années le diagnostic de cette pathologie s’est nettement amélioré grace

notamment a une description de la pathologie par Dalmau et collaborateurs (

).

L’examen clinique du patient est essentiel pour établir un diagnostic différentiel
avec une quelconque pathologie psychiatrique. Ainsi, I'équipe de Dalmau et
collaborateurs ont défini une grille reprenant les différents symptémes cliniques qui
peuvent étre observés au cours de 'EA a Ac anti-NMDAR permettant d’aider au
diagnostic et d’orienter au mieux la prise en charge (Figure 18) ( ).
Ces symptbmes non spécifiques sont d’apparition rapide, sans antécédents et dans

plus de 80% des cas précédés par des prodromes de type viraux ( ).
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Des crises d’épilepsie, des dyskinésies ou mouvements anormaux sont fréquemment

observés.

Défaut de sommeil

Excitation, désinhibition ou manie en alternance avec comportement dépressif

Agitation ou agressivité

Apparition rapide

Prédominance chez le jeune adulte ou I'enfant

Absence d’historique psychiatrique

Catatonie fluctuante

Symptomes positifs ou négatifs au départ

Déficit de mémoire

Baisse du débit de langage ou mutisme

Intolérance aux antipsychotiques

Elimination d’'un syndrome malin des neuroleptiques

Anticorps et tests paracliniques associés (EEG, IRM ou LCR)

Figure 18 : Tableau d’aide au diagnostic positif d’'une EA a Ac anti-NMDAR.
Les arguments répertoriés font référence aux symptémes cliniques caractéristiques qui

sont ou non présents lors de cette pathologie (Dalmau et al. 2019).

Examens complémentaires

Des examens complémentaires peuvent étre réalisés et sont nécessaire a
'orientation du diagnostic lorsque celui-ci n’est pas encore établi. Ainsi, une IRM
(imagerie a résonnance magnétique) peut étre réalisée afin d’observer d’éventuelles
anomalies telles qu’une hyper intensité de signal dans notamment I'’hippocampe et le
cortex (Dalmau et al. 2007). Cependant, cet examen sera dans 50% des cas non
contributif pour le diagnostic (Dalmau et al. 2011). Un autre examen, I'électro-
encéphalogramme (EEG), permettant d’évaluer I'activité électrique du cerveau, se

trouve modifié chez de nombreux patients et nécessite une attention particuliére afin
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de prendre en charge le mieux possible les crises de type épilepsie pouvant survenir
( ). Il est & noter que méme si 'EEG se trouve souvent modifié
dans le cadre de cette pathologie, il n'est pas retrouvé de tracé spécifique a cette
encéphalite ( ). La recherche d’'une tumeur, notamment un
tératome ovarien, fait partie des examens complémentaires devant des signes

cliniques évocateurs, du fait de leur forte association avec 'EA a Ac anti-NMDAR

( ).

La population pédiatrique recensée par Shim et collaborateurs montre un EEG
anormal dans 81% des cas ainsi qu’'un LCR modifié chez presque 70% des patients
avec une pléiocytose ( ). Les imageries IRM se trouvent modifiées chez
53% des patients identifiant notamment une atrophie du parenchyme et un signal focal
élevé. Dans une autre étude, les modifications du LCR, images IRM et EEG sont

pathologiques dans le méme ordre de grandeur ( ).

Anomalies du LCR

Dans 'EA a Ac anti-NMDAR il est retrouvé une composition biochimique et
cellulaire anormale du LCR dans 80% des cas, et ce essentiellement au début de la
pathologie. Pour les 20% restants, nombreux sont ceux dont le LCR deviendra

anormal au cours de la maladie ( ).

Dans les anomalies observées, une pléiocytose lymphocytaire peut étre
identifiée. Il s’agit d’'une augmentation du taux de lymphocytes B et de plasmocytes
identifiés par les marqueurs CD20 et CD138 respectivement. Ces plasmocytes dans

le LCR sont responsables de la production d’Ac anti-NMDAR ( ).
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La recherche d’'immunoglobulines peut aussi passer par lidentification de
bandes oligoclonales dans le LCR. Cette recherche se fait par une méthode
d’isofocalisation et permet d’identifier un profil oligoclonal par séparation des Ig selon
leurs points isoélectriques. Elle permet la révélation d’lg présentes dans le LCR du
patient. Ces bandes peuvent étre observées lors d’'une EA a auto Ac anti-NMDAR
( ). La production au sein du SNC d’lgG peut étre
appréciée par la mesure de I'étanchéité de la barriere via l'index d’albumine et

I'enrichissement en Ig (

)-

Recherche des Ac anti-NMDAR

Les symptébmes de I'EA a Ac anti-NMDAR étant non spécifigues de la
pathologie, le diagnostic va s’appuyer sur des analyses biologiques. Le diagnostic est
établi par la détection d’Ac anti-NMDAR dans le LCR ( ). Il faut
noter que dans I'EA a Ac anti-NMDAR, les Ac ne sont pas nécessairement retrouves
a la fois dans le LCR et dans le sérum d’'un méme patient. En effet, il arrive que ceux-

ci ne soient pas identifiés dans le sérum malgré leur présence dans le LCR (

).

La méthode de détection est une méthode d’immunofluorescence. La révélation
des Ac se fait a 'aide d’'un autre Ac, dit Ac anti-humain secondaire, couplé a un
fluorochrome qui permet la visualisation en microscopie. Cette étude doit se faire avant

tout traitement.

Le LCR du patient est mis en contact avec des coupes histologiques de cerveau

de rat (Figure 19) ( ). La fixation d’Ac dans la zone
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hippocampique est évocatrice car I'hippocampe de cerveau de rat est tres riche en

NMDAR.

Figure 19 : Coupe histologique de cerveau de rat en présence de LCR de patient
atteint d’'une EA a Ac anti-NMDAR.

La zone hippocampique, particulierement riche en NMDAR, est fortement reconnue par

les Ac du patient (Dalmau et al. 2008).

La confirmation de la réactivité des Ac se fait a l'aide de cellules HEK
transfectées avec le NMDAR. De la méme fagcon que pour les coupes histologiques
de cerveau de rat, le LCR des patients est mis en contact avec les cellules transfectées
afin de révéler la présence d’Ac anti-NMDAR (Figure 20) (Dalmau et al. 2011; lrani et

al. 2010).
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Figure 20 : Co-marquages de cellules HEK transfectées exprimant le NMDAR en
présence de LCR de patient.
A, LCR de patient (dilution 1/40). B, Ac monoclonal dirigé contre la sous-unité GIuN1 du

NMDAR. C, colocalisation entre le LCR du patient et 'Ac monoclonal (Dalmau et al. 2011).

Une étude a pu montrer qu’'une décroissance précoce et rapide des taux d’Ac
dans le LCR était associée a une meilleure récupération de la maladie (Gresa-Arribas

et al. 2014).

Une stratégie thérapeutique a été proposée par I'équipe de Dalmau puis validée
par I'expérience clinique du centre de référence des syndromes neurologiques
paranéoplasiques de Lyon (Dalmau et al. 2011; Lamarque et al. 2011). Dans un
premier temps, la présence d’une tumeur est recherchée, en particulier un tératome
ovarien, comme déja évoque. Dans le cas ou une tumeur est identifiée, la prise en
charge commencera par la résection de celle-ci lorsque cela est possible. Puis les
patients recoivent une immunomodulation de premiére ligne qui permettra une nette

amelioration des symptdmes dans les semaines qui suivent pour 80% des patients
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( ). Cette immunothérapie de premiere ligne est
composée de corticostéroides tels que la méthyprednisolone, d’lg et/ou une
plasmaphérése ( ). Lorsqu’il n’y a pas de tumeur
associée seuls 50% des patients présenteront une amélioration ( ).
Dans le cas ou cette premiere ligne de traitement ne fonctionne pas, soit environ 30%
des patients ( ), les patients recoivent les traitements de seconde
ligne a base d'un Ac monoclonal, le rituximab. Celui-ci est dirigé contre les
lymphocytes B et entraine une déplétion de ceux-ci. Il peut étre associé a du
cyclophosphamide, un agent immunosuppresseur, souvent utilisé en cancérologie
pour ses propriétés antiprolifératives ( ).
Il est utilisé dans le traitement des EA en tant qu’agent antiprolifératif, ciblant la
prolifération lymphocytaire T et B ( ). Une minorité de patients reste
cependant réfractaire a cette seconde ligne. Différentes molécules ciblant différentes
voies de signalisation ont été proposées dont le tocilizumab (

). Cet Ac monoclonal permet de bloquer la transduction du signal de I'lL-
6 ( ), cytokine impliquée dans la prolifération des lymphocytes B et
dans la différenciation des lymphocytes Th17, et montre de meilleurs résultats dans

I'efficacité du traitement lorsqu’il y est associé ( ).

75% des patients guériront ou présenteront des séquelles modérées (

). Les autres patients présenteront des séquelles plus importantes ou
décéderont. Des rechutes sont possibles mais apparaissent moins sévéres que la
pathologie initiale. Parmi les patients qui rechutent, la fréquence est plus importante
chez les patients ne présentant pas de tumeur associée a I'EA ( ).
Dans la population pédiatrique, la précocité du diagnostic est associée a une meilleure

récupération qui est sans seéquelles dans 78% des cas ( ).
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A linverse, lors d’'un diagnostic tardif seul 14% des patients récupéreront totalement
et 72% auront une récupération partielle. Dans chaque cas, la récupération sera
longue et des séquelles pourront persister entrainant des difficultés a la réintégration

sociale ( ).

Pour résumer :

Les maladies autoimmunes correspondent a une rupture des mécanismes de
tolérance immunitaire, c’est-a-dire un dysfonctionnement de la capacité a ne
pas répondre au « Soi ».

Les encéphalites sont des pathologies résultant d’'une inflammation du SNC.
Les étiologies de cette maladie peuvent étre infectieuses, dysimmunitaires ou
non identifiées.

Ces Ac se fixent au niveau du domaine ATD de la sous-unité gluN1 entrainant
une internalisation des NMDAR.

Parmi les encéphalites a causes immunologiques se trouve 'EA a Ac anti-
NMDAR dont I'étiologie peut étre liée a un tératome ovarien, une infection HSV
ou bien inconnue. Cette pathologie touche principalement la femme jeune.

Les manifestations cliniques sont non spécifiques avec des troubles de type
psychiatrique évoquant une schizophrénie.

Le diagnostic repose sur l'identification d’Ac anti-NMDAR dans le LCR.

Le traitement impose la résection de la tumeur lorsqu’elle est présente et que
cela est possible. Le traitement est une immunothérapie qui associe a une
corticothérapie, des Ig et plasmaphérese. En deuxiéme ligne du rituximab et
cyclophosphamide sont proposés.

Sans traitement la maladie peut aboutir au décés du patient. La récupération
est longue et des séquelles peuvent perdurer altérant significativement la

qualité de vie.
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Plusieurs modéles pré-cliniques ont été développés ces dernieres années
permettant une étude des effets des Ac anti-NMDAR et une meilleure compréhension

de leur role dans cette pathologie.

Ces modéeles peuvent étre distingués en deux grands types. Le premier type de
modéle passe par une immunisation active ou un peptide, ou bien une protéine,
dérivés du NMDAR est administré a une souris en présence ou non d’adjuvants. Le
second type consiste en l'injection d’Ac anti-NMDAR déja produits par un organisme
donneur (humain ou murin) a un organisme receveur. |l s’agit d'un modéle de transfert

passif. Le modele utilisé pour notre étude fait partie de la premiére catégorie.

Les modeles par immunisation active consistent a administrer ’Ag contre lequel
une réponse immunitaire est souhaitée. Cet Ag est généralement associé a des
adjuvants stimulant 'immunité innée et permettant le développement de la réponse

autoimmune.

Modele de Wagnon et collaborateurs

Ce modele a été mis en place au sein de notre laboratoire et est celui qui a été
utilisé pour notre étude ( ). L'immunisation consiste en l'injection
sous-cutanée (s.c.) d’'un peptide, constitué de 20 acides aminés, issu de la sous-unité

GIuN1l du NMDAR. Comme dans le modele EAE, le peptide (GluN1lssg-378) est
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émulsionné dans de l'adjuvant complet de Freund (CFA), supplémenté avec
Mycobacterium tuberculosis. De la toxine pertussique est injectée en intra-péritonéale
(i.p.) le jour de 'immunisation puis est renouvelée a 48h. Les analyses biologiques sur
le modele et tests comportementaux ont été réalisés deux semaines suivant

immunisation.

La production d’lg spécifique a été évaluée par utilisation de cellules HEK
transfectées pour exprimer les sous-unités GIuN1 et GIuN2B. Les sera des souris
immunisées ont été incubés sur des cellules HEK transfectées ou non, mettant en
évidence la production d’lg spécifiques de la sous-unité GIuN1 du NMDAR dans ce

modele (Figure 21).
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Figure 21 : Production d’lg spécifiques de GluN1 dans un modéle d’EA a Ac anti-
NMDAR.
Immunomarquage de cellules HEK transfectées ou non pour exprimer les sous-unités
GluN1 et GIuN2B du NMDAR. Les cellules ont été incubées avec le sérum issu des souris
immunisées avec le peptide GIuN1, aprés deux semaines. Un Ac commercial anti-GIuN1,

H300, a été utilisé comme contréle positif (Adapté de ).
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L’étude de l'influx du Ca?*, in vitro, a montré que lorsque des neurones étaient
incubés en présence de sérum de souris immunisées, la réponse a la stimulation au
NMDA est nettement diminuée. De plus, un nombre plus important de lymphocytes B
(identifiées par le marqueur B220) a été retrouvé dans le cerveau des animaux
immunisés par rapport a leur contréle (Figure 22). A linverse, une déplétion des
lymphocytes B, une semaine en amont de l'immunisation, permet de prévenir les
troubles comportementaux observés. Ce résultat met en évidence l'implication des
lymphocytes B dans ce modéle murin d’EA a Ac anti-NMDAR.
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Figure 22 : Infiltration de lymphocytes B dans le SNC dans le modéle d’EA a Ac
anti-NMDAR.
Les lymphocytes B activés, exprimant le marqueur B220, ont été quantifiés dans le cerveau
de souris immunisées avec le peptide GIuN1 vs leur contrble, deux semaines apres

limmunisation. n=5 et 6 respectivement ( ).

Les tests comportementaux ont été réalisés deux semaines apres
immunisation. Le test du O-maze, mesurant I'anxiété, montre une diminution des
entrées et le temps passeé dans le bras ouvert est significativement diminué par rapport
aux animaux controles. Le temps de latence de la sortie du bras fermé est lui
significativement augmenté (Figure 23A). Le test de la nage forcée, évaluant le

comportement dépressif, montre par mesure du temps d’immobilité un comportement
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dépressif chez les animaux immunisés (Figure 23B). Le test du Y-maze montre une
absence d’exploration préférentielle du nouveau bras lors de la phase de rappel,
évoquant un trouble de la mémorisation (Figure 23C). L’activité motrice, mesurée par
un test d’actimétrie, ne montre pas de différence entre les deux groupes (Figure 23D).
Pour résumer, dans ce modeéle, des troubles comportementaux de type anxieux et

dépressifs ont été mis en évidence, ainsi qu’un trouble de mémorisation.
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Figure 23 : L’immunisation avec le peptide GIuN1 induit un comportement anxieux

et dépressif, associé a un trouble de mémorisation.
Les tests comportementaux ont été réalisés deux semaines aprés I'immunisation avec le
peptide GIuN1. A, Nombre d’entrées dans le bras ouvert, temps passé dans le bras ouvert,
temps de latence a la sortie du bras fermé (n=10 et 12 respectivement). B, Temps
d'immobilité lors de la nage forcée (n=10). C, Nombre d’entrées dans chaque bras lors de
la phase de rappel (n=12). D, Mesure de l'activité horizontale et verticale par le test de
I'actimétrie (n=10). ns, non significatif, * ou # p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (Wagnon et al.
2020).
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Modele de Pan et collaborateurs

Dans ce modele, les auteurs ont immunisé les animaux selon un protocole
classique d'immunisation ( ). Les animaux utilisés sont génétiquement
modifiés pour ne pas exprimer le gene ApoE, ce qui conduit & une altération de la BHE
( ). Quatre peptides issus du domaine extracellulaire de la sous-unité
GIuN1 du NMDAR ont été injectés en s.c. simultanément & du CFA. Dans les dix jours
suivant I'immunisation, une production d'lgG spécifiques des peptides est observée,
sans différence entre les animaux ApoE-/- et les « wild-type » (contréle) (Figure 24A).
Le test d’'anxiété (open-field) réalisé deux semaines aprés I'immunisation ne met pas
en évidence de comportement anormal des animaux immunisés par rapport a leur
contrbéle. Cependant, l'utilisation de MK-801, inhibiteur non compétitif du NMDAR,
quatre semaines suivant 'immunisation met en évidence une hyperactivité, dans le

test de 'open-field, des animaux dont la BHE n’est pas integre (ApoE-/-) (Figure 24B).
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Figure 24 : Effets biologiques et comportementaux des IgG anti-NMDAR d’un
modéle murin présentant une altération de la BHE.
Les résultats sont présentés par rapport a la ligne de base mesurée 8 jours avant
immunisation avec les peptides issus de la sous-unité GIuN1 du NMDAR. A, Délai
d’apparition d’lIgG spécifiques du NMDAR dans le sérum des animaux aprés immunisation.
B, Mesure de l'activité en open-field suite a I'injection de l'inhibiteur non compétitif du
NMDAR, MK-801. (Adapté de Pan et al. 2019).

Ce modele montre que limmunisation avec des peptides GIuN1 induit la
production d’Ac anti-NMDAR. L’apparition des symptdomes comportementaux
nécessite I'ouverture de la BHE. Cependant, la contribution des Ac anti-NMDAR dans
ce modele est difficile a caractériser, due a la présence de MK-801 qui bloque le

NMDAR.

Modele de Ding et collaborateurs
Ce modeéle suit un protocole d'immunisation similaire aux modéles précédents
de Pan et Wagnon (Ding et al. 2021). Le peptide, de 30 acides aminés, issu de la sous-
unité GluN1sse-385 €st administré par voie s.c. émulsionné dans du CFA supplémenté
avec Mycobacterium tuberculosis. Il est a noter que la séquence du peptide utilisé

dans notre modeéle est incluse dans le peptide présenté ici. Une injection i.p. de toxine
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pertussique est réalisée le jour de I'immunisation ainsi que 48h plus tard. Un « boost »
de 'immunisation est effectué a 4 et a 8 semaines suivant la premiére immunisation

et les tests comportementaux a 12 semaines.

Il a été mis en évidence une diminution de la densité des NMDAR in vitro a la
surface de neurones de souris en culture primaire suite a une incubation de 24h avec

le LCR de patients ou de souris (Figure 25).
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Figure 25 : Effet des Ac issus de LCR de patients ou de souris immunisées sur la
densité d’expression des NMDAR.
Des neurones en culture primaire ont été incubés pendant 24h avec du LCR de patients
et de souris immunisées avec le peptide GluN1ss6.385. Des Ac commerciaux dirigés contre
la sous-unité GIuN1 et le PSD-95, un marqueur post-synaptique, ont été utilisés (Adapté
de ).

Des tests comportementaux ont été effectués (Figure 26) : le test de la
reconnaissance du nouvel objet montre une absence de discrimination de celui-ci,
suggérant un trouble de la mémorisation qui peut étre retrouvé chez les patients
( ). L’'absence de discrimination se vérifie également avec le three-
chamber test. Ce test permet d’évaluer le comportement social des animaux en

mesurant leur préférence a un congénere vs un objet, ou leur préférence a un nouvel
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individu vs un individu familier. Cependant, les tests mesurant I'activité et I'anxiété que
sont le test de 'open-field et I'elevated plus-maze ne montrent pas de différence entre

les animaux contrble et les animaux immunisés.
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Figure 26 : Phénotype comportemental dans un modeéle murin I’EA a Ac anti-
NMDAR.
Les tests ont été réalisés 12 semaines aprés I'immunisation avec le peptide GIuN1. A, Test
de reconnaissance du nouvel objet, 'exploration de I'objet familier vs le nouvel objet est
mesurée par le temps passé dans le dispositif et I'index de discrimination. B, Three-
chamber test, préférence au nouveau congéneére vs I'objet. C, Test de I'open-field, mesure
du temps passé au centre du dispositif et la distance parcourue. D, Test de 'elevated plus-

maze, mesure du temps passé dans les bras ouverts et les bras fermés (Ding et al. 2021).

Ce modéle met en évidence a la surface des neurones, en présence d’Ac

spécifiques, une diminution de la densité des NMDAR. Ceci est aussi observé avec du
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LCR de patient, ce qui renforce lintérét du modéle. De plus, les tests
comportementaux indiquent des troubles de mémorisation, symptdome également

retrouvé chez les patients atteints d’EA a Ac anti-NMDAR.

Modele de Jones et collaborateurs

Ce modele est réalisé via une immunisation active mais a la différence des
modeles précédents, 'Ag n’est pas un peptide de la sous-unité GIluN1. Il est sous la
forme de protéines GIuN1l et GIuN2, conformées en récepteur tétramérique et
intégrées a des liposomes ( ). Ce complexe liposome/récepteur est
appelé protéoliposome. Un « boost » de 'immunisation est réalisé deux semaines plus
tard et les tests comportementaux ont été réalisés 35 jours aprés la premiere

immunisation.

Une production d’Ac spécifiques de GIluN1, dans le sérum des animaux
immunisés, a été mise en évidence in vitro par l'utilisation de cellules HEK transfectées
pour exprimer les sous unités GIuN1 et GIUN2A du NMDAR, six semaines apres
'immunisation (Figure 27). Ces Ac peuvent étre a l'origine d’'une hypofonction de
I'activité des NMDAR, cependant, a I'inverse de ce qui a déja été montré dans d’autres
modeéles ( ), ceux-ci n'impactent pas la densité des

NMDAR sur les neurones.
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Figure 27 : Détection d’lgG anti-NMDAR dans un modéle murin d’EA a Ac anti-
NMDAR.
Le sérum des animaux, extrait six semaines apres immunisation avec les liposomes ou
protéoliposomes (récepteur tétramérique des sous-unités GIuN1 et GIuN2 intégré a des
liposomes), a été mis en contact avec des cellules HEK exprimant la sous unité GIuN1 et
GIuN2A du NMDAR (rouge). Un Ac commercial anti-GluN1 a été incubé simultanément

(vert) ( ).

De plus, & ce méme temps, il a été observé une infiltration des cellules
immunitaires au sein des différentes structures du SNC (Figure 28). Les leucocytes,
identifiés par le marqueur CD45, sont présent a la fois dans le striatum, le cortex,
'amygdale, 'hippocampe et le thalamus (Figure 28A). Parmi ces leucocytes, plusieurs
types cellulaires ont été mis en évidence : les lymphocytes T via les marqueurs CD4
et CD8, les lymphocytes B et plasmocytes via les marqueurs CD20 et CD138
respectivement, et les macrophages et microglie via le marqueur Galactine 3 (Figure

28B).
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Figure 28 : Infiltration de cellules immunitaires dans le SNC dans un modele murin
d’EA a Ac anti-NMDAR.

Six semaines aprés immunisation avec des liposomes ou protéoliposomes (récepteur
tétramérigue des sous-unités GIuN1 et GIuN2 intégré a des liposomes), les structures du
cerveau des animaux ont été prélevées. A, Identification de l'infiltration leucocytaire dans
les structures du SNC, le striatum (str), le cortex (ctx), 'amygdale (amyg), 'hippocampe
(hipp) et le thalamus (thal). Les leucocytes sont reconnus par I'expression du marqueur
CD45. B, Caractérisation du type cellulaire des cellules infiltrées. Les lymphocytes T sont
identifiés par les marqueurs CD4 et CD8, les lymphocytes B par le CD20 et les
plasmocytes par le CD138, les macrophages et microglie par la galactine 3 (gal3). n=6
**p=0,0022 ( ).

Des tests comportementaux ont été réalisés 35 jours apres la premiére
immunisation. Le test de 'open-field montre une hyperactivité des souris traitées avec
les protéoliposomes (Figure 29A) avec une variabilité au sein de ce groupe. Malgré
cette variabilité, I'activité reste tout de méme supérieure aux souris contréles ayant
regu des liposomes. La mesure de I'anxiété, réalisée par le test du O-maze (zero
maze), ne montre pas de différence dans la distance parcourue au sein des zones
ouvertes et fermées (Figure 29B). Une différence est cependant observée dans le

pourcentage de temps passé dans la zone ouverte, habituellement anxiogéne. En
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effet, les animaux traités y passent significativement plus de temps que les animaux

contrbles.

A Open field: Total distance moved

Liposome Proteoliposome

T L ST

0 5000 10,000 15,000

Prot Lip Sal

(cm)
B Zero Maze
% of time: open area Distance moved: Open
& closed areas
- | s
3| . A
R ol @l J
k= a‘
-l A A
§ e =
5| s o 3 5 taees
Q- oe ¢ l'lm de
0 20 40 60 80 0 200 400 600 800 1000
% of time (cm)

Figure 29 : Phénotype comportemental d’'un modéle murin I’EA a Ac anti-NMDAR.
Les souris ont été immunisées avec des liposomes ou protéoliposomes (récepteur
tétramériqgue des sous-unités GIUN1 et GIuN2 intégré a des liposomes) et leur
comportement a été évalué 35 jours aprés. A, Distance parcourue dans I'open field pour
les souris contrdles (liposome) et les souris traitées (protéoliposomes). La distance totale
est évaluée en cm. B, Evaluation du pourcentage de temps passé dans les bras ouverts
du O-maze. Distance parcourue en cm dans les bras ouverts et fermés respectivement.

n=26 protéoliposomes, n=28 liposomes et salines, **p<0,0001. (Jones et al. 2019).
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Ce modéle présente des similitudes avec ce qui est observé chez les patients
atteints d’'EA a Ac anti-NMDAR. Le phénotype comportemental chez les souris

immunisées présente des similitudes avec les troubles observés chez ces patients

( ).

Ces modéles consistent en I'injection des Ac pathogenes directement dans le SNC.
Il N’y a pas ici de production endogéne des Ac. Cette méthode est qualifiée d'immunité

passive et permet I'étude des effets des Ac anti-NMDAR.

Modele de Planaguma et collaborateurs

Ce modéle repose sur l'injection continue de LCR de patients atteints d’EA a Ac
anti-NMDAR sur une durée de 14 jours ( ). Le LCR est délivré
par une pompe osmotique directement dans la zone cérébroventriculaire. Les Ac anti-
NMDAR ont été mis en évidence au niveau de I‘hippocampe aprées leur extraction et
leur quantification par immunoblot. Cette quantification a été réalisée a différents
temps, pendant ou aprés linjection du LCR (Figure 30). Le dosage montre une
augmentation jusqu’a 13 jours aprés le début de l'injection puis une diminution. Les Ac

ne sont plus détectables a 46 jours.
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Figure 30 : Quantification des Ac anti-NMDAR dans I’hippocampe des animaux
immunisés par transfert passif de LCR de patient.
Le LCR de patients a été injecté pendant 14 jours dans le SNC de souris. Le taux d’Ac
anti-NMDAR a été mesuré dans I'hippocampe a différents temps, pendant et aprés
I'injection. n=5 et n=4 pour le jour 5 ; ns, non significatif ; $$ p<0,01 ; $$$ ou *** p<0,001.

( )-

Afin d’évaluer l'effet de ces Ac sur 'apparition de troubles comportementaux,
des tests ont été réalisés pendant et apres l'injection du LCR. Les animaux recevant
le LCR de patients atteints d’EA a Ac anti-NMDAR ne présentent pas d’agressivité,
d’anxiété ou une locomotion modifiée par rapport a ceux ayant regu le LCR de patients
contrdles. En revanche, des troubles de mémorisation ont été relevés a partir du 10°
jour d’injection jusqu’a au moins le 18¢ jour, soit 4 jours apres l'arrét de linfusion
(Figure 31A-B). De plus, un comportement dépressif a été mis en évidence au 10¢
jour par le test de préférence au sucrose et au 12° jour par le test de suspension par
la queue (Figure 31C-D). A noter, qu’apres un laps de temps d’environ 10 jours apres
larrét de linjection de LCR, les animaux retrouvent un comportement normal,

suggérant un effet transitoire des Ac anti-NMDAR et permettant ainsi la récupération.
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Figure 31 : Effet sur le comportement murin de I'injection de LCR de patients

contenant des Ac anti-NMDAR.

A,B, Tests de la reconnaissance du nouvel objet en open-field ou Y-maze pendant et apres

l'injection de LCR. Les index les plus élevés signifient une meilleure discrimination du

nouvel objet. C, Test de la préférence au sucrose. Une diminution de la préférence de I'eau

sucrée signifie une anhédonie. D, Temps d’'immobilisation aprés suspension par la queue

au 12¢ jour, soit pendant la période d’injection. Ronds gris : LCR de patients, ronds blancs :

LCR contr6les. n=18 pour les LCR de patients (excepté open field n=8), n=20 pour le LCR

contrbles (excepté open-field n=10) ; *p<0,05 ; ***p<0,001 (Adapté de Planaguma et al.

2015).

Modele de Malviya et collaborateurs

Ce modéle de transfert passif consiste en l'injection d’'un Ac monoclonal humain

anti-NMDAR préalablement sélectionné (Malviya et al. 2017). Les plasmocytes

présents dans le LCR de patients atteints d’EA a Ac anti-NMDAR ont été isolés et une

analyse des chaines légéres des Ig a été effectuée par « single cell séquengage ».

Les transcrits ont été amplifiés par RT-PCR et I'Ac le plus affin a été sélectionné.
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L’injection se déroule de la méme maniére que le modéle précédent, Planaguma et

collaborateurs, et se déroule également sur 14 jours.

L’injection de cet Ac monoclonal, identifi€ SSM5 vs 12D7 pour son controle, met
en évidence une diminution de prés de 50% de la densité des NMDAR au sein de

I'hippocampe au 18¢ jour, soit 4 jours apres la fin de l'infusion de I'Ac (Figure 32).

504
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Figure 32 : Densité des NMDAR dans I’hippocampe de souris injectées avec un Ac
monoclonal anti-NMDAR.

Les souris sont injectées avec un Ac monoclonal humain anti-NMDAR. Au 18e jour aprés

le début de linjection, qui a duré 14 jours, la densité des NMDAR sur I'ensemble des

structures de I'hippocampe a été mesurée. SSM5 : Ac monoclonal ; 12D7 : Ac contrdle.

n=5 (avec 18 aires hippocampiques par animal). ****p<0,0001 (Adapté de Planaguma et

al. 2015).

Le test comportemental effectué est la reconnaissance du nouvel objet,
permettant de mettre en évidence un déficit de mémorisation. Ce test a été choisi en
lien avec la validation du modéle précédent (Planaguma et al. 2015). Celui-ci est
réalisé pendant et apres l'injection de ’Ac monoclonal en intracérébral et montre une
discrimination du nouvel objet décroissante pendant I'injection avec un pic au 18¢ jour,

soit 4 jours apreés la fin du protocole d’'infusion (Figure 33). La semaine suivante, ce
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déficit de mémorisation est reversé. Ces données sont en adéquation avec le modele

de Planaguma et collaborateurs.
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Figure 33 : Effet de I’Ac monoclonal humain anti-NMDAR sur la mémorisation des
souris.
Le test de la reconnaissance du nouvel objet est effectué pendant et aprés linjection de
I’Ac monoclonal humain anti-NMDAR dans le cerveau de souris (fin de I'injection au 14¢
jour). Un index élevé est synonyme d’'une meilleure discrimination du nouvel objet. n=7,
rouge : Ac monoclonal anti-NMDAR, vert : Ac contréle 12D7, **p<0,001. (Planaguma et
al. 2015).

Modele de Wright et collaborateurs
Ce modeéle de transfert passif a été développé afin d’étudier les crises
d’épilepsie pouvant survenir chez les patients atteints d’EA a Ac anti-NMDAR (Dalmau
et al. 2008). Il consiste en la pose d’un systéme d’EEG sans fil, a base d’électrodes
implantées dans le cerveau, suivie a 7 et 14 jours de l'injection d’lgG purifiées de
patients dans le ventricule cérébral gauche (\Wright, Hashemi, et al. 2015). Des
analyses par immunohistofluorescence ont montré que les IgG injectées se fixaient au

niveau de I'hippocampe.
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Les crises d’épilepsie sont induites par I'injection de pentylenetetrazol (PTZ). Le
PTZ est administré en i.p. 48h apres la premiére administration des IgG, soit 9 jours
aprés la pose du transmetteur. Les crises d’épilepsie qui en découlent sont
enregistrées pendant 60 minutes. L'analyse du score moyen des crises montre un
score plus élevé chez les souris ayant recu les IgG de patient par rapport aux souris

contrbles (Figure 34).
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Figure 34 : Effet de I'injection d’lgG de patients sur les crises d’épilepsies chez les
souris.

Le PTZ est administré a des souris 9 jours aprés la pose du transmetteur d’EEG et 48h

aprés linjection des IgG de patients atteints d’EA a Ac anti-NMDAR. Les crises qui

surviennent sont évaluées durant 60 min. HC, contréle sain. (Adapté de \Wright et al. 2015).

Qu’il s’agisse de modéles d’immunisation active ou de transfert passif, les
modéles murins permettent une meilleure compréhension de la pathologie et des
mécanismes sous-jacents. Une des causes possibles de 'EA a Ac anti-NMDAR est
une infection a HSV (Dalmau, Geis, et Graus 2017). Aussi, I'équipe de Linnoila et
collaborateurs ont développé un modéle d’EA a Ac anti-NMDAR post-infection a HSV

(Linnoila et al. 2019). Les animaux sont inoculés par voie intranasale et traités par
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acyclovir, un antiviral, pendant 2 semaines. Il est reporté que prés de 70% des animaux
développent des Ac dirigés contre la sous-unité GIuN1 du NMDAR. Ce modele ouvre

de nouvelles perspectives en se rapprochant de la clinique chez les patients.

Pour résumer :

- Les modéles murins permettent I'étude du réle des Ac anti-NMDAR dans la
pathologie.

- Les modeéles sont réalisés par immunisation active ou par transfert passif d’Ac.
Notre modéle fait partie de la premiére catégorie.

- Dans notre modéle il a été mis en évidence la production d’Ac spécifiques ainsi
que linfiltration de lymphocytes B dans le SNC. Un comportement anxieux et

dépressif, associés a un trouble de la mémorisation ont été observés.
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Pour rappel, le traitement de 'EA a Ac anti-NMDAR est composé des thérapies de
1€ ligne a base de corticostéroides, Ig et plasmaphérése. Les patients réfractaires a
ces traitements de 1° intention bénéficient de rituximab et cyclophosphamide en
seconde ligne ( ). Paracelse, un médecin alchimiste du 16¢ siéecle,
est a l'origine de la phrase suivante : « Tout est poison, rien n’est poison, cela dépend
de la dose ». Cette citation illustre bien dans notre cas l'efficacité des traitements
employés mais également les effets secondaires et la toxicité dont ils peuvent étre
responsables. C’est le cas notamment du rituximab dont les effets indésirables sont
multiples et variés, tels que infectieux ou cardiovasculaires (

). Le cyclophosphamide est quant a lui responsable de toxicité rénale.
De facon plus générale, 'ensemble des traitements utilisés dans 'EA a Ac anti-
NMDAR sont a I'origine d’'une diminution de I'immunité, pouvant conduire a I'apparition
d’infections opportunistes ou de réactivation virale. La diminution de 'immunité peut
étre attribuée au mécanisme d’action des traitements qui amenuisent la population
d’acteurs de limmunité. L’induction d’'une immunothérapie tolérogéne pour les
pathologies autoimmunes est depuis longtemps a I'étude (

) afin de s’affranchir des effets secondaires et de la toxicité des
traitements conventionnels actuels. L’émergence de l'utilisation de nanotechnologies,
et plus précisément de nanoparticules (NP), dans ce domaine ouvre de nouvelles
perspectives préventives et curatives ( ). L'utilisation de NP offre
de nombreux avantages tant sur leur formulation, leurs propriétés et leurs capacités a

impacter différents acteurs de 'immunité tels que les lymphocytes T ou B régulateurs

( ).
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L’objectif d’'une immunothérapie tolérogene est de rétablir la tolérance envers un
Ag tout en gardant la capacité de répondre aux infections. L'immunothérapie
spécifique d’'un Ag est un concept bien connu de nos jours dans le domaine
biomédical, son utilisation remonte a de nombreuses décennies et est utilisée depuis
plus d'un siécle dans le traitement des allergies ( ). De nombreuses
stratégies ont été a I'’étude pour l'induction d’'une immunothérapie tolérogéne. Parmi
ces stratégies nous pouvons citer celle des cellules dendritiques tolérogéniques. Par
exemple, parmi de nombreuses études l'une d’entre elles fait état de cellules
dendritiques de patients atteints de polyarthrite rhumatoide ou de donneurs sains qui
sont isolées et cultivées in vitro ( ). Leur différenciation en cellules
dendritiques tolérogénes est établit apres traitement par cGMP-grade (clinical grade
granulocyte macrophage colony stimulating factor) et MPLA (monophosphoryl lipid A).
Elles présentent les mémes caractéristigues en termes de phénotypes et
fonctionnalités quel que soit leur provenance. Leur co-culture en présence de
lymphocytes T a mis en évidence la capacité de ces cellules dendritiques tolérogenes
a réduire la production de cytokines pro-inflammatoires et donc la réponse
lymphocytaire T. Un essai clinique, dans la polyarthrite rhumatoide, sur I'utilisation des
cellules dendritiques tolérogenes a montré en phase | que leur injection au niveau local
entrainait une amélioration des symptomes. Cependant, les effets n’‘ont pas été
retrouvé au niveau systémique ( ).

Une autre stratégie d'immunothérapie tolérogéne consiste en l'administration de
peptide libre par différentes voies. Par exemple, 'administration par voie orale, de
facon répétée et a forte dose de la protéine basique de la myéline (MBP) supprime les

symptémes de 'EAE ( ). Cependant, 'administration de fortes doses
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répétées d’Ag n’est pas compatible pour une transposition chez 'lhomme. Dans une
autre étude, un peptide analogue de la MBP est administré par voie nasale et de facon
répétée chez I'animal, ce qui permet l'induction de lymphocytes T régulateurs et la

production de cytokine anti-inflammatoire, IL-10 ( ).

L’utilisation de NP constitue également une approche d'immunothérapie tolérogéne et

fait 'objet de notre étude.

Historique

Si les nanotechnologies sont aujourd’hui bien connues et largement utilisées,
leur histoire remonte en 1959 ou, lors d’'une conférence, Richard Feyman introduit pour
la premiéere fois la notion de nanotechnologie par sa conférence intitulée « Il y a
beaucoup de place en bas », suggérant I'étude de linfiniment petit. En 1974, Norio
Tanguchi emploie en premier le terme de nanotechnologie, « le définissant comme un
procédé de séparation, consolidation et déformation des matériaux par un atome ou
une molécule ». Ce n’est qu’en 1981 que le développement des nanotechnologies va
faire un bond en avant avec le développement du microscope a effet tunnel par Gerd
Binnig et Heinrich Rohrer, permettant d’observer la matiére a I'’échelle de I'atome. S’en
suit la découverte des fullerenes, molécule de carbone de forme géométrique type
spheére, en 1985 et celle des nanotubes de carbone en 1991. Les années 90 voient
également I'émergence des premiers produits de consommation contenant des
nanotechnologies et notamment I'utilisation de liposomes dans les cosmeétiques. En
1999 est créé en France le réseau de recherche en micro et nanotechnologies. Depuis,

les nanotechnologies n'ont cessé de se développer et ce dans tous les domaines.
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Définition
Les nanotechnologies sont identifiées comme regroupant I'ensemble des outils
et des techniques permettant I'étude ou les interactions a I'échelle du nanométre (nm).
Les nanomatériaux sont déja largement utilisés dans différents domaines tels que
I'électronique, le textile ou les cosmétiques. Le domaine de la santé ne fait pas

exception et ces outils peuvent s’avérer trés utiles dans I'aide au diagnostic et en

thérapeutique. L'intérét principal de ces nanomatériaux leur est conféré par leur taille

(Figure 35).
Nanotechnology
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Figure 35 : Echelle de la représentation de la taille des nanomatériaux.

Parmi ces nanomatériaux, il est compté les NP, définies par la norme 1SO
TS/27687 comme « un nano-objet dont les trois dimensions sont a I'échelle

nanométrique, c’est-a-dire une particule dont le diametre nominal est inférieur a 100

nm environ ».
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Caractéristiques
Les NP peuvent étre de différentes natures et selon les matériaux utilisés elles
pourront étre qualifiées d’organique ou de non organique (Figure 36) (Ahmed Hamed
Khalil, A. Arida, et Ahmed 2020). Les NP non biodégradables présenteront un risque
d’accumulation dans les tissus de l'organisme. Parmi les NP inorganiques il est
retrouveé par exemple les NP a base de métaux, plus couramment utilisées en imagerie
biomédicale chez I'animal. Les liposomes ou les NP a base de polyméres font quant a

eux partis des NP organiques et peuvent étre utilisés a des fins de vecteurs.

Organic nanoparticles Inorganic nanoparticles
£%¢ % AU
1 A
36 IR 7
Liposomes  Solid-lipid Nano- Gold Iron oxide
nanoparticles emulsions nanoparticles nanoparticles
SktEe,
o O
Wi 87
Micelles Polymeric Hafnium
k nanoparticles / \ nanoparticles j

Figure 36 : Classification des différents types de NP.
Les NP peuvent étre classées en deux catégories principales. La premiéere, les NP
organiques qui comprennent les liposomes, micelles, émulsions ou encore polyméres. La
seconde, les NP inorganiques qui sont formulées a base de métaux (Ahmed Hamed Khalil,
A. Arida, et Ahmed 2020).

La taille des NP leur confere la possibilité de passer au travers des barrieres

physiologiques et d’étre compatible avec une injection i.v. En effet, une taille trop
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importante pourrait étre la cause d’embole lors de l'injection. Leur taille impacte
également leur mode d’internalisation ( ). Ainsi, la
phagocytose concerne les NP de tailles trés diverses. Des NP a base de polystyrene
allant de 250 a 3000 nm peuvent étre phagocytées. D’autres voies d’internalisation ne
passant pas par la phagocytose sont impliquées en fonction de la taille des NP. Les
NP ayant une taille inférieure & 200 nm sont majoritairement endocytées via la voie
des clathrines. Au fur et a mesure que la taille des NP augmente, la voie principale
d’endocytose passera par les cavéoles. Cette voie est prédominante pour des NP de

500 nm ( ).

Un autre parameétre important est la charge de surface des NP, mesurée par le
potentiel zeta. La charge portée a la surface des NP influence davantage I'absorption
que la taille. En effet, il est admis que les membranes cellulaires sont chargées
négativement, ce qui faciliterait les interactions avec les NP chargées positivement et
leur endocytose par absorption ( ). Alinverse, les NP portant une
charge de surface négative sont internalisées apres marquage par un ligand qui se lie
ensuite a son récepteur a la membrane. La liaison et la phagocytose apparaissent plus
élevées pour ce type de NP ( ). Si la charge de surface
positive peut sembler avantageuse par ses interactions facilitées avec les membranes
des cellules, cela engendre néanmoins des interactions non voulues avec par exemple
des protéines du complément. De plus, des déformations des membranes et des pores

ont été rapportées engendrant une cytotoxicité (

).
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L’étendue des domaines et la diversité des applications possibles des NP dans
le domaine biomédical découlent de leurs propriétés multiples. Ces caractéristiques
propres aux NP permettent de les « fonctionnaliser ». Cette fonctionnalisation peut
étre de différents ordres. Ainsi, il est possible de fixer un Ac a la surface des NP
permettant de les adresser vers un type cellulaire particulier. Cette technique peut étre
utilisée pour visualiser en imagerie moléculaire une inflammation en ciblant les
molécules VCAM, fortement exprimées dans ces conditions au niveau vasculaire
( ). Ceci permettrait une alternative aux produits de contrastes
actuellement utilisés pour l'imagerie IRM. Les NP d’oxyde de fer ont montré leur
efficacité dans I'imagerie de 'AVC dans un modéle murin pouvant permettre une
amélioration du diagnostic et de la prise en charge (

). Une autre technique de « fonctionnalisation » est 'encapsulation au sein des
NP de médicaments, peptides, ... offrant une capacité de vecteurs et de ciblage
spécifique aux NP, permettant d’impacter la délivrance de médicaments. L’objectif
étant d’augmenter I'efficacité et la biodisponibilité tout en diminuant la toxicité. Dans le
cadre des maladies touchant le SNC, une des principales contraintes est le passage
de la BHE pour les traitements administrés. Dans ce cas, les NP biodégradables tels
que les liposomes, pourraient apporter une solution en encapsulant des agents
pharmacologiques et permettraient leur délivrance dans le SNC. L’entrée dans le SNC
peut se faire par différentes voies d’administration différentes, passant par la BHE ou
une autre voie telle que la voie nasale ( ).
Cette qualité de vecteur peut également étre utilisée afin de réorienter I'utilisation de
médicament déja existant pour une autre indication. Par exemple, le captopril,

inhibiteur de 'enzyme de conversion possédant une indication dans le traitement de
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I'hypertension artérielle, est apporté directement via des liposomes a des fibroblastes
d’'une tumeur pancréatique et permet, de par son action locale, une meilleure

pénétration de 'agent anticancéreux ( ).

Ces propriétés de ciblage spécifique ou d’encapsulation des NP ont suscité un
fort intérét dans leur utilisation dans le cadre de 'immunité et plus spécifiquement dans

I'induction de tolérance immunitaire ( ).

L’'impact des NP sur le systéeme immunitaire et sa réponse dépend de leur nature
et leurs propriétés. Ainsi, elles peuvent étre utilisées en tant qu’adjuvant pour modifier
la réponse ou pour cibler un sous-type cellulaire particulier (

). La possibilité de les fonctionnaliser avec
une molécule particuliere permet, dans les pathologies autoimmunes, de cibler une
réponse Ag spécifique. Ainsi, la vectorisation d’'un Ag permet linduction de
lymphocytes T régulateurs ou encore de modifier la balance lymphocytes T
régulateurs / lymphocytes T effecteurs en faveur d’'une tolérance (

). Parmi les NP, celles a base de poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA),
biocompatibles et non toxiques, ont montré leur intérét dans le potentiel traitement de

maladies autoimmunes.

Les NP présentées dans les modéles pré-cliniques ci-dessous sont formulées a
base de PLGA. Il s’agit du méme type de NP que nous avons utilisé pour notre étude.
Ces NP sont obtenues au cours d’'un procédé de formulation impliquant une double

emulsion (eau/huile/eau) et une sonication (Figure 37). Le PLGA est un polymere

95



96

Introduction

biodégradable et biocompatible, soluble dans les solvants organiques. Il possede la
capacité de modifier sa surface ce qui permet sa liaison ou I'encapsulation de
molécules. Leur dégradation peut passer par une hydrolyse, une oxydation ou étre
enzymatique. La dégradation est impactée par la température et le pH (

). Au cours du procédé de formulation, le PLGA est solubilisé dans du
dichlorométhane puis le peptide en solution aqueuse est ajouté. Une premiere
sonication a lieu avant d’additionner la solution obtenue au PEMA (poly(ethylene-alt-
maleic anhydride)) aqueux. Ce dernier est un tensio-actif anionique. Un tensio-actif est
une molécule amphiphile, c’est-a-dire qu’elle est composée d’une partie hydrophile et
d’'une partie hydrophobe. La particularité « anionique » lui est attribuée lorsque la partie
hydrophile est chargée négativement. Ses caractéristiques lui conférent la capacité de
modifier la tension superficielle entre deux surfaces, permettant la solubilisation et la
stabilisation des systéemes. Une seconde sonication a lieu, suivie de I'évaporation du
dichlorométhane. Apres lavages, la solution contenant les NP synthétisées est
lyophilisée afin d’obtenir une poudre a conserver avant réhydratation et

'administration.
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Ajout au goutte a goutte Ajout au goutte a goutte
puis sonication puis sonication

Evaporation du
solvant organique

&L j

Peptide en phase PLGA en phase 18 émulsion de PEMA en phase 2nde émulsion de
aqueuse organique type eau/huile aqueuse type eau/huile/eau

Figure 37 : Formulation de NP PLGA.

Les NP sont obtenues par un procédé de double émulsion et sonication. Le peptide en
phase aqueuse est ajouté au PLGA solubilisé dans le dichlorométhane. La premiére
sonication permet I'obtention d’une premiére émulsion de type eau dans huile. Cette
émulsion est ajoutée au PEMA solubilisé dans I'eau. La seconde sonication permet
I'obtention de la seconde émulsion de type eau dans huile dans eau. L’évaporation du
dichlorométhane permet I'obtention de I'émulsion finale des NP contenant le peptide
encapsulé. NP, nanoparticule; PLGA, poly(lactic-co-glycolic acid); PEMA, poly(ethylene-
alt-maleic anhydride). Adapté de (Kim et al. 2019).

Les nanoparticules dans le modele d’EAE

Le modéle EAE est un modéle murin de SEP. Cette pathologie est définie par
la destruction de la gaine de myéline entourant les neurones par des lymphocytes T
pathogéniques (Dendrou, Fugger, et Friese 2015). Hunter et collaborateurs ont
fonctionnalisé des NP a base de PLGA avec un peptide de la PLP139-151 (proteolipid
protein), un Ag de la myéline, utilisé pour l'induction d’'un modéle EAE récurente-
rémittente (Hunter et al. 2014). L’injection aux animaux par voie intra-veineuse (i.v.),
de ces NP couplées au peptide, en amont de 'immunisation (induction du modéle),

permet de prévenir le développement de la pathologie (Figure 38).
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Figure 38 : Effet de I'injection de NP dans un modéle EAE.
L’injection i.v. des NP couplées au peptide PLP aux animaux est réalisée en amont de
limmunisation. L’évaluation clinique des animaux est réalisée a partir de 'immunisation.
OVA, peptide contréle ovalbumine ; PLP, peptide d'immunisation issu de la « proteolipid

protein » de la myéline ; *p<0,05 (d’aprés ).

Ces données preé-cliniques sont associées a une diminution de l'infiltration des
cellules immunitaires dans le SNC. Plus spécifiquement, les lymphocytes Thl et Th17

sont diminués par rapport a la situation témaoin.

Une autre équipe, utlisant le peptide MOGssss (myelin oligodendrocyte
glycoprotein) dans un modéle d’'EAE primaire progressive montre des résultats pré-
cliniues similaires suite a I'administration préventive de NP PLGA couplées au
peptide MOG 7 jours en amont de 'immunisation ( ). L’évaluation
du taux de lymphocytes T régulateurs dans la rate montre que ceux-ci sont plus élevés
chez les animaux ayant recu les NP-MOG. De plus, I'étude du profil cytokinique révele
gue la balance entre les cytokines pro-inflammatoires (IFN-y et IL-17) et anti-
inflammatoire (IL-10) est inversée entre les animaux avec NP tolérogénes et leur

contrble (Figure 39).
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Figure 39 : Sécrétion de cytokines dans la rate des souris EAE préalablement
injectées avec des NP couplées au peptide.
Les splénocytes de souris EAE préalablement injectées avec des NP couplées au peptide
MOG ou OVA 7 jours avant 'immunisation, ont été mis en culture pendant 72h en présence
du peptide MOG, puis la concentration en cytokines IFN-y (a), IL-17 (b) et IL-10 (c) a été
mesurée dans les surnageants. PLGA-OVA, NP contrble avec le peptide ovalbumine ;
PLGA-MOG, NP avec le peptide MOG. n=5, ***p<0,0001 ( ).

L’utilisation de NP formées cette fois-ci par des liposomes donne des résultats
équivalents que ce soit sur les signes pré-cliniques, l'induction de lymphocytes T
régulateurs, la diminution des cytokines pro-inflammatoires ou I'augmentation de

cytokine anti-inflammatoire ( ).

L’ensemble de ces données mettent en avant 'efficacité de I'immunothérapie
tolérogene induite par les NP associées a un peptide spécifique dans les modeles

animaux.

Les nanoparticules dans un modele de diabete de type 1

Le diabéte est type 1 (DT1) est une pathologie autoimmune caractérisée par la

destruction des cellules B du pancréas, responsables de la sécrétion d’insuline, faisant
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augmenter anormalement le taux de glucose dans le sang. Ces cellules sont la cible

de lymphocytes T CD4 et CD8 auto-réactifs ( ).

Prasad et collaborateurs ont associé un peptide (p31 peptide), mimétique de la
séquence de la chromogranine A(9-42 et 358-371) reconnue par les lymphocytes T sur les
cellules pancréatiques, a des NP PLGA ( ). L’injection de ces NP a
une souche de souris développant un DT1 permet de réduire lincidence de la
pathologie. Le taux de glucose présent dans le sang reste stable alors que les animaux
ayant recu les NP avec le peptide contréle (MOG) voient leur taux augmenter tres

rapidement (Figure 40).
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Figure 40 : Effet de I'injection de NP associées au peptide p31 dans un modéle
murin de DT1.
Les NP sont injectées a JO et J1 de 'induction du modéle. Le taux de glucose est mesuré
dans le sang. MOG-SP, NP avec le peptide contrdle ; p31-SP, NP avec le peptide de la

chromogranine A (d’aprés ).

L’analyse des cytokines montre une quasi-absence des cytokines pro-
inflammatoires IFN-y, IL-2 et GM-CSF dans le pancréas alors que celles-ci sont

présentes chez les animaux contréles. De plus, la cytokine anti-inflammatoire IL-10,
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est augmentée dans les splénocytes et une augmentation des lymphocytes T
régulateurs a la fois dans la rate et dans le pancréas est observée. Ceci suggeére la
diminution de lymphocytes T activés au niveau du pancréas et donc I'induction d’'une

tolérance par les NP.

Les nanoparticules dans un modele d’inflammation respiratoire

allergique
Les réponses allergiques sont causées par des lymphocytes Th2 qui produisent
de I'lL-4, IL-5 et IL-13. Smarr et collaborateurs, au travers d’'un modéle murin
d’inflammation respiratoire, ont cherché a inhiber cette réponse Th2 a I'aide de NP a
base de PLGA ( ). Le modéle est induit par deux injections
d’ovalbumine en i.p. en présence d’aluminium. Avant prélévements des tissus et du
BALF (bronchoalveolar lavage fluid), les animaux inhalent de I'ovalbumine en aérosol
en séquence de 20 minutes pendant 3 jours. L’injection de NP, contenant le peptide
ovalbumine, a 7 jours en amont de l'induction, permet de réduire significativement la
réponse Th2 (Figure 41). En effet, les cytokines produites par ce type cellulaire sont

significativement diminuées au niveau des poumons.
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Figure 41 : Mesure des cytokines provenant du surnageant du BALF dans un
modeéle allergique d’inflammation des voies respiratoires.
Les NP (OVA ou LYS pour les contrbles) ont été injectées 7 jours avant I'induction du
modele par injection d’ovalbumine en présence d’aluminium. Avant prélévement, les
animaux ont subi 20 minutes d‘aérosols d’ovalbumine durant 3 jours. PLG(OVA), NP
ovalbumine ; PLG(LYS), NP lysosyme (contrdle). n=5, *p<0,05, **p<0,01 (adapté de Smarr
et al. 2016).

La production des cytokines IFN-y et IL-17, correspondant aux lymphocytes Thl et
Th17 n’a pas été différente entre les groupes de souris avec les NP ovalbumine ou les

NP contrble.

Les nanoparticules dans un modele de maladie cceliaque

La maladie cceliaque se définie comme une hypersensibilité au gluten. La
présence de gluten dans le tractus intestinal conduit I'activation et la différenciation
des lymphocytes T en lymphocytes Th1. Une production d'IFN-y s’en suit, entrainant
une altération de la muqueuse intestinale a I'origine des symptdmes de la maladie
(Nilsen et al. 1998). Freitag et collaborateurs ont évalué [Iinduction d'une
immunothérapie tolérogene dans un modéle murin de maladie céliaque (Freitag et al.
2020). A l'inverse des pathologies précédentes ou la rupture de tolérance concernait

des Ag du « soi », il s’agit ici d’'une hypersensibilité a une molécule exogene.
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Le modéle est induit par une immunisation active avec la protéine gliadine, protéine
entrant dans la composition du gluten. L’immunisation fait suite a un traitement par NP
PLGA, 7 jours auparavant, contenant la protéine gliadine encapsulée (

). Les résultats mettent en évidence la prévention d’'une hypersensibilité a la

gliadine (Figure 42).
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Figure 42 : Effet de I'injection de NP PLGA contenant la protéine gliadine dans un

modéle de maladie cceliaque.

e
Les NP ont été injectées 7 jours avant 'immunisation avec la protéine gliadine. Au 14 jour
suivant I'immunisation, les animaux regoivent une injection de gliadine ou ovalbumine
(contrdle) en intra-dermique, derrieére l'oreille. La mesure du gonflement de [loreille

mesurée a 24h permet de déterminer I'hypersensibilité. OVA, ovalbumine (D’aprés

).

Dans un modele de transfert passif de lymphocytes T mémoires, issus d’animaux
préalablement immunisés, dans des souris déficientes RAG, l'injection de NP diminue
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires IFN-y, IL-17 et IL-2, et augmente celle de

la cytokine anti-inflammatoire IL-10 aprés restimulation par 'Ag. Ceci définissant la
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diminution du profil Th1 et Th17 des lymphocytes T et I'induction de lymphocytes T

régulateurs.

L’ensemble de ces données, sur différents modéles expérimentaux et diverses
pathologies, montre une spécificité et une efficacité de l'induction d’'une tolérance
immunitaire envers un peptide ou une protéine. Ceci ouvre un large champ
d’applications de l'utilisation des NP dans différentes pathologies autoimmunes, et
notamment l'intérét de cette approche dans notre pathologie d’étude, 'EA a Ac anti-
NMDAR.

Les stratégies d'immunothérapies tolérogénes par NP PLGA présentées dans les
différents modéles murins ci-dessus montrent une action sur la réponse lymphocytaire
T. Cependant, dans 'EA a Ac anti-NMDAR, la pathologie est imputée aux Ac
encéphalopathogéniques. Dans le modéle de maladie cceliaque, Freitag et
collaborateurs ont mis en évidence, associé a une diminution des lymphocytes T
effecteurs, une diminution des Ac anti-gliadine ( ). Ces données
montrent un impact sur la production d’Ac lors d’'une action tolérogéne sur les
lymphocytes T et par conséquent que I'induction d’'une immunothérapie tolérogéne par

NP PLGA pourrait étre efficace dans notre modele murin.
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Pour résumer :

- Les traitements de 'EA a Ac anti-NMDAR, et des pathologies autoimmunes en
générale, sont efficaces mais aussi a I'origine d’effets secondaires et de toxicité.
Des immunothérapies visant a induire un état de tolérance en absence de
toxicité sont a I'étude.

- |l existe différentes fagon d’induire une immunothérapie tolérogéne dont celle
passant par 'utilisation de NP.

- Les NP sont des nanomatériaux a I'échelle nanométrique et peuvent étre de
nature organigue ou inorganique.

- Leur taille et leur charge de surface influencent leurs propriétés et leur
internalisation.

- Dans les stratégies d’induction de tolérance immunitaire il est possible de fixer
ou d’encapsuler un Ag spécifique sur/dans des NP.

- Les NP PLGA se sont révélées trés efficaces dans I'induction d’une tolérance

immunitaire dans diverses pathologies autoimmunes chez I'animal.
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Objectifs

L’EA a Ac anti-NMDAR est une pathologie de description récente. A ce jour les
deux causes connues sont un syndrome paranéoplasique (le plus souvent un tératome
ovarien) ou une infection a HSV ( ). Les femmes jeunes
sont principalement touchées et des troubles neurologiques et psychiatriques séveres
sont observés, pouvant évoquer une schizophrénie. Le diagnostic de cette pathologie
repose en autre sur lidentification d’Ac anti-NMDAR dans le LCR dont le réle

pathologique a été démontré dans cette maladie ( ).

A I'heure actuelle, les mécanismes en amont de la réponse Ac ne sont pas
élucidés dans cette pathologie. Une collaboration entre les lymphocytes B et les
lymphocytes T peut étre nécessaire pour la mise en place d’'une réponse immunitaire
avec la production d’Ac. Ce role des lymphocytes T, et notamment les lymphocytes T
CD4, n'est que trés peu étudié chez 'homme. Plusieurs modéles de cette pathologie
ont été développé via une immunisation avec un peptide ou une protéine issus de la
sous-unité GIuN1 du NMDAR. Notre laboratoire a mis en place un modéle
d'immunisation active, avec le peptide GluN13s9-378, mettant en évidence une réponse
lymphocytaire B via la production d’Ac spécifiques ainsi qu’une infiltration de

lymphocytes B dans le SNC ( ).

Le traitement des maladies autoimmunes repose fréquemment sur I'utilisation
d’immunosuppresseurs ou d'immunomodulateurs. Ces traitements, bien qu’efficaces,
s’averent non spécifiques et parfois toxiques. L’induction d’'une tolérance immunitaire
reste depuis plusieurs décennies un objectif majeur dans la prévention et le traitement
de ces maladies. Dans ce contexte, les NP organiques couplées a un peptide, se sont

révélées particulierement efficaces dans le traitement des pathologies autoimmunes
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chez I'animal, telles que 'EAE, modele de sclérose en plaques (

).

Les objectifs de notre étude ont été :

- ldentifier et caractériser les lymphocytes T spécifiques de GIluN13se-378 dans
notre modele d’EA a Ac anti-NMDAR.

- Mettre au point une stratégie d'immunothérapie tolérogéne dans notre modéle
a laide de NP a base de PLGA contenant le peptide dimmunisation
(collaboration avec le Pr Malzert-Fréon et Dr Groo du Centre d’Etude et de
Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN) ainsi que I'équipe du Pr

Miller de I'Université de Northwestern de Chicago).
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Résultats
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ABSTRACT

Anti-N-Methyl-D-Aspartate receptor (NMDAR) autoimmune encephalitis (NMDAR AE)
is an autoimmune disease characterized by severe psychiatric and neurological
symptoms. While the pathogenic role of antibodies (Ab) directed against the GluN1
subunit of NMDAR is well described in this disease, the immune mechanisms involved
in the generation of the autoimmune B cell response, especially the role of T helper
cells, are poorly understood. Previously, we have developed a B-cell-mediated mouse
model of NMDAR-AE by immunization with a GluN13s9-378 peptide that drives a series
of symptoms that recapitulate AE such as anxiety behavior and spatial memory
impairment. Here, in this mouse model, we highlighted anti-GIuN1 specific CD4+ but
also CD8+ T cells in both spleen and meninges. T helper cells have a polyfunctional
profile suggesting a T and B cell crosstalk to generate anti-GluN1 pathogenic Abs.
Interestingly, the use of a tolerogenic strategy with PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid))
nanoparticles (NPs) loaded with antigen, decreased T cell response against GIuN1
peptide without affecting symptoms of the disease. In conclusion, this study identified,
for the first time, a potential contribution of T helper cells in the pathology of NMDAR
AE and pave the way for the development of future NP-based tolerogenic approaches

to treat relapses.
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INTRODUCTION

Anti-N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) autoimmune encephalitis (NMDAR AE)
was first described in 2007 as an autoimmune disorder affecting mostly young women
[1]. The disease is diagnosed in patients with psychiatric symptoms including memory
loss, catatonia, hallucinations and neurologic manifestations such as seizures and
autonomic dysfunctions. The cause of this encephalitis was attributed to cerebrospinal
fluid (CSF) antibodies (Ab) that recognize the subunit GIuN1 of the NMDAR. Patient
CSF-derived Abs induce NMDAR internalization in neuron cultures, in vitro and trigger
symptoms of depression and memory deficits following intrathecal infusion in mice
[2,3]. Paradoxically, while pathogenic mechanisms of anti-NMDAR Abs are well
documented, upstream immunological processes that lead to the humoral response
are poorly understood. Follicular helper CD4 T (Tfh) cells are associated with autoAbs-
mediated immune diseases [4]. In NMDAR AE, it was observed immunoglobulin gene
somatic mutations and isotype switching in some B cells from patients’ CSF, two
features in favor of T cell-B cell cooperation. Moreover, a study reports antibody-
secreting plasma cells, T and B cell infiltration in perivascular spaces in the brain of
patients with anti-NMDAR AE [5].

Several disease models based on active immunization with NMDAR peptide or
proteins have been developed. Jones et al shown that injection of NMDAR proteins
composed of GIuN1 and GIuN2B subunits embedded in liposomes induce neurological
symptoms including hyperactive locomotor activity and anxiety-like behaviors [6].
Interestingly, T and B cell infiltration was found in parenchyma in immunized mice and
T cell receptor-deficient mice did not develop the disease following immunization with
NMDAR protein suggesting that T cells are required to induce encephalitis. We have

also developed a mouse model of encephalitis by immunizing mice with GluN13s9-378
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peptide that encompasses the ATD N368/G369 amino acids described as key residues
for the binding of pathogenic Abs [7]. Mice immunized with GluN13s9-378 peptide, but
not with irrelevant control peptide (GluN1ies-187 peptide) showed symptoms linked to
encephalitis including spatial memory impairment and anxiety and depression-like
behaviors. Although, CD4 T cell infiltration was not detected in hippocampus in our
model, it did not rule out the contribution of T helper cells in B cell response into
lymphoid organs.

Current treatments of autoimmune diseases aim to broadly suppress immune
response in patients but could also be associated with toxicity and increased risk of
opportunistic infections. Therefore, the development of tolerogenic immunotherapy to
address this issue is an active area of research. Tolerogenic nanoparticles (NPs) such
as poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) are biodegradable molecules that emerge as
powerful tools to carry Ag and to prevent autoimmunity as shown in experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), a CD4 T cell-mediated mouse model of multiple

sclerosis [8].

Here, our aims were to characterize the anti-NMDAR T cell response and to develop
an immunological tolerance approach based on PLGA NP in our AE model. GIuN1-
specific T cells were identified in lymphoid organs from the periphery and in the
meninges of the central nervous system supporting a crosstalk between
encephalotigenic T and B cells in AE model. Treatment with NP encapsulating GluN1
peptide reduced the T cell response in NMDAR AE mice but not the clinical symptoms

measured by behavioral tests.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

C57BL/6 mice aged 6-10 weeks old from Janvier Labs were housed in our central
house, CURB (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Caen University,
France), at controlled temperature (21 +/- 1°C) and humidity (55 +/- 10%) with food
and water ad libitum. All procedures were performed according to the guidelines of the
institutional  ethics committee (Comité Normand d'éthique en matiére
d’expérimentation animale, CeNomExA). This was submitted to this comittee for
approval in accordance with the European directive N°2013/63/UE (Project licence

number #23314).

Active immunization

Autoimmune response was induced on 8 weeks old male C57BL/6 mice (Janvier Labs)
by subcutaneous injection of 200ug of GIuN1 peptide (GIuN1 359-378) with 200ug of
Complete Freund’s Adjuvant (CFA, Sigma Aldrich) containing 800ug of inactivated
particles of Mycobacterium tuberculosis (MBT, BD Biosciences). Control animals
(sham) were injected with saline mixed with CFA and MBT. The emulsion was stirred
at 4°C for 1h30 then administered to regions above the shoulder and the flanks into
four sites (50uL at each injection site). All animals were intraperitoneally injected at

days 0 and 2 with 200ng of pertussis toxin (Sigma Aldrich) in 200pL of saline.

Isolation of spleen, meninges and choroid plexus

Immunized mice were anesthetized with isoflurane 5% (Aerrane, Baxter) and
intracardially perfused with heparinized phosphate buffered saline (PBS, Sigma

Aldrich) after removal of the spleen. Meninges were isolated from the brain cavity after
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brain extraction from below. Choroid plexus were isolated from the 4th and lateral

ventricules then dry frozen at -80°C.
Cell culture of leukocytes from spleen and meninges

Spleens were mechanically processed and the cells were passed through a 40um filter.
Erythrocytes were lysed using a lysis buffer (0.15 M NH4Cl, 9 mM HKCO3, 0.5 M
EDTA, pH 7.4 (Stemcell Technologies)) and the splenocytes were resuspended in
supplemented sterile PBS with 10% fetal bovine serum (FBS, Stemcell Technologies).
Meninges were enzymatically processed in PBS containing 1% collagenase-dispase
(Img/mL, Sigma Aldrich), 0.1% DNAse | (Img/mL, Worthington Biochemical) and 1%
BSA (250mg/mL, Sigma Aldrich) at 37°C. Then, cells were passed through a 70um
filter. Cells (10°) were plated on 96 well U bottom plates in 200uL of Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — high glucose (DMEM, Sigma Aldrich) containing 1%
penicillin-streptomycin (200mM, Sigma Aldrich), 1% Glutamax-I 100x (Gibco), 10%
FBS and 0.1% 2-mercaptoethanol (Gibco), in presence of GIuN1 peptide (UNIROUEN,

INSERM, U1239) or CLIP peptide (GenScript) at 20ug/mL.

Cell proliferation assay by carbofluorescein succinimidyl ester (CFSE)
dilution

Cells at 1x10° /mL were incubated for 20 min at room temperature in PBS with 0.5uM
CFSE (Lifetechnologies). Cells were then washed and suspended in complete DMEM

and were incubated with peptides as described above.
Flow cytometry

Cells were resuspended in 50uL of staining buffer and Fc receptors were blocked for
15 min at 4°C with 10pg/mL anti-CD16/CD32 antibodies (BD Biosciences). Then, cells

were labelled for 30 min at 4°C in dark with the following fluorochrome-conjugated
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monoclonal antibodies BV510 anti-mouse CD3e, APC anti-mouse CD4, PE-Cy7 anti-
mouse CD8, APC-Cy7 anti-mouse CD69, FITC anti-mouse CD44, PE anti-mouse
CD45, BV421 anti-mouse CD62L, BV510 anti-mouse CD19, FITC anti-mouse CD45R-
B220, APC anti-mouse GL7, PE-Cy7 anti-mouse CD138, 7-AAD (all from Biolegand),
BV421 anti-mouse CD25 (BD Biosciences). Samples were acquired on FACSverse

(BD Biosciences) and data were analysed with the FlowJo software (Verity Software).

Nanoparticle production

PLGA NPs were prepared using a double emulsion process for peptide encapsulation
as previously described [8]. NP size and (-potential were measured by dynamic light
scattering (DLS) and zeta potential analysis using a Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Inc., Westborough, MA). PLGA NP encapsulated peptide was quantified

using the CBQCA assay (Invitrogen).
Nanoparticles injection

Each animal received 200uL of PBS containing 2.5 mg of NPs in intravenous injection,
7 days before active immunization. At least one representative of each group was

present in the cage.
Cytokine Assays

Supernatants from AE splenocytes in culture with GIUN1 or CLIP peptide were
collected and stored at -20°C before cytokine assay using U-PLEX Biomarker Group

1 assays (K15069L-1) kit from Meso Scale Discovery (MSD).

Behavior tests

To assess cognitive functions, we used a two-trial place recognition task previously

developed to study spatial cognition processes in rats and mice (Kraeuter et al., 2019).
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The standard Y-maze used in this study consisted of white plastic with three identical
arms (Imetronic). The behavioural procedure consisted in two trials separated by 3h
intertrial interval. During the acquisition phase (trial 1), one chosen arm of the Y-maze
was closed with a guillotine door. Each mouse was then placed in the start arm (arm
A), the head facing away from the centre of the maze, and allowed to freely visit the
accessible parts of the maze (arm A/arm B) for 5 min. During the test phase (trial 2),
animals had free access to all three arms (arm A/arm B/ new arm C) for 2 min. Spatial
performance was assessed through the comparison of the number of visits made in
each arm. Anxious-like phenotype of mice was assessed by the elevated zero-maze
(O-maze) (Cryan and Holmes, 2005). Behaviour in the O-maze reflects a conflict
(‘approach-avoidance’) between the rodent’s preference for protected areas and their
innate motivation to explore novel environments. The apparatus (Imetronic) was a
white circular PVC corridor which was equally divided into two opposite open
guadrants and two opposite enclosed ones. Each mouse was placed in the centre of
a randomly chosen closed quadrant, and was then allowed to explore freely the maze
during 5 min period. Anxiety-like behaviour was assessed by the quantification of the
time spent in the open quadrants. Spontaneous locomotor activity was quantified by
actimetry using a rack of eight activity cages equipped with horizontal infrared beams
located across the long axis of the cage (ImetronicVR). Mice were placed in individual
acrylic chambers for 30 min. The number of horizontal movements was determined by
breaks in movement-sensitive photo-beams that were then converted into locomotor

activity counts. This test evaluates the hypo- or hyperactivity.

Statistical analyses

Normality test were performed on all sample with a Shapiro-Wilk test. If normality was

assumed, we used Student’s t-test. When normality could not be assumed, we used a
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non-parametric Mann-Whitney. To make comparaisons between all the different
groups an ANOVA test was performed followed by the Tukey post-hoc test. Results
are presented as the mean +/- SEM and were analysed with the GraphPad Prism
software. Sample size are indicated in the text for each group and protocol. P values

are given in the text for each individual experiment.
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RESULTS

Immunization with GIuN1 peptide did not modify the adaptive immune cell

repartition in both spleen and meninges of NMDAR-AE mice.

We have analysed the distribution of the adaptive immune cells 7 and 15 days post-
immunization in spleen. At day 7, each CD4+ T cell subset and CD8+ T cell subset
constituted 40% of CD3+ T cells in both sham and AE mice (Fig 1A and B and
supplementary Fig 1).The CD4+ T cell population decreased at day 15 and
represented 10% of CD3+ T (p=0.0016) while the CD8+ subset increased and
constituted 60% of CD3+ T cells (p<0.0001)

Atday 7 and 15, the repartition in naive/memory CD4+ T cells was similar in both sham
and EA mice (Fig 1B). Naive CD4+ T cells were the major subset at day 7 but declined
at day 15 whereas Tcm and Tem subsets approximatively doubled between the two
time intervals. For CD8 T cells, no modification in naive/memory phenotype was
observed between day 7 and 15 (supplementary Fig 1).

While the frequency of CD19+ B cell is similar in sham or NMDAR-AE mice (37% vs
33% at day 7 respectively), we observed a weak decrease of activated GL7+ B cells
and CD138+ plasma cells only 7 days post-immunization in AE mice (Fig 1C). Between
day 7 and 15, frequencies of activated GL7+ B cells increased in AE mice (p<0.0001).
At day 7, meninges of sham or AE mice contained about 20% of CD3+ T cells among
leukocytes (21% vs 20%, respectively) with a small proportion of CD4+ T cells (10%
vs 12.3% respectively) and a majority of CD8+ T cells (41% vs 30.3% respectively)
(Fig 2A and B). At day 15, the percentages of CD3+ T cells and CD4+ were similar
while CD8+ T cells were significantly less abundant whatever in sham or AE mice
(p=0.026 for AE mice). Seven days following immunization, the percentage of CD19+

B cells was 20% of leukocytes both in meninges of sham or AE mice (Fig 2C). The
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percentages of activated GL7+ B cells (44% vs 39% at day 7 for sham vs AE conditions
respectively) and CD138+ plasma cells (9% vs 8% at day 7 for sham vs AE conditions
respectively) were not modified in both situations. At day 15, the proportion of CD19+
B cells but not activated GL7+ B cells nor CD138+ plasma cells significantly decreased

(p=0.0035 for AE mice ).

An anti-GIuN1 specific T cell response is elicited both in periphery and in CNS

in NMDAR-AE mice.

Following ex vivo reactivation of T cells with the GIuN1 peptide, we identified specific
CD4+ T cells among splenocytes isolated at day 7, based on the expression of the
activating marker CD25 : CD25 MFI was 3253 + 258 after reactivation GIUN1 vs 2148
+ 247 with the control peptide (p=0.0038) (Fig 3A and B). Presence of anti-GIuN1
specific T cells was more marked at day 15 as detected with both CD69 and CD25
markers: CD25 MFI was 4310 + 201 and CD69 MFI 3128 + 223 with GIuN1 peptide vs
2250 *+ 166 and 1869 + 82 with the control peptide, respectively (p<0.0001 for CD25
MFI and p<0.0001 for CD69 MFI). At day 15, frequency of CD4+/ CD69+ cells was
also increased after reactivation : 8% + 1.12 are CD4+/CD69+ T cells after reactivation

with GIuN1 peptide vs 3.68% * 0.69 with the control peptide (p=0.0008).

We also detected GluN1 specific T cells among the CD8+ subset from splenocytes of
AE mice but only at day 15 : CD69 MFI was 3606 = 175 with GIuN1 peptide vs 2570 *
90 with the control peptide (p<0.0001) (supplementary Fig 2). An increase of
frequencies of CD8+/CD69+ cells and CD8+/CD25+ cells was observed after
reactivation : 48.3% * 3.2 are CD8+/CD69+ T cells and 29.9% + 2.1 are CD8+/CD25+
T cells after reactivation GIuN1 peptide vs 24.3% + 2.5 and 24.4% + 1.6 with the control

peptide, respectively (p<0.0001 for CD69 and p=0.0255 for CD25).
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The observation of GluN1-reactive cells was more obvious when cytomery analysis of
T lymphocytes was performed in the gate of large cells at day 15 (supplementary Fig
3). We also confirmed the presence of anti-GluN1-specific CD4+ and CD8+ T cells by
CFSE-based cell proliferation assay in total and large cells; and by IFN-y ELISPOT
assay (supplementary Fig 4). For large CD4+ T cells, index proliferation was 2.33 £

0.05 with Glunl peptide vs 1.12 £+ 0.03 with control peptide in AE mice (p<0.0001).

Interestingly, CD4+ T cells able to recognize the GIuN1 peptide were also detectable
in meninges of AE mice at day 15 post-immunization: 45% + 4.92 were CD4+/CD69+
T cells and 19.5% * 4.15 CD4+/CD40L+ T cells after reactivation with GIuN1 peptide
vs 31.7 % = 1.8 were CD4+/CD69+ T cells and 11.8% + 2.9 CD4+/CD40L+ T cells with
the control peptide (p=0.0445; p=0.0286, respectively) (Fig 3C). No difference in the

CD69 and CD40L MFI was observed between CD4+ T cells from sham and EA mice.

Anti-GluN1 specific T cells preferentially display a Thl, Th2/Tfh and Th17 (Tfh)

profile.

Next, we analysed the functional properties of anti-GluN1 specific CD4 T cells in AE
mice. Following reactivation with GIuN1 peptide, splenocytes harboured a
polyfunctional profile and secreted Thl (IFN-y, TNF-a and MCP1), Th17 and Th2/Tfh
(IL-4) cytokines (Fig 4A). The analysis of the T helper profile using chemokine and
inhibitory receptors corroborated this finding. Indeed, GluN1-reactive CD4+/CD69+ T
cells significantly expressed, than CD4+/CDG69- T cells, higher levels of CXCR3, CCR6

and CXCR5/PD1 associated with Thl, Th17 and Tfh profiles, respectively (Fig 4B).
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Treatment with PLGA nanoparticles encapsulating GIuN1 prevents the specific

T cell response.

Previous reports have shown the efficacy of i.v infusion of Ag-encapsulated NPs for
the induction of tolerance to prevent or treat neuroinflammatory diseases in animal
models [8]. Here, we investigated the ability of GluN1-encapsulated NPs (GIuN1-NPs)
to reduce both immune response and symptoms of AE. NPs were performed with
PLGA in a double emulsion process. The size, surface charge and the encapsulation
rate are summarized in Table 1. These physicochemical properties are in the range of
values in previous studies using PLGA-NP [9]. Our encapsulation rate showed a

antigen loading of 3ug/mg of NPs.

Animals were treated with GIUN1-NPs or control NPs (OVA-NPs) one week before
immunization with the GIuN1 peptide (Fig 5A). Two weeks after immunization, we
detected a specific T cell response in both groups after in vitro reactivation with the
relevant peptide as compared with control peptide (Fig 5B and C). Importantly, we
observed that the anti-GIuN1 CD4+ T cell response was hampered in mice treated with
GIuN1-NPs vs OVA-NPs : CD69 MFI was 2400 * 221 after reactivation with GluN1
peptide in mice infused with GIUN1-NPs vs 3422 + 270 in mice infused with OVA-NPs
(p=0.0091) (Fig 5B). The biological effect was more distinct in activated large CD4+T
cells : CD25 MFI was 4156 + 339 and CD69 MFI 2723 + 326 after reactivation with
GIuN1 peptide in mice treated with GIUN1-NPs vs 10005 + 2568 and 5076 + 351 in
mice treated with OVA-NPs, respectively (p=0.0059 for CD25 MFI and p<0.0001 for
CD69 MFI) (Fig 5C). The similar tolerogenic effect of NP-GIuN1 was also observed for

the CD8+ subset (supplementary Fig 5).
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Unfortunately, Y and O-maze behavioural tests showed no difference between GIuN1-
NP or OVA-NP treated AE group (Fig 6A and B). Furthermore, the memory and
anxiety impairment, usually observed with Y-maze and O-maze, respectively were not

found in our control group OVA-NPs in AE mice.
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DISCUSSION

Accumulating evidences exist about the pathogenic roles of anti-NMDAR Abs that
disturb the glutamatergic signaling on neurons by mainly inducing NMDAR
internalization [10]. However, the immune mechanisms that lead to anti-NMDAR Ab
production remain poorly explored. Here, we examined the effects of the immunization
with GIuN1 peptide on T and B cells compartments in the spleen and meninges. As
compared with the sham condition, immunization with the specific peptide did not
induce marked modifications in the global frequencies of B and T lymphocyte subsets.
Nevertheless, in both conditions, we observed some changes at the two time points
after immunization. In the spleen, the frequency of CD8+ T cells is increased to the
detriment of the CD4+ T cell subset at day 15 post-immunization compared to day 7.
The naive/memory profile of CD4+ but not CD8+ T cells was modified and directed
towards effector memory CD4+ T cells. This observation is relevant since Lee et al
have demonstrated that bystander activated memory CD4+ T cells have a pathogenic
function in EAE [11]. Unexpectedly, the frequency of B cells is decreased in the
meninges at day 15 compared to day 7. These modifications that were independent of
the stimulation with the GIuN1 peptide may attributable to the immunostimulatory

effects of CFA and/or pertussis toxin.

Using several assay, we described for the first time a specific T cell response directed
against the immunizing GluN1ssg-378 peptide that induce AE-like symptoms in our
model. Anti-GIuN1 specific T cells were mostly detected in the spleen 15 days after the
initial immunization that is consistent with data from active EAE models [12,13]. In AE
mice, the T helper profile as determined by cytokine assay and chemokine receptor
phenotyping was not skewed but polyfunctional with Thl, Thl7 and Th2/Tth cells,

similarly as it was described in EAE [14,15]. These data suggest that multiple immune
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interactions with various cell type may be required to trigger the AE disease. Our
finding corroborated data published by Jones et al in another AE mice model induced
by immunization with NMDAR receptors embedded in liposomes [6]. Using TCR alpha
deficient mice, authors showed that anti-NMDAR Ab production and the trigger of
behavioral symptoms required T cells. To date, only one study has investigated the
anti-GluN1 peripheral CD4+ T cell response in AE patients. Unexpectedly, Dao et al
found a lower frequency of antigen specific CD4+ T cells in NMDAR AE patients than
in healthy donors suggesting that T cell help is not required for anti-NMDAR Ab
production [16]. However, this study has two major limitations. First, biological analysis
were performed with samples of patients collected after immunotherapy that could
induce deletion or anergy of anti-GIuN1 specific CD4+ T cells even if anti-candida
albicans CD4+ T cell response is similar in the cohorts of patients and healthy donors.
Secondly, authors have measured the specific production of TNF-a and IFN-y, two
Thl-associated cytokines without showing difference between patients and healthy
donors. It is possible that anti-GIuN1 CD4+ T cells in NMDAR AE patients concerned
other Th profiles such as Th17 or Tfh profiles and so required the study of other

cytokines such as 1I-17 or IL-21, respectively.

Interestingly, we also detected specific CD4 T cells in meninges associated with a high
frequencies of activated B cells and plasma cells. These data suggest a potential
cross-talk between meningeal T cells and B cells. As described in EAE model,
activated B cells may act as antigen presenting cells and restimulated specific T cells
[17,18]. Activated B cells may also promote neuroinflammation by producing pro-
inflammatory cytokines such as TNF-a, GM-CSF and IL-6 [19-21]. In turn, CD4 T cells
could potentiate B cell and plasma cell response [22,23]. For example, it was shown

in passive transfer model of EAE that Th17 are involved in infiltration of B cells and in
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formation of ectopic lymphoid follicle-like structure containing T and B cells in
subarachnoid space [23]. The role of brain-infiltrating Tfh cells is poorly understood in
neuroinflammatory models. Guo et al have shown a correlation between infiltration of
Tfh in spinal cord and EAE score and Quinn et al described that Tfh contribute to

disease severity in EAE model induced by Th17 passive transfer [24,25].

Several T helper profile have been identified among splenocytes in our AE model.
Unfortunately, experiments to analyze cytokine profile of meningeal T cells were
unsuccessful due to the weak number of ex vivo cells isolated from the tissue (data not
shown). Approaches of nucleic acid or protein high resolution profiling from tissues will
be appropriate to characterize the T cell functional profile [26]. On the other hand,
experiments of passive co-transfer of in vitro polarized anti-GluN1 T helper cells with
anti-GluN1 Abs will be useful to decipher the immune mechanism in NMDAR AE as it
was done in heuromyelitis optica rodent model with the aquaporin 4 autoantigen [27].
Of note, we also detected anti-GluN1-specific CD8+ T cells in spleen and meninges of
AE mice. In several studies, encephalitogenic anti-myelin CD8+ T cells have been
described in EAE [28,29]. Their mechanisms of action are not clearly established. For
instance, Wagner et al have showed that anti-myelin CD8+ enhanced reactive oxygen
species production by monocyte-derived cells in the brain of EAE mice [30]. Regulatory
function of CD8+ CD28- T cells was also reported in EAE model. So, further
investigations will be needed to know the function of anti-GluN1-specific CD8+ T cells
in AE mice.

Tolerogenic strategy using PLGA based antigen loaded NPs showed efficacy to reduce
pathogenic T cell response in several disease models of multiple sclerosis, airway
allergy, type 1 diabetes and celiac disease [8,31-33]. Here, we have expanded these

observations to the NMDAR AE and provide evidence that NP encapsulating GIuN1
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are able to decrease the activation level of specific CD4+ and CD8+ T cells among
splenocytes. In our study, NPs were injected intravenously and Hunter et al have
described that this route of administration is more efficient that subcutaneaous or
intraperitoneal delivery to induce tolerance; likely due to the targeting of NPs into the
spleen and liver [34]. These organs contain tolerogenic APCs that phagocyte NPs and
could promote Treg expansion or inhibit effector T cells inhibition via the PD1/PD-L1
co-inhibitory pathway [8,35]. Future works will explore these tolerogenic mechanisms
in our model. Additionally, intranasal delivery is a promising route of administration to
investigate in order to induce mucosal tolerance by favoring transport of Ag to the sites
of brain entry [36,37]. Although we have shown that NPs are able to decrease specific
T cell response in NMDAR AE model, we cannot conclude on an effect on GIuN1-NPs
on behavior of AE mice due to the absence of behavioral phenotype in control mice
(OVA-NPs). A different experimenter and external environmental factors such
cleanliness of the animal facilities could contribute to this discrepancy. These
experiments should be repeat by including other behavior tests such as three chamber
test used in another AE model to conclude on the effects of tolerogenic NPs [6].

In conclusion, we demonstrated that GluN1-reactive T cells were generated both in
spleen and meninges in NMDAR AE model suggesting their involvement in the
pathogenic B cell response. Although many challenges remain to overcome, PLGA
based tolerogenic strategy may provide an efficient approach to prevent relapses in

AE patients.
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Figure 1 : T and B cells in spleen after immunization with GluN1 peptide. A,
Representative gating strategy for leukocytes in the spleen. CD3+ T cells and CD19+
B cells were gated in CD45+ leukocytes. B, Flow cytometry analysis of T cells 7 and
15 days post immunization. The memory profile of T CD4+ cells was studied using
CD44 and CD62L markers. C, Flow cytometry analysis of B cells 7 and 15 days post-
immunization. The activated profile of B cells was studied using CD45/B220R and GL7
markers. Plasmocytes were analysed with CD138 marker. Data were expressed as
percentage of parent cells (mean +/- SEM). Normality test were performed (Shapiro-
Wilk test) before t-test. If normality could not be assumed a Mann-Whitney test was
used (ns, non-significant ; *p<0.05), n=5 (D7PI), n=8 (D15PI). PI, post-immunization.
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Figure 2 : T and B cells in meninges after immunization with GIuN1 peptide. A,
Representative gating strategy for leukocytes in the meninges. CD3+ T cells were
gated in viable (7-AAD negative) CD45+ leukocytes. B, Flow cytometry analysis of T
cells 7 and 15 days post-immunization. C, Flow cytometry analysis of B cells 7 and 15
days post-immunization. The activated profile of B cells was studied by CD45/B220R
and GL7 markers. Plasmocytes were analysed with CD138 marker. Data were
expressed as percentage of parent cells (mean +/- SEM). Normality test were
performed (Shapiro-Wilk test) before t-test. If normality could not be assumed a Mann-

Whitney test was used (ns, non-significant), n=4. PI, post-immunization.
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Figure 3 : Activated CD4 T cell response to a specific reactivation. Cells were
cultured with GIuN1 peptide (20pg/mL) specific reactivation or CLIP peptide (20ug/mL)
as control, for 48 hours for spleen and 24 hours for meninges. A, Representative dot
plots for activation markers CD69 and CD25 in CD4+ T cells. B, Flow cytometry
analysis of CD4+ T cells cultured from spleen collected 7 and 15 days post-
immunization using CD69 and CD25 markers. C, Flow cytometry analysis of CD4+ T
cells cultured from the meninges of AE mice collected 7 and 15 days post-immunization
using CD69 and CD40L markers. Median Fluorescence Intensity (MFI) and percentage
of positive cells are represented (mean +/- SEM). Normality test were performed
(Shapiro-Wilk test) before ANOVA test (spleen). If normality could not be assumed a
Mann-Whitney test was used (meninges) (*p<0.05 ; *p<0.01 ; ***p<0.001 ;

****%n<0.0001), n=5 (spleen), n=4 (meninges). Orange : sham mice ; blue : AE mice.
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Figure 4
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Figure 4 : Effect of GIuN1 in vitro exposure on T cells isolated from mice 15 days
post-immunization with GIuN1 peptide. A, Spleen cells were isolated 15 days post-
immunization, cultured and reactivated with either GIUN1 peptide or CLIP peptide (both
20ug/mL) for 48h before supernatants were collected and tested for cytokine
production (n=5). B, T helper CD4+ T cells activated or not, CD69+ or CDG69-
respectively, were identified. Thl, Th17 and Th follicular cells were characterized by
CXCRS3, CCR6 and CXCR5/PD1 markers respectively (n=6). Data were expressed as
mean +/- SD. Normality could not be assumed so non parametric Mann-Whitney test
was used (*p<0.05 ; **p<0.01).
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Figure 5
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Résultats

Figure 5 : CD4+ T cell responses of mice immunized with GIuN1 peptide after
treatment with nanoparticles. Splenocytes, from AE mice treated with ovalbumine
nanoparticles (NP Ova) or GIuN1 nanoparticles (NP GluN1) collected 15 days post-
immunization, were reactivated in vitro with GluN1 or CLIP control peptide at 20pg/mL.
A, Schematic experimental protocol. Mice received nanoparticles loaded with GIuN1
or Ovalbumine peptide 7 days before peptide immunization and comportemental tests
were performed 15 days after immunization. B, Total activated CD4+ T cells are
identified with CD25 and CD69 and Median Fluorescence Intensity (MFI) and
percentage of parent cells are represented. C, Activated CD4+ T cells in large cells.
Data were expressed as mean +/- SEM, Normality test were performed (Shapiro-Wilk
test) before ANOVA test (*p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001 ; ****p<0.0001), n=>5.
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Figure 6
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Figure 6 : Effect of nanoparticles injection on comportemental tests. A, Number
of entries during the recall phase for Y-maze test. B, Number of entries into the open
arm during O-maze test. Data were expressed as mean +/- SEM. Normality test were
performed (Shapiro-Wilk test) before ANOVA test (**p<0.01 ; ****p<0.0001), n=14
(Sham, NP GluN1 and Ova) and n=15 (AE, NP GluN1 and Ova).
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Table 1
Antigen mg particles |Z-avg Diameter (nm) |Main Peak (nm) |Zeta potential (mV) |Encapsulation (ug peptide / mg particle)
GluN1359-378 99,9 606,4(413.9+/-104.1  |-75.8+/-7.36 3.306+/-0.3653
Ova 323-339 104,8 810,4|735+/-346.9 -85.9+/-8.49 34.21+/-10.39
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Table 1 : Characterization of nanoparticle formulations. Nanoparticles were
prepared with GIuN1 peptide and Ovalbumine peptide.
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Résultats

Supplementary 1: CD8+ T cells in spleen after immunization with GluN1 peptide.

Flow cytometry analysis of CD8+ T cells 7 and 15 days post-immunization. The
memory profile of CD8+ T cells was studied using CD44 and CD62L markers. Data
were expressed as percentage of parent cells (mean +/- SEM). Normality test were
performed (Shapiro-Wilk test) before t-test (ns, non-significant), n=5 (D7PI), n=8
(D15PI). PI, post-immunization.
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Supplementary figure 2
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Résultats

Supplementary 2 : Activated CD8+ T cell response to a specific reactivation. Cells

from spleen were cultured with GluN1 peptide (20pg/mL) or CLIP peptide (20pg/mL)
as control, for 48 hours. Flow cytometry analysis 7 and 15 days post-immunization
using CD69 and CD25 markers. Median Fluorescence Intensity (MFI) and percentage
of positive cells are represented (mean +/- SEM). Normality test were performed
(Shapiro-Wilk test) before ANOVA test (*p<0.05 ; ****p<0.0001), n=5. PI, post-

immunization.

153



154 Résultats
Supplementary figure 3

A.

]
Control _d}
peptide -
i
-
i
..q ...i
GluN1 -] o
peptide i i
uq; .,.,;
o3 o
B. D7PI
+ +
g 6000~ = 100 g 3 100+
) . $ S o000 * ‘ o A al
5 2 . r ° g 80 ¢ o 20 g ) §’ 80
'
£ 4000- o 3 £ E 60004 | T . E
@ = . © 60 Py ] % 60—
| of |S & % s B =l 2 %
;zooo S 40 £‘°°°' ol l° dr S 40-
-1 o
§ g o Q 20004 5 ﬁ 20
s o g o
E 0 T T ; 0- E 0 r : o . .
(3¢ ae R g8 e aoe Cad 3¢
A o\?°v° a ° \fv “‘\909\ o\ i A * °\9°9‘\
oW R oW c°““° o X A
g . § 100- é 8000 - é 1004 o .
»
2 10000 ‘é 80 2 : 80 [*] » ‘1T
2 S 2 6000 N 5 .
L § ol % § . g
® > 604 = °® % %o 5 :0 %50 P 60—
s $ % s = 3 4000 % o0 X °® %
é 5000 L % .. S 40 . . e . & S 40+
-~ £ [y N .
;i . - % 20 8 2000 ® g 20
o . o g o
s - -
E 0 T T : 0 T T E 0 T : 0 T T
noe noe i joe Qe N \° §oe
o o 0 ¢ 8 o
G\““\ Nal o o Nt o o o ‘\6°\ ¢ G\““ W °°
D15PI
% %k k %
+
g 8000~ T é 100 I g 10000 *kok K é 100+ * KK
S’ oo p= E’ - 2 -
§6000- g 804 K 5 8000 g 0 :
° m § 60- : » 6000~ § 60
S 4000 2 3 2 . .
; . S 404 7 é 4000~ S a0 12 % [+
- ) - e
§2°°° o g 20+ . 8 2000~ g 20
s s JOI A 5 g
5 5, 5 5
g 0 T T a2 v L) T ! - T
nae e aoe R aoe aoe
W i ow‘"“ W i s A «\9’9 Kl
oW \ o oW oW N
g 10000- e 2 100- s g 6000 & 100- i
g ° < ® g ° M L % D
S 8000 g’ 80 s .- e g 804 > |
E g £ 4000 7 |+ P E . .
w 6000 60 Py o oq | 60 .
= @ = @
S 4000 ¢ |° HEEW S 40 el S 2 404
% v : é g 2000 &
2000 - 20
g g g 8
E 0 T T E 0 T T E 0 T : 0 T
e ° e j0¢ Q0 w0¢ qde
o o o Qi o o 9 o
G\““\ ““0\9" \“‘\\v" oo A 9% G\““\ go‘\“ow‘ = o°



Résultats

Supplementary 3 : Large activated CD4+ and CD8+ T cell response to a specific

reactivation. Cells, from spleen collected 7 and 15 days post-immunization were
cultured with GIuN1 peptide (20pg/mL) or CLIP peptide (20pug/mL) as control, for 48
hours. A, Gating strategy for activation markers CD69 and CD25 in CD4+ and CD8+
T cells. B, Flow cytometry analysis of CD4+ and CD8+ T cells using CD69 and CD25
markers. Median Fluorescence Intensity (MFI) and percentage of positive cells are
represented (mean +/- SEM). Normality test were performed (Shapiro-Wilk test) before
ANOVA test (*p<0.05 ; ***p<0.001 ; ****p<0.0001), n=5. PI, post-immunization.
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Résultats

Supplementary 4 : Specificity of T cell response after reactivation with GluN1

peptide in splenocytes. A, Flow cytometry analysis of T cells proliferation. Cells
collected 15 days post-immunization were labelled with CFSE and cultured with GluN1
peptide (20pug/mL) or CLIP peptide (20pug/mL) as control, for 4 days (n=5). B,
Splenocytes collected 15 days post immunization were cultured with GIuN1 or CLIP
peptide (both 20ug/mL) during 10 days with IL-2. IFN-y production is determined by
ELISpot assay after stimulation with GIuN1 or CLIP peptide (both 20ug/mL) (n=2). Data
were expressed as percentage of parent cells (mean +/- SEM). Normality test were
performed (Shapiro-Wilk test) before ANOVA test (****p<0.0001).
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Supplementary figure 5
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Résultats

Supplementary 5: CD8+ T cell responses of mice immunized with GIuN1 peptide

after treatment with nanoparticles. Splenocytes, from AE mice treated with
ovalbumine nanopatrticles (NP ova) or GIuN1 nanoparticles (NP GluN1) collected 15
days post-immunization, were reactivated in vitro with GIuN1 or CLIP control peptide
at 20pg/mL. A, Total activated CD8+ T cells are identified with CD25 and CD69 and
Median Fluorescence Intensity (MFI) and percentage of parent cells are represented.
B, Activated CD8+ T cells in large cells. Data were expressed with mean +/- SEM,
Normality test were performed (Shapiro-Wilk test) before ANOVA test (*p<0.05 ;
**p<0.01 ; **p<0.001 ; ****p<0.0001), n=5.

159



160



161

V. DISCUSSION



162



Discussion

L’EA a Ac anti-NMDAR est une pathologie autoimmune responsable de troubles
neurologiques et psychiatriques invalidants et dont les séquelles altérent la qualité de
vie des patients ( ). Chez les patients, les auto-Ac vont cibler la sous-unité
GIuN1 du NMDAR causant ainsi les symptéomes observés. Plusieurs modeles murins
ont été mis en place afin d’améliorer la compréhension de cette maladie. Notre
laboratoire a développé un modéle murin d’EA a Ac anti-NMDAR dans lequel est
observé une production d’Ac spécifiques de la sous-unité GIuUN1 du NMDAR ainsi
qgu’une infiltration de lymphocytes B dans le SNC ( ). Afin de mieux
comprendre les mécanismes immunologiques a l'origine de la formation d’auto-Ac, le
premier objectif de travail de these a été de caractériser la réponse lymphocytaire T
dans notre modele. Dans une seconde partie, nous avons mis en place une stratégie

d'immunothérapie tolérogéne a 'aide de NP dans le modéle.

L’étude ex vivo a J7 et J15 post-immunisation avec le peptide GluN1, dans les
splénocytes des animaux ne nous a pas permis de mettre en évidence une différence
guantitative au sein des populations T et B globales, en comparaison avec les souris
« sham ». Ce résultat peut s’expliquer par le fait que la fréquence des lymphocytes T
et B spécifigues de GIuN1 est trés faible parmi la population cellulaire étudiée.
Cependant, des effets cinétiqgues ont été observés pour les populations
lymphocytaires. Tout d’abord, nous montrons une diminution des lymphocytes T CD4
totaux et une augmentation des T CD8 entre 7 et 15 jours post-immunisation dans la

rate. Parmi notre population lymphocytaire T se trouve une population de doubles
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négatifs (DN), n’étant ni CD4 ni CD8 ( ). Cette population, qui reste a
caractériser, pourrait correspondre a des lymphocytes T non conventionnels
présentant un TCRyd mais également a des NK-T (natural killer T) identifiables par les
marqueurs NK1.1, NKG2D ou Ly49a ( ). D’autre part, toujours dans
la rate, les proportions de cellules naives et mémoires CD4 évoluent et a J15 apres
limmunisation avec le peptide GluN1. Nous avons remarqué que la proportion de
cellules naives avait fortement diminuée comparé au 7€ jour post-immunisation, et que
celles des cellules mémoires effectrices et centrales avaient augmentée. Lee et
collaborateurs ont montré un effet « bystander » des lymphocytes T CD4 mémoires,
non spécifiques de I’Ag, qui participent au développement de la pathologie dans le
modele EAE, par amplification des cytokines pro-inflammatoires IL-17A, IFN-y et GM-
CSF ( ). De maniere hypothétique, les cellules mémoires que nous
avons observées pourraient aussi participer au développement de la pathologie dans
notre modele. Etonnement, un « switch » des cellules naives vers les cellules
mémoires pour les lymphocytes T CD8 n’est pas retrouvé. Il serait intéressant de
vérifier ces données avec d’autres marqueurs de lymphocytes T CD8 mémoires tels
qgue Ly6C et CD25 ( ). Enfin, au niveau des méninges, les
résultats montrent une diminution des lymphocytes T CD4 et CD8, ainsi qu'une
diminution des lymphocytes B CD19 mais une augmentation des plasmocytes CD138
a J15 post-immunisation. Dans I'ensemble, ces effets cinétiques évoquent '’hypothése
d’un effet des adjuvants, CFA et/ou toxine pertussique, utilisés lors de 'immunisation
des animaux. Afin de connaitre l'effet global des adjuvants, un phénotypage des
lymphocytes T et B, dans la rate et les méninges, a JO serait a réaliser pour obtenir

une cinétique compléte de I'évolution de ces populations lymphocytaires.
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La mise en évidence de lymphocytes T spécifiques au sein des splénocytes et
des cellules issues des méninges a été faite suite a la réactivation in vitro avec le
peptide GIluN1. Le niveau d’expression (identifi¢ par lintensité moyenne de
fluorescence, MFI) et parfois le pourcentage des marqueurs d’activation CD69, CD25
et CD40L sont augmentés en présence de '’Ag. Nous avons mis en évidence que la
présence de lymphocytes T spécifiques est nettement plus marquée a J15 qu’a J7
post-immunisation. Des prémices d’activation sont visibles a J7 post-immunisation
avec une augmentation de I'expression du marqueur CD25. Nos résultats sont en
accord avec ce qui a été observé dans le modéle EAE, un autre modéle de
neuroinflammation impliquant les lymphocytes T CD4. Une étude de la cinétique des
profils cellulaires dans ce modéele EAE montre un pic de lymphocytes T CD4 12 jours
apres 'immunisation des animaux, retrouveé aussi pour leur prolifération (

). Une autre étude dans ce méme modeéle EAE, fait état d’un pic de 'augmentation
des lymphocytes T effecteurs, identifiés a I'aide de tétramére et du marqueur CD69,
plus précoce, vers 7 a 8 jours apres I'immunisation ( ).
Toutefois, ces données ont été réalisées sur un faible échantillon (n=3) et montrent
une variabilité interindividuelle importante.

La mise en évidence de lymphocytes T spécifiques est aussi validée par les données
de production de cytokines des splénocytes aprés réactivation spécifique avec le
peptide GluN1. Le profil de production de cytokines par les lymphocytes T CD4
spécifiques, cohérent avec celui des récepteurs de chemokines, est de type
polyfonctionnel avec la présence de lymphocytes Thl, Th17 et Th2/Tfh et comparable
avec celui observé dans 'EAE. Par exemple, Sonobe et collaborateurs ont montré qu’a
12 jours post-immunisation, une forte production des cytokines IFN-y et TNF-a est

observée dans le modéle EAE ( ). L’IL-4 est quant a elle produite

165



166 Discussion

plus tot, soit au 6¢ jour suivant 'immunisation. La production d’IL-17 croit jusqu’a la
déclaration des symptomes cliniqgues. Ceci renforce l'idée de la présence de
lymphocytes T spécifiques dans notre modéle d'EA a Ac anti-NMDAR et surtout
I'implication de nombreux acteurs cellulaires potentiellement régulés par différentes
populations de lymphocytes Th. Pour comparer la cinétique de la production de
cytokines avec notre modéle, il nous faudrait réaliser leur dosage a différents temps
afin de déterminer si les résultats que nous avons obtenus, a 15 jours suivant
limmunisation, se situent au pic ou non de leur production.

Notre observation de lymphocytes T spécifiques va dans le sens de I'étude réalisée
par Jones et collaborateurs, menée avec un autre modéle murin d’'EA a Ac anti-
NMDAR, qui a également montré I'implication des lymphocytes T dans la pathologie
( ). En effet, des animaux déficients de la chaine a du TCR, ont été
immunisés avec les protéines GluN1 et GIuN2 mais n’ont pas développé la pathologie.
De plus, il n’a pas été retrouvé de production d’Ac ciblant la sous-unité GIuN1 du
NMDAR. Cependant, une étude menée chez des patients atteints d’'EA a Ac anti-
NMDAR montre une diminution de la fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques
par rapport aux témoins sains ( ). Le test a été effectué en mesurant la
fréquence des cellules produisant des cytokines pro-inflammatoires, le TNF-a et I'lFN-
Y, aprés restimulation in vitro par le NMDAR recombinant. Néanmoins, ces analyses
ont été effectuées aprés traitements immunomodulateurs. Les patients avaient déja
recu des immunothérapies de premiere et/ou de deuxiéme ligne, ce qui a pu avoir un
impact sur les populations lymphocytaires étudiées. De plus, le stade d’avancée de la
pathologie au moment du prélévement n’est pas connu. Une variation des populations
lymphocytaires au cours I'évolution de la maladie n’est pas a exclure. Concernant les

analyses biologiques, seules deux cytokines ont été testées évoquant un profil
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lymphocytaire Th1 mais les profils lymphocytaires Th17, Th2 et Th folliculaires n’ont
pas été investigués. |l serait nécessaire d’approfondir ces résultats et cela au préalable

a tout traitement.

Nous avons également étudié la réponse lymphocytaire T dirigée contre GIuN1
au niveau des meéninges, zones identifiees comme porte d’entrée dans le SNC
( ). Linfiltration des méninges par des lymphocytes T spécifiques
est peu décrite dans les modéles de neuroinflammation. Ceci peut s’expliquer par la
tres faible quantité de cellules recueillies au niveau de ces organes rendant leurs
analyses difficiles. Au niveau des méninges, nous avons mis en évidence des
lymphocytes T CD4 spécifiques de GIuN1 mais également des lymphocytes B actives.
Ces résultats suggerent une coopération T/B au niveau du SNC. Notre hypothese
serait que, les lymphocytes B activés auraient un réle de CPA, comme dans le modele
EAE, et stimuleraient les lymphocytes T CD4 spécifiques. En retour, ces lymphocytes
T CD4 activeraient les lymphocytes B ainsi que les plasmocytes pathogéniques
( ). De maniére différente, dans le modele EAE, les lymphocytes
T CD4 activeraient préférentiellement les cellules myéloides (microglie et

macrophages) qui sont les effecteurs pathogéniques principaux (Figure 43).
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Figure 43 : Hypothéses du réle des lymphocytes B et T dans les modéles de 'EAE
et de ’EA a Ac anti-NMDAR.

Dans 'EAE, les lymphocytes T vont reconnaitre 'Ag présenté par les lymphocytes B.

L’activation des lymphocytes T conduit a [lactivation des cellules myéloides et

macrophages, participant a la destruction de la gaine de myéline. Dans I'EA, linteraction

entre les lymphocytes T et B va activer les lymphocytes B, se différenciant en plasmocytes

produisant les Ac qui vont conduire a l'internalisation des NMDAR. EAE, encéphalomyélite

autoimmune expérimentale ; AE, EA a Ac anti-NMDAR.

Le profil ymphocytaire Th dans les méninges, analysable par la sécrétion de cytokines
apres réactivation avec le peptide GIuN1, n’a pas pu étre clairement établi faute d’'un
nombre suffisant de cellules. Cependant, nous avons mis en évidence une faible
production spécifique d’IFN-y indiquant au moins un profil lymphocytaire Thl (Figure

44), les autres cytokines, TNF-a, MCP-1, IL-17, IL-4, IL-21 et IL-1B n’ont pas été
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détectées. Afin de compléter la caractérisation du profil Th, il est envisagé I'utilisation

d’autres techniques plus performantes (cf supra).
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Figure 44 : Production d’IFN-y par les cellules extraites des méninges des souris
EA a Ac anti-NMDAR.
Les cellules des méninges, issues des souris immunisées avec le peptide GluN1, a J15
post-immunisation, ont été cultivées pendant 24h en présence du peptide GIuNl1. La
production d'IFN-y a été mesurée dans le surnageant de culture par méthode ELISA

(enzyme linked immuno sorbent assay). n=4 ; **p<0,01.

Le phénotypage des cellules au sein des méninges a montré que parmi les
leucocytes (CD45+), seule une faible population est représentée par les lymphocytes
T et B. Il est vraisemblable que les cellules CD45+ CD3- CD19- soient des cellules
myeéloides, de type CPA telles que les cellules dendritiques (CD11c+/CD11b+) ou les
macrophages (CD11c-/CD11b+). Une information intéressante pour la compréhension
de notre modéle serait de connaitre leur état d’activation mesurable, par exemple, par
le niveau d’expression des molécules de CMH Il et des molécules de co-stimulation
CD80 et CD86. La recherche de polynucléaires neutrophiles (PNN) par le marqueur
Ly6G pourrait également étre pertinente. En effet, dans 'EAE, le recrutement des PNN

permet 'accumulation des lymphocytes B dans les méninges ( ).
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De plus, ces PNN ont la possibilité de se différencier en un sous type, les cellules
suppressives dérivées des myéloides (MDSC) au niveau des méninges, via I'activation
du facteur de transcription STAT3, permettant de contréler I'accumulation et
I'activation des lymphocytes B ( ). L'absence de cette différenciation
en MDSC pourrait donc permettre 'activation des lymphocytes B a ce niveau. Parmi
les lymphocytes T CD3, comme dans la rate, il est observé une forte proportion de DN
dans les méninges. Ces lymphocytes pourraient étre des lymphocytes T non
conventionnels porteurs d’'un TCRyd. Ce type cellulaire a été mis en évidence dans
les méninges de souris naives, dés la naissance et perdurant tout au long de la vie
( ). Ribeiro et collaborateurs ont également montré que les
lymphocytes T yd présents a ce niveau sont responsables de la production d’'IL-17 et
que celle-ci est requise dans les processus de mémorisation a court terme, sans
impacter la motricité ou I'anxiété des animaux. Une autre publication d’Alves de Lima
et collaborateurs, a confirmé la sécrétion d’IL-17 dans les méninges par les
lymphocytes T y® mais également une diminution de I'état d’anxiété chez les souris
déficientes en IL-17 ( ). Ce comportement n’est pas associé
a un déficit de mémorisation ni de sociabilité chez les animaux. La sécrétion d’'IL-17
par les lymphocytes T yd dans les méninges serait donc nécessaire aux processus de
mémorisation ainsi qu’au maintien d’un niveau de vigilance chez les souris. Ces
données sont d’autant plus intéressantes dans notre modeéle, ou des troubles de la
mémorisation et un comportement anxieux ont été mis en évidence (

). L’identification d’éventuels lymphocytes T yd produisant de I'lL-17, mais aussi
des lymphocytes Th17 est donc d'un intérét majeur pour la caractérisation des

mécanismes mis en jeu dans 'EA a Ac anti-NMDAR.
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Au cours de nos travaux, nous avons mis en évidence des lymphocytes T CD8
spécifiques dans notre modele. Les lymphocytes T CD8 spécifiques de la myéline
(peptides MOG et MBP) ont déja été montrés comme étant impliqués dans 'EAE (

). En effet, lorsque ces lymphocytes
activés sont injectés via un transfert passif, ceux-ci sont capables d’induire la
pathologie. Il serait nécessaire d’approfondir leur réle dans 'EA a Ac anti-NMDAR, et
notamment leur réle le plus connu, la cytotoxicité. Des tests de cytotoxicité in vitro sur
des cellules exprimant le NMDAR mises en présence de lymphocytes T CD8 actives,
issus d’animaux immunisés, pourraient permettre d’apporter un élément de réponse.
Le réle de ces lymphocytes pourrait également passer par la production de cytokines
pro-inflammatoires et l'induction de ROS (espéces réactives de 'oxygéne), participant
ainsi a l'inflammation, comme cela a été montré dans 'EAE ( )- A
I'instar des lymphocytes T CD4, leur profil de sécrétion de cytokines permettrait leur

caractérisation fonctionnelle plus fine.

Nos travaux montrent la présence de lymphocytes T CD4 spécifiques dans la
rate et les méninges, possédant un profil polyfonctionnel. Nous avons entrepris des
expériences complémentaires pour caractériser les sous populations lymphocytaires
T et B dans les plexus choroides, un autre organe important pour 'immunité et
inflammation dans le SNC ( ). Cependant, notre étude en
cytométrie en flux n’a pas abouti faute d’'un nombre suffisant de cellules. Afin de
réaliser cette analyse, il serait nécessaire de « pooler » de nombreux animaux pour
obtenir un nombre de cellules suffisant. Pour illustration, dans les animaux immunisés
avec le peptide GIuN1, nous avons obtenus lors de I'analyse en cytométrie en flux
environ 70% de leucocytes pour les méninges contre 5% pour les plexus choroides.

Nous estimons qu’entre 5 et 10 animaux seraient nécessaires pour obtenir le méme
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nombre de leucocytes dans les plexus choroides, ce qui est inenvisageable et nous
oblige a nous tourner vers une technique plus sensible nécessitant moins de matériel

biologique (cf supra).

Une étude a été initiée au laboratoire pour caractériser les lymphocytes T CD4
spécifiques de GIuN1 de maniere tres précise au niveau de la rate. Les splénocytes
des souris EA a Ac anti-NMDAR a J15 post-immunisation ont été réactives par le
peptide GIuN1 in vitro pendant 48h et les cellules CD4+CD69+ ou CD4+CD69- ont été
triées par FACS. Nous avons tenté de réaliser une étude protéomique de ces deux
types cellulaires mais celle-ci a échoué pour des raisons technigues. Des analyses
protéomiques sont néanmoins en cours sur les cellules totales issues des méninges
et des plexus choroides d’animaux immunisés avec le peptide GluN1 vs les animaux

« sham ».

Par ailleurs, le rbéle des lymphocytes T spécifiques dans la pathologie pourra
étre plus précisément caractérisé par l'utilisation d’'un modéle de transfert passif. Les
modeéles d’'immunisation passive sont bien connus dans 'EAE et ont permis de montrer
le réle pathogénique des lymphocytes T CD4 ( ). Ainsi, dans le cas
de 'EA a Ac anti-NMDAR, un modele possible consisterait a injecter, par voie i.v., des
lymphocytes T CD4 spécifiques issus d’animaux immunisés avec le peptide GIluN1, a
des souris déficientes en lymphocytes T CD4 et immunisées avec ce méme peptide.
Un autre modele consisterait a injecter a la fois des lymphocytes T CD4 spécifiques et
des Ac anti-NMDAR, cette fois-ci a une souris naive. Cependant, dans ce cas, le
passage de la BHE reste essentiel, ce qui nécessiterait possiblement I'utilisation de
toxine pertussique ou d’un modéle facilitant son ouverture tel que le modéle ApoE.

Cette derniere stratégie d’utilisation de modéle de transfert passif a été utilisée dans
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le modele de la neuromyeélite optique (NMO) pour mettre en évidence un effet délétere
des lymphocytaires T CD4 ( ). La NMO se caractérise par une
névrite optiqgue avec une perte visuelle, associée a une faiblesse progressive des
membres et des contractures musculaires ( ). Cette pathologie est
caractérisée par la production d’auto-Ac encéphalitogéniques, dirigés contre
'aquaporine-4.

Enfin, nous pourrions utiliser d’autres technologies permettant une étude globale et la
plus précise possible a I'heure actuelle des lymphocytes T impliqués dans notre
modeéle d’'EA a Ac anti-NMDAR. La premiéere étape consisterait a trier des lymphocytes
T spécifiqgues de GIuN1, au sein de la rate et des méninges, via l'utilisation de
tétrameres. S’en suivrait une analyse par « single cell RNA sequencing », sur
'ensemble des sous populations de lymphocytes T spécifiques (Th, T CD8, T
régulateurs, T yd). Cette technigue a I'avantage de nécessiter qu’un nombre limité de
cellules. Cette caractérisation est a poursuivre dans une analyse cinétique et dans
différentes localisations anatomiques : la rate, les ganglions cervicaux, les méninges
et les plexus choroides. Dans 'EAE, l'utilisation de cette technique a permis de mettre
en évidence une réponse des lymphocytes Thl7 différente en fonction de leur

localisation, que ce soit dans le SNC ou dans les organes périphériques (

).
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La stratégie d'immunothérapie que nous développons dans notre modéle d’EA
a Ac anti-NMDAR a pour objectif d'induire un état de tolérance vis-a-vis de GIuUN1 en
absence de toxicité. Notre choix s’est porté sur les NP a base de PLGA pour leurs
caractéristiques de biodégradabilité, les rendant utilisables chez 'homme. D’autre part,
les NP PLGA se sont révélées efficaces dans la prévention de nombreuses
pathologies autoimmunes et/ou inflammatoires dans des modeles animaux tels que
'EAE, le DT1, I'allergie respiratoire ou encore la maladie cceliaque (

). La formulation des NP PLGA
contenant le peptide GIUN1 encapsulé, a été réalisé grace a une collaboration avec le
Pr Aurélie Malzert-Fréon et le Dr Anne-Claire Groo du centre d’étude et de recherche
sur le médicament de Normandie (CERMN, Caen). Une partie du travail a consisté a
mettre au point le procédé de formulation des NP PLGA en vue de leur utilisation en
immunothérapie tolérogéne. Des NP PLGA dites blanches (sans peptide encapsulé)
ont donc été synthétisées. Nos NP PLGA blanches ont une taille de I'ordre de 410 nm
et possédent une charge de surface d’environ -65 mV (Tableau 1). Ces
caractéristiques vont dans le sens des NP PLGA blanches formulées par Hunter et
collaborateurs, qui sont de I'ordre de 430 nm avec une charge de surface de 'ordre de

-67 mV ( ).

Taille (nm, Z-average) | Potentiel zeta (mV)
409.3 +/- 8.84 -65.38 +/- 2.06

Tableau 1 : Caractéristiques des NP PLGA blanches formulées.
Les NP sont formulées par un processus de double émulsion. Leur taille est mesurée en

nm et la charge de surface est évaluée par le potentiel zeta en mV.
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Des tests d’injection de ces NP PLGA blanches a des animaux naifs n’ont pas
montré de toxicité apparente avec une absence a la fois de modification du
comportement des animaux et de défaut de croissance pondérale.

Ces résultats nous ont conduits a la formulation des NP PLGA avec le peptide GIluN1.
Les dosages par CBQCA (3-(4-carboxybenzoyl)-2-quinoline-carboxaldehyde),
meéthode de dosage fluorimétrique, apres digestion des NP PLGA dans du DMSO afin
de libérer le peptide, n'ont pas permis de mettre en évidence I'encapsulation du peptide
GIuN1 ou du peptide contrdle ovalbumine. Le manque de temps par rapport au déroulé
de la thése ne nous a pas permis d’optimiser la phase de synthése des NP PLGA avec
les peptides et nous a conduit a interagir directement avec I'équipe du Pr Miller de
'université de Northwestern de Chicago, Etats-Unis, pour la synthese des NP PLGA

encapsulant les peptides.

Dans nos expériences, la stratégie d'immunothérapie par injection i.v. des NP
PLGA GIuN1 7 jours en amont de l'immunisation, s’est avérée efficace au niveau
biologique : nous avons observé une diminution du niveau d’expression des
marqueurs d’activation des lymphocytes T CD4 et T CD8. Ceci indique un effet
tolérogéne des NP contenant le peptide GIuN1 encapsulé, sur la réponse a
'immunisation avec ce méme peptide. Ces résultats seront a conforter avec le dosage
des cytokines aprés réactivation avec le peptide GluN1, comme vu dans la partie
précédente. De maniére importante, il nous reste prochainement a évaluer I'effet du
traitement par NP PLGA sur la production d’Ac anti-NMDAR dans le sérum des souris
immunisées avec le peptide GIuN1. Nous nous attendons a observer une diminution
des Ac spécifiques comme ce qui a été observé dans le modéle de maladie cceliaque

utilisant des NP PLGA encapsulant la protéine de la gliadine ( ).
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Dans le modéle EAE, l'effet des NP suite a leur administration par voies i.p., s.c. et
orale a été évalué ( ). Les résultats montrent que les voies
d’administration s.c. et orale ne sont pas efficaces et n’entrainent aucune prévention
de la pathologie. La voie i.p. induit une légere diminution de la pathologie mais est
nettement moins efficace que la voie i.v. L'efficacité de cette voie est probablement
liée au ciblage dans le foie des NP suite a leur administration. Au sein de cet organe,
les cellules de Kupffer et les cellules endothéliales sinusoidales du foie joueraient un
réle indispensable a l'induction de la tolérance et a la génération de lymphocytes T
régulateurs ( ). Cette voie i.v. est une voie
d’administration considérée comme invasive. Il serait pertinent d’étudier d’autres voies
d’administration moins invasives et plus confortables pour les patients. Par exemple,
la voie intra-nasale fait partie des voies d’administration a I'étude pour la délivrance de
molécules dans le SNC ( ). Un
avantage conféré par cette voie est sa proximité anatomique avec le SNC et
notamment son acces via la plaque cribiforme et les vaisseaux lymphatiques nasaux,
permettant de s’affranchir du passage de la BHE (

). Cette voie serait donc intéressante a comparer a la voie i.v.

Des études complémentaires sur la répartition des lymphocytes T CD4
spécifiques, au sein de la rate et des méninges, par utilisation de tétrameres par
exemple, seront a réaliser. Des variations dans les populations lymphocytaires, et

particulierement des lymphocytes T régulateurs, seront a rechercher.

D’autre part, la dose de NP PLGA a été déterminée en fonction de ce qui a déja
été effectué dans le modele EAE ( ) et suivant les recommandations
de I'équipe du Pr Miller. Une étude dose-réponse compléte dans notre modele reste a

mener.
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Cependant, les résultats biologiques obtenus ne se sont pas retranscrits dans
les tests comportementaux. L’effet des NP PLGA n’a pas été mis en évidence sur le
test du Y-maze et du O-maze, tests montrant une altération de la mémoire et une
anxiété chez les souris EA & Ac anti-NMDAR ( ). D’autre part, un
suivi sur 24h des animaux, permettant I'enregistrement de leurs phases d’activité et
de repos, a été effectué et est en cours d’analyse. A ce jour, une explication possible
a cette discordance est que les animaux peuvent étre sensibles a des variations de
conditions extérieures tels qu’un effet expérimentateur ou encore des modifications
dans les conditions d’hébergement des animaux. Ces analyses sont a reproduire et
bien que le modéle ait été validé avec le test du Y-maze et O-maze, d’autres tests
pourraient étre utilisés pour permettre de poursuivre la caractérisation de notre
modele, tels que le test de la nage forcée, la suspension par la queue ou encore le
three-chamber test et I'open-field, ces derniers étant déja utilisés dans d’autres
modéles d’EA a Ac anti-NMDAR ( ). Enfin, il est
possible qu’'une immunisation avec le peptide GIuN1 ne soit pas totalement suffisante
pour induire des modifications du comportement systématiqguement caractérisables.
Dans ce cas, un « reboost » d'immunisation pourrait étre envisagé comme c’est déja

le cas dans les modeles de Ding et collaborateurs ainsi que Jones et collaborateurs.

Pour résumer, I'utilisation de NP PLGA, contenant le peptide GIuN1 encapsulé,
a montré un effet biologique préventif sur notre modéle d’'EA a Ac anti-NMDAR. La
validation de cette étape est importante puisque I'intérét d’'une stratégie tolérogénique
se situerait dans le traitement préventif d’éventuelles rechutes chez les patients
atteints d’EA a Ac anti-NMDAR, s’élevant a environ 12% ( ). Dans le
modéle EAE récurrante-rémittente, les NP PLGA ont montré leur efficacité dans la

prévention des rechutes ( ). Cependant, un modele d’EA a Ac anti-
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NMDAR présentant des rechutes n’a pas été décrit a I'heure actuelle et serait donc a
développer via par exemple, la réalisation de « reboost » d'immunisation. L’efficacité

des NP PLGA pouvant étre testée avant chaque « reboost ».

D’autres types de NP, tels que les liposomes ont également montré leur
efficacité dans la prévention de 'EAE en induisant la diminution de cytokines pro-
inflammatoires et 'augmentation de cytokine anti-inflammatoire ( )
Dans divers modéles animaux dont 'EAE et souris humanisées, I'utilisation de NP
d’oxyde de fer conjuguées a des molécules du CMH Il liant 'Ag, induit la production
de cellules T CD4 régulatrices permettant la rémission de la pathologie (

). Toujours dans un modéle EAE, une approche utilisant des ARNm
modifiés encapsulés dans des liposomes, a permis de générer des lymphocytes T
régulateurs qui exercent une suppression des lymphocytes T effecteurs mais

également une immunosuppression par effet « bystander » ( ).

Les études, menées chez I'animal, de l'utilisation des NP dans l'induction d’'une
immunothérapie tolérogéne sont prometteuses et offrent de nouvelles perspectives de

traitements chez ’homme.
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Conclusion

Pour conclure ce travail de thése, nous avons identifié et caractérisé des
lymphocytes T spécifiqgue de GIuN1 au niveau de la rate et du SNC dans notre modele.
Cette observation est un point de départ pour ultérieurement mieux comprendre le réle

des lymphocytes T dans la physiopathologie de 'EA a Ac anti-NMDAR.

Nous avons également montré I'efficacité de l'utilisation de NP PLGA GIuN1 sur la
prévention de I'activation des lymphocytes T dans notre modéle. Bien que ces travaux
offrent de nouvelles perspectives pour le développement de stratégies thérapeutiques
tolérogéniques, il reste néanmoins a optimiser I'étude comportementale dans notre

modeéle d’'EA a Ac anti-NMDAR.
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Article 1 : Autoimmune encephalitis mediated by B-cell response against N-

methyl-D-aspartate receptor, Brain 2020.

Ce premier article auquel j'ai collaboré correspond a I'étude de la mise en place du
modéle murin d’'EA a Ac anti-NMDAR au sein de notre laboratoire. Au cours de ces
travaux, j'ai participé a la réalisation d’expériences complémentaires demandées par
les « reviewers ». Ces expériences consistaient a isoler les cerveaux d’animaux
préalablement immunisés avec le peptide GIuN1 puis en leur marquage pour analyse
des populations de lymphocytes T en cytométrie en flux. Ces données n’ont pas mis
en évidence de différence significative dans les proportions de lymphocytes T CD4 et
CD8 dans les cerveaux de souris immunisées avec le peptide GIuN1 vs leur contrdle

sham.

Article 2 : Tissue plasminogen activator worsens experimental autoimmune
encephalomyelitis by complementary actions on lymphoid and myeloid cell

responses, Journal of Neuroinflammation 2021.

Ce second article met en évidence lI'impact de I'activateur tissulaire du plasminogéne
(tPA) dans le modéle EAE. Pour cet article, jai réalisé et analysé I'ensemble des
immunohistochimie présentées. Il s’agit de I'étude de linfiltration des lymphocytes T
dans la moelle épiniére d’animaux déficients en tPA comparé a leur contrdle « wild-
type ». Ces travaux ont montré une diminution de l'infiltration des lymphocytes T chez
les animaux déficients en tPA. J'ai également participé aux révisions de l'article en
réalisant des cultures cellulaires de splénocytes incubés ou non avec du tPA afin

d’étudier I'effet de ce dernier sur I'activation des lymphocytes T.
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Article 3 : Tissue-plasminogen activator alters the phenotype of splenic

mononuclear phagocyte cells in acute inflammation, in preparation.

Ce troisieme article met en évidence les effets du tPA sur les acteurs de I'immunité
innées tels que les cellules dendritques et les macrophages. Pour ces travaux ma
contribution a essentiellement porté sur les techniques d’extraction et d’isolement des
lymphocytes T issus des organes lymphoides secondaires ainsi que sur les

expériences de cytométrie en flux.
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Autoimmune encephalitis mediated by B-cell
response against N-methyl-p-aspartate
receptor
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Anti-N-methyl-o-aspartate receptor (NMDAR) encephalitis is a neuropsychiatric disease characterized by an antibody-mediated
autoimmune response against NM DAR. Recent studies have shown that anti-NMDAR antibodies are involved in the pathophysi-
ology of the disease. However, the upstream immune and inflammatory processes responsible for this pathogenic response are still
poorly understood. Here, we immunized mice against the region of NM DA receptor containing the N368/G369 amino acids, pre-
viously implicated in a pathogenic response. This paradigm induced encephalopathy characterized by blood—brain barrier opening,
periventricular T2-MRI1 hyperintensities and 1gG deposits into the brain parenchyma. Two weeks after immunization, mice devel-
oped clinical symptoms reminiscent of encephalitis: anxiety- and depressive-like behaviours, spatial memory impairment (without
motor disorders) and increased sensitivity to seizures. This response occurred independently of overt T-cell recruitment. However,
it was associated with B220 * (B cell) infiltration towards the ventricles, where they differentiated into CD138 * cells (plasmocytes).
Interestingly, these B cells originated from peripheral lymphoid organs (spleen and cervical lymphoid nodes). Finally, blocking the B-
cell response using a depleting cocktail of antibodies reduced the severity of symptoms in encephalitis mice. This study demon- strates
that the B-cell response can lead to an autoimmune reaction against NM DAR that drives encephalitis-like behavioural impairments.
It also provides a relevant platform for dissecting encephalitogenic mechanisms in an animal model, and enables the testing of
therapeutic strategies targeting the immune systemin anti-NMDAR encephalitis.
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Introduction

Anti-N-methyl-p-aspartate receptor (NMDAR) encephalitis
is a neuropsychiatric disorder first characterized by Josep
Dalmau’s group (Dalmau et al., 2008). Tumours (mostly
ovarian teratomas) (Dalmau et al., 2008) and herpes simplex
encephalitis (Nosadini et al., 2017) are the two main triggers
of the disease. It affects 1.5 per million individuals every

year. Its presentation is variable among patients and includes
psychiatric disturbances (hallucination, confusion, and
psychosis), cognitive impairments (deficits in executive func-
tions and memory (Finke et al., 2012), epileptic seizures
(Dalmau et al., 2008; Vincent and Bien, 2008; Irani et dl.,
2010; Geis et al., 2019) or sleep disturbance (DeSena et al.,
2014). The associated encephalopathy can lead to movement

disorder, autonomic dysfunction, hypoventilation and, in
some cases, coma (Dalmau etal., 2008; Irani etal., 2010).
This disease is closely associated with the presence of
autoreactive antibodies against NMDAR in the CSF and
serum of patients (Gresa-Arribas et al., 2014; Hara et dl.,
2018), although they may not be the only antibodies to be
causative. The autoimmune nature of this disease is sup-

ported by the detection of inflammatory infiltrates, including
B cells and CD138 * antibody-secreting cells (CD138 *), in
perivascular, interstitial, and Virchow-Robin spaces of post-
mortem patient brains (Martinez-Hernandez et al., 2011).
These infiltrates are considered responsible for the intra-
thecal production of autoreactive antibodies.

Further studies have shown that these antibodies disrupt
the interaction of NM D AR with partner transmembrane pro-
teins, such as Ephrin B2 receptors, which govern their pres-
ence at the synapse (Mikasova et al., 2012). When this
interactionis lost, NMDAR are internalized and their synap-
tic density drops. This leads to perturbation of synaptic trans-
mission and surface dynamics of NMDAR (k'ze'quel et dl.,
2017) and may explain the observed symptoms. To promote
these effects, the autoreactive anti-NMDAR antibodies recog-
nize a portion of the amino-terminal domain of NMDAR
that comprises the critical amino acids asparagine and glycine
at position 368/369 of the protein (Gleichman etal., 2012).

This crucial role of NMDAR antibodies in the pathogen-
esis of the disease was recently highlighted in an animal
model where pooled CSFs from anti-NMDAR encephalitis
patients were injected directly into the CSF of mice
(Planaguma’ et al., 2015). Behavioural deficits were observed,
reminiscent of the human disease: spatial memory deficits,

anhedonia and depressive-like behaviour. An increased sensi-
tivity to pharmacologically-induced seizures, relevant to the
epileptic phenotype of the human disease, was also reported
(Wright et al., 2015). Given the nature of this experimental
paradigm, the autoimmune processes responsible for the
production of autoreactive anti-NMDAR antibodies were
not addressed in these previous studies.

In the present study, we induced in mice an active immun-
ization against the portion of NMDAR involved in the
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human pathology. This led to the production of autoreactive
anti-NMDAR antibodies in the circulation and the CSF. We
report a pathological frame providing an immune-mediated
model of anti-NMDAR encephalitis in which behavioural
and cognitive impairments arose in combination with en-
cephalopathy. Importantly, these pathological events
occurred in a context of autoimmune, B-cell-mediated re-
sponse triggering the CNS.

Materials and methods

Animals

Eight-week-old male C57BL/6J (25-30 g) (Janvier labs) were
housed in our central animal house (CURB: centre universitaire
de ressources biologiques, Caen University) at a controlled tem-
perature (21+1°C) and humidity (55+10%) in 12-h inversed
light cycle (light period: 7 pm to 7 am) with food and water ad
libitum. Animals were weighed daily during the protocols.
Health status was controlled and provided by the CURB. All
experiments were performed during the dark phase. Animals
were habituated to the experimental room for 30 min before
each experiment. All procedures were performed according to
official guidelines under approval of institutional ethics commit-
tee (Comite” Normand d'e‘thiqgue en matiere d’expe’rimentation
animale, CeNomExA. Project licence number #11904) in ac-
cordance with the European directive N° 2010/63/UE. The
experiments were performed and reported in accordance to the
ARRIVE guideline.

Experimental group allocation

Animals were randomly allocated to experimental group: each
cage was given a letter by an individual not associated with the
experiments. The experimenter was blinded to experimental
groups until the end of the protocol. For ethical considerations,
each cage contained animals from the same group in order to
avoid mixing potentially sick animals with animals in which the
disease is milder or absent and exposing them to harmful condi-
tions (fights, competition for dominance, access to food etc.
with animals in a better health condition). The order in which
the animals in the different experimental groups were treated
and assessed was also determined in a random way at the begin-
ning of the protocol. Correspondence between letters and ex-
perimental groups was revealed to the experimenter after all
analyses were performed.

Statistical analyses

Results are presented as the mean £ standard deviation (SD).
Sample size are indicated in the text for each group and proto-
col. Normality test were performed on all sample with a Shapiro-
Wilk test. If normality was assumed, we used Student's t-test.
When normality could not be assumed, we used a non-
parametric test (Wilcoxon for paired sample compared; Mann-
Whitney U-test to compare two independent samples). All
analyses were performed with Satistica PROY software
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version 13.3 and StatView"”. P-values are given in the text
(results) for each individual experiment.

Peptide design

Previous reports (Gleichman ef al.,, 2012) have determined that
the N368 and G369 amino acids on GIuN1 are crucial for bind-
ing and subsequent effects of encephalitis antibodies on
NMDAR. Our approach was to design a peptide that would
recognize this region. To assess the theoretical immunogenicity
of peptides included in GIuN1, we used the BepiPred linear epi-
tope prediction method (Immune Epitope Data Base and
Analysis Resource, www.iedb.org). This algorithm predicts the
immunogenicity of peptide based on the properties of its amino
acids: presence/absence of an aromatic cycle, amino acid weight,
chemical proprieties (acidic or basic), and length of the peptide.
A score was given to each peptide from 0 (lowest immunogen-
icity) to 1 (highest immunogenicity). A negative score indicates
theoretical non-immunogenicity.

Active immunization

Autoimmune response was induced on 8-week-old male
C57BL/6J mice (lanvier lab) via subcutaneous injection of 200
mg of selected peptide (GIuN13s9-378 peptide or GIUN11s5-157
control peptide) in an emulsion mixture (volume ratio 1:1) of
complete Freund’s adjuvant (Sigma Aldrich Laboratories) con-
taining 600 mg of heat-killed Mycobacterium  tuberculosis
H37Ra (Difco). For sham animals, the immunogenic peptide
was replaced with 200 ml of saline. The emulsion was adminis-
tered in four injections of 50 ml: two at shoulders and two at
limbs. All animals were intraperitoneally injected with 200 ng of
Bordetella pertussis toxin (Sigma Aldrich) in 200 ml of saline at
the time of immunization, and at 48 h after immunization.

Experimental design

After immunization with the GIuN13s5.375 or the GIuN1163-137
control peptide, mice were subjected to one different behaviour-
al test every day in the following order: actimetry, Y-maze, O-
Maze, swimming test, starting 1 or 2 weeks after immunization,
depending on the experiment. Tissue and fluids were collected
on the last day of the series of behavioural tests.

Detection of anti-NMDAR
antibodies

Presence of NMDAR antibodies in serum was determined at the
end of the first or second week post-immunization (as indicated
in corresponding figure legends) by using HEK293 cell-based
assay expressing GluNl1la and GluN2b subunits. HEK293 were
transfected with a mixture of pcDNA3-GluN1la and pcDNAR-
GluN2b plasmids (2 mg of each) using the lipofection method
(Lipofectamine”, Life Technologies). Cells were fixed with 4%
paraformaldehyde (20 min, room temperature), permeabilized
with PBS 0.1M-0.3% Triton™ X-100 (Sigma Aldrich) and
blocked with bovine serum albumin 4% (Sigma Aldrich) (1 h,
room temperature). HEK293 were incubated with sera extracted
from immunized mice at different dilutions (1:10; 1:40; 1:100;
1:1000; 1:2000; 1:3000) (overnight, 4°C). Rabbit anti-GluN1
antibody (ab9058; 1:800; Abcam) was used as positive
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transfection control. The next day, cells were washed and incu-
bated with F(ab%)2 fragments of donkey anti-mouse IgG
(H + L), or anti-rabbit (1:800; Jackson ImmunoResearch) (1 h
30 min, room temperature).

Behavioural tasks

All behavioural tests were assessed by researcher blinded to ex-
perimental condition using standardized tests. Behavioural tests
were aimed to assess spatial memory (Y-maze), anxiety-like be-
haviour (O-maze), depressive-like behaviour (swim forced test)
and spontaneous locomotor activity (horizontal and vertical
assessment).

O-maze

Anxious-like phenotype of mice was assessed by the elevated
zero-maze (O-maze) (Cryan and Holmes, 2005). Behaviour in
the O-maze reflects a conflict (‘approach-avoidance’) between
the rodent’s preference for protected areas and their innate mo-
tivation to explore novel environments. The apparatus (BMP
Chaudronnerie) was a black circular PVC corridor (61 cm in
diameter, 10 cm path width, 70 cm above floor level), which
was equally divided into two opposite open quadrants and two
opposite enclosed ones (15-cm high side walls). Each mouse was
placed in the centre of a randomly chosen closed quadrant, and
was then allowed to explore freely the maze during a 5-min
period. Anxiety-like behaviour was assessed by the quantifica-
tion of the time spentin the open quadrants.

Y-maze

To assess cognitive functions, we used a two-trial place recogni-
tion task previously developed to study spatial cognition proc-
esses in rats and mice (Kraeuter et al, 2019). The standard Y-
maze used in this study consisted of white plastic with three
identical arms (BMP Chaudronnerie). Extra-maze distal cues
were suspended on the black curtains of the room walls at 123
cm from the maze (from the top of the cues to the centre of the
maze). The behavioural procedure consisted in two trials sepa-
rated by a 2.5-h intertrial interval. During the acquisition phase
(trial 1), one randomly-chosen arm of the Y-maze was closed
with a guillotine door. Each mouse was then placed in the start
arm (arm 1), the head facing away from the centre of the maze,
and allowed to freely visit the accessible parts of the maze (arm
1/arm 2) for 5 min. At the end of the trial, the labelled mouse
was then replaced in its home cage. To exclude possible anx-
iety-related states towards the apparatus, we verified that the
total number of visits in arms 1 and 2 of the Y-maze was similar
between GIuN1 immunized mice and sham mice, and that both
groups visited arm 1 as often as arm 2. During the test phase
(trial 2), animals had free access to all three arms (arm 1/arm 2/
new arm) for 1 min. Spatial performance was assessed through
the comparison of the number of visits made in each arm.

Forced swimtest

The forced swim test was used to assess depressive-like behav-
iour (Slattery and Cryan, 2012). Mice were individually placed
into a glass cylinder containing warm water (25°C), deep
enough to force the mouse to swim. The total trial time was
6 min and immobilization time measurement began from the se-
cond minute. Immobilization time was defined as the time that
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animal stop swimming and start floating with its head above
the water. This test is considered to reflect behavioural despair.

Actimetry

Spontaneous locomotor activity was quantified by using a rack
of eight activity cages equipped with horizontal infrared beams
located across the long axis of the cage (Imetronic” ). Mice were
placed in individual acrylic chambers (30 X 20 X 20 cm) for 30
min. The number of horizontal movements was determined by
breaks in movement-sensitive photo-beams that were then con-
verted into locomotor activity counts. This test evaluates the
hypo- or hyperactivity.

Pharmacologically-induced seizures

These experiments were performed following a previously
described method (Wright et al,, 2015). Briefly, a subthreshold
injection (40 mg/kg) of pentylenetetrazol (PTZ) (Sigma Aldrich)
diluted in 200 ml of saline was intraperitoneally injected in mice
2 weeks after immunization. After injection, mice were individu-
ally placed in their experimental cage and recorded for 60 min
with a camera. The PTZ’s scale (Littjohann et al, 2009) was
used to assess seizure stage (see PTZ scale in the Supplementary
material). Investigator was blinded to experimental groups.
Animals were terminated at the end of the experiment for ethic-
al considerations.

MRI

Microparticles of iron oxide (MPI0s) coupled to anti-P-Selectin
antibodies were prepared as previously described (Fournier
et al., 2017). For MPIO imaging, we used 3D respiration-gated
T:*-weighted gradient with echo imaging with flow compensa-
tion (GEFC; spatial resolution of 150 mm X 75 mm X 75 mm
interpolated to an isotropic resolution of 75 mm with echo time/
repetition time: 8.6/200 ms and a flip angle of 25 (acquisition
time = 10 min). Settings for 2D-T,-high-resolution-weighted
multi spin mutli echo (MSME) imaging were: echo time/repeti-
tion time, 62.57/2351.68; flip angle 90°; acquisition time 7 min
31 s, slice thickness: 0.5; slice separation: 0.5. Settings for 2D- T,-
high resolution FLAIR imaging were: echo time/repetition time:
62.57/4000; flip angle, 907; acquisition time: 38.24 min; slice
thickness, 4.5 mm; slice separation, 4.5.

In vivo vascular permeability

Mice received an intravenous injection of 200 ml of 2% Evan’s
blue solution in saline and were left awake in their cage for 4 h.
Brains were extracted after perfusion and placed in optical
imaging (Biospace™), and Evan’s blue fluorescence was meas-
ured (excitation 650 nm and emission filter 700 nm).
Fluorescence was quantified with M3 Vision software
(Biospace).

CSF protein dosage

Total protein concentration was measured in CSF samples (2 ml)
by measuring their absorbance at 280 nm on a Nanodrop™
spectrophotometer (Thermo Scientific).
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Tissue processing

Mice were deeply anaesthetized and perfused with cold hepari-
nized saline until total blood removal. For histology, mice were
then perfused with a 150 ml solution of 2% paraformaldehyde
and 0.2% picric acid. Next, brain, spleen and cervical lymph
node were extracted and cryoprotected in four successive 20%
sucrose baths for 24 h at 4°C. Organs were included in Tissue-
Tek (Miles scientific) and conserved at —80°C. Cryomicrotome-
cut axial slice (8-10 mm) were collected on poly-lysine slides
(Thermo scientific) and stored at —80°C before processing.

Immunostaining

Sections were co-incubated overnight at room temperature with
the following antibodies: Rabbit anti-laminin or chicken anti-
laminin (1:1500; Abcam), rat anti-CD4 (1:25; eBiosciences), rat
anti-CD8 (1:25; eBiosciences), sheep anti-fibrinogen serum, rat
anti CD45R/B220 (RA3-6B2) (1:800; Invitrogen), rabbit anti-
syndecan-1 (1:800; Abcam) or sheep anti-TTR  (ab9015)
(Abcam; 1:1000). Primary antibodies were revealed by using
AffiniPure F(ab?)2 fragment 1gGs conjugated to Alexa®®®, Cy3)
or Alexa®7 at 1:800 (Jackson ImmunoResearch). Next, sections
were coverslipped with antifade medium containing DAPI.
Assessment of neurodegeneration was performed by Fluoro-
Jade” C staining (Schmued et al., 2005).

Microscopy

Images were digitally captured on a Leica DM6000 microscope
coupled to Coolsnap camera, visualized with Metavue software
(Version 5.0; Molecular Devices), and further processed by
using Imagel software (Version 1.49e; NIH). All analyses were
performed blinded to the experimental groups.

Dot blot

A recombinant peptide corresponding to the N-Terminal part of
GIluN1 was blotted on a nitrocellulose membrane for 1 h at
room temperature until the blots were dry. The membrane was
then blocked with 2% bovine serum albumin in TTBS (50 mM
Tris, 0.5 M NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.4) for 1 h at room
temperature. The membrane was then incubated for 1 h at room
temperature in TTBS with CSF from sham or GluN13s9-375
mice, or with Glunomab” (Lesept et al, 2016) an ant-GluN1
antibody as a positive control. The membrane was washed three
times (10 min each) in TTBS on rocker before incubation with
anti-mouse 1gG secondary antibody for 1 h at room temperature
in TTBS. Membrane was washed again three times (10 min
each) in TTBS on rocker. Blots were enhanced for analysis and
detection by chemiluminescence agent Thermo Scientific Pierce
ECL Plus substrate and data were obtained by ImageQuant LAS
4000 (GE Healthcare Life Sciences).

Calcium video microscopy

Neuron cultures were prepared from embryonic Day 14.5 Swiss
mice as previously described (Nicole ef al., 2001). Cortices were
dissected and dissociated in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM), and cultured in DMEM supplemented with 5% foe-
tal bovine serum, 5% horse serum and 2 mM glutamine on 35
mm dishes with poly-lysine (0.1 mg/ml)/laminin (0.02 mg/ml)
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coating at 37°C in 5% CO,. Calcium video-microscopy was
performed as previously described (Lesept ef al, 2016). Briefly,
after 12 days in vitro, cultures were transferred into a serum-
free HEPES-buffered saline solution and Fura-2-AM (10 1M)
was loaded into the cells by incubation at 37°C for 45 min.
Cells were then placed at room temperature, on the stage of a
Leica DMI600O0B inverted microscope equipped with a 150 W
Xenon high stability lamp and a Leica 40X, 1.3 numerical aper-
ture epifluorescence oil immersion objective (Wetzlar). Neurons
received two consecutive stimulations with NMDA (50 1M,
30 s each) using a peristaltic pump. Neurons were then incu-
bated for 45 min with sera from sham or GluN1zs5-375 and two
additional stimulations were performed (50 1M, 30 s each) in
order to compare the response to what observed with the first
stimulation. Fura-2 ratio images (excitation: 340, 380 nm, emis-
sion: 510 nm) were acquired with a Digital CMOS camera
(Hamamatsu, ORCA-Flash2.8 C11440-10C) and digitized
(2048 X 2048 pixels) using MetaFluor 6.1 software (Universal
Imaging Corporation). For each cell, we calculated the area
under the curve (AUC) of intracellular calcium influx before
(AUCb) and after treatment (AUCa) so that each cell is its own
control. Results are given as per cent of responsivenessf=
[(AUCa)/(AUCb)] X 100g, which gives a measure of the effect
of the treatment with the different sera.

Flow cytometry

Immunophenotyping of leucocytes was performed by flow
cytometry from brain, spleen, lymph node and CSF. Cells were
isolated using a cell strainer (@ 40 mm, Falcon). Brain cells were
centrifuged through by Percoll gradient (Sigma Aldrich) to re-
move myelin. Spleen cells were incubated with ammonium
chloride to lyse red cell. Then, all sample were incubated with
1 ml of Fc-CD16-32 (BD Pharmingen) for 15 min at 4°C to
block non-antigen-specific binding of immunoglobulins. The
antibodies used for flow cytometry (all provided by BD
Pharmingen and used at 0.2 mg/ml) were: BV421-Rat Anti-
Mouse CD11b, APC-Rat Anti-Mouse CD4, PE-Cy7 Rat
Anti-Mouse CD8a, FITC Rat Anti-Mouse CD45, PE-Cy7 Rat
Anti-Mouse Ly-6G, APC Hamster Anti-Mouse CDl1lc,

0.2 mg/ml), BV421-Rat Anti-Mouse CD45/B220, APC-Rat
Anti-Mouse CD138, APC Rat IgG2a K Isotype Control, PE-
Cy7 Hamster Anti-Mouse CD3e, PE-Cy7 Hamster IgGl, K
Isotype Control, FITC Rat Anti-Mouse CD45, BV421 Rat Anti-
Mouse CD45R/B220 (BD Horizon 0.2 mg/ml). Experiments
were performed on a FACSVerse™ (BD) and analysis was done
using with Flowlo™ (7.6.5 version).

B-cell depletion

B cells were depleted following a previously described method
(Carmi et al., 2015) by the injection of anti-mouse B220 (clone
RA3.3A1/6.1, InVivoMab) and anti-mouse CD19 (clone 1D3,
InVivoMab). Each antibody was injected intraperitoneally at a
dose of 300 mg per injection, once a week for 4 weeks, starting
1 week before active immunization. Control animals were
injected in the same manner with 600 mg of an isotype antibody
(anti-trinitrophenol 1gG2a isotype, clone 2A3, InVivoMab).

Data availability

All data are available upon requestby a qualified researcher.
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Results

Autoimmune response against
GIuN1 induces spatial memory
iImpairment and anxiety-like
behaviour

The primary objective of this study was to design an animal
model reproducing the immune processes occurring in
NMDAR encephalitis. To this end, we designed a protocol
of active immunization against the region of GIuN1 previ-
ously implicated in this disease (Gleichman et al., 2012).
Our first step was to design an immunogenic peptide includ-
ing the N368/G369 region of GIuN1, crucial for the devel-
opment of immunoreactivity (Gleichman et al., 2012). We
used the BepiPred linear epitope prediction method (www.
iedb.org) to assess the theoretical immunogenicity of several
peptides encompassing this region of GIuN1 (Supplementary
Table 1). The criteria for design was that the peptide would
have a high theoretical immunogenicity, and would include
the N368/G369 amino acids in a central position. The
GluN1ss5-375 peptide(RKLVQVGIYNGTHVIPNDRK) ful-
filled these two criteria (Supplementary Table 1) and was
thus used for immunization for the rest of the study. We
immunized mice with this peptide in an immunogenic adju-
vant cocktail typically used to induce a T-cell (Fournier
et al., 2017) or B-cell mediated (Whittaker Hawkins et al.,
2017; Michel et al., 2019) autoimmune response in mice.
We extracted sera from these mice and used them to stain
HEK-293 cells transfected with NMDAR  subunits, a
method classically used to detect circulating anti NMDAR
autoantibodies (aNMDAR-Ab) in human diagnosis. This
showed that animals immunized with the GluN1ss5-375 pep-
tide, but not sham animals, produced circulating aNMDAR-
Ab (Eig. 1).

Then, we addressed whether this autoimmune challenge
(Fig. 2A) induces behavioural changes that may reproduce
part of the symptoms observed in NMDAR encephalitis.
Two weeks after immunization, GluN1ss5.373 immunized
mice entered less often (P = 0.018) and spent less time
(P = 0.002) than sham mice in the open arms of the O-maze
(respectively, n = 10 and n = 12; Fig. 2B and C), and showed
an increased latency time (P = 0.00001) before entering the
open arms (Fig. 2D). They also stayed immobile for a longer
time than sham mice in the swimming test (I = 0.0004,
n = 10 in each group; Fig. 2E). These two sets of experi-
ments are evocative of an anxious and depressive-like behav-
iour in GluN13s55-373 mice. Next, sham and GluN1ss5-378
mice were subjected to the Y-maze test to assess spatial
memory. During the acquisition phase, the total number of
visits into the two free access arms was equivalent for sham
and GluN1sss-378 mice (see ‘Materials and methods’ sec-
tion). During the test phase, sham mice discriminated the
newly open arm and the two familiar arms correctly, as they
visited significantly more often the new arm than the
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Figure 1 Validation of immunization. Immunostaining of
HEK293 cells (n= 3) transfected with GluN1a and GIuN2B subunits
after incubation with serum of sham mice or GIuN13s55.372 mice
(revealed by anti-mouse IgG coupled to Cy3, red), or with a com-
mercial ant-GIuN1 antibody (H300, revealed by anti-rabbit IgG
coupled to FITC, green). Scale bars = 100 1m.
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familiar arms (arms 1 and 2) (P = 0.028 and P = 0.006, re-
spectively, n = 12; Fig. 2F). This indicates good spatial mem-
ory in sham mice. In sharp contrast, GluN1ssg-373 mice
failed to discriminate between new and familiar arms, as
they visited the new arm significantly less often than the fa-
miliar arms (P = 0.018 for both, n = 10; Fig. 2F). These
results reveal a deficit of spatial memory in GluN13s55-37s-
Active immunization with a control peptide (Fig. 3A and
Supplementary Table 2) did not induce any behavioural
changes in the O-maze (P = 0.84, P = 0.12 and P = 0.67, re-
spectively; Fig. 3B=D) or in the Y-maze (new arm versus
arm 1: P = 0.007, new arm versus arm 2: P = 0.023;
Fig. 3E). Global motor activity (horizontal or vertical) was
not influenced by active immunization with GluN1ss55.375
(horizontal: P = 0.63, vertical: P = 091, n = 10 in each
group; Fig. 2G and H) or with the control peptide (horizon-
tal: P = 0.73, vertical P = 0.91, n = 10 in each group; Fig. 3F
and G) as compared to sham mice.

Our next step was to test whether active immunization
with GluN1ss5-378 could induce epileptogenic effects, a
symptom of human NMDAR encephalitis (Geis et al., 2019)
reproduced after passive transfer of NMDAR antibodies in
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mouse models (Wright et al., 2015). The injection of PTZ
resulted in epileptic like behavioural signs ranging from mo-
tionless staring (stage 1) to convulsions (stages 5) (Fig. 4A—
E). The number of stage 4 (P = 0.035; n = 10 in each group,
Fig. 4C) and the average cumulative score after 60 min
(P=0.035; Fig. 4E) were increasedin GluN13s55-375 mice.

We then assessed the general pathological markers
induced by active immunization in GluN1;54.575 Mice.
GluN13s55-373 mice showed diffuse MRI T2-FLAIR hyperin-
tensities in the brain, particularly at perivascular locations
(Fig. 5A). GluN1ss5.37s mice also showed an increase in
blood—brain barrier permeability, revealed by Evan’s blue
extravasation, within the whole brain (Fig. 5B and corre-
sponding quantification: P = 0.028, n = 4 in each group;
Fig. 5C). Protein concentration was increased in the CSF of
GluN1355.573 mice (P=0.029, n=10 in each group;
Fig. 5D), where anti-NMDAR 1gG were detected (Fig. 5E).
Finally, 1gG deposits were observed within the brain paren-
chyma, around the ventricles and in the hippocampal region
(Fig. 5F). These different pathological signs occurred in the
absence of positive immunostaining for the neuronal degen-
eration marker, Fluoro-Jade’ C (Fig. 5G).

These data show that the immunization against GIuN1ss4.-
378 induces an autoimmune response that drives structural
and behavioural impairments reminiscent of several key
aspects of anti-NMDAR encephalitis.

Our next step was to explore whether the antibodies pro-
duced by the mice after immunization against GluN13s5-373
may influence NMDAR function. To this end, we studied
the dynamics of calcium influx into cultured neurons
induced by NMDA stimulation by using calcium video-mi-
croscopy (Fig. 5H-J). After two reference NMDA-induced
spikes (50 mM, 30 s), neurons were incubated with the sera
from sham or GIuN1ss9.375 mice for 45 min. At the end of
the incubation period, neurons were stimulated again (two
stimulations with 50 mM NMDA for 30 s). Incubation with
serum from GluN1zss5.378 mice strongly reduced the ampli-
tude of NMDA-induced spike, while incubation with serum
from sham mice had limited effects (Fig. 5H). The respon-
siveness compared to the first two peaks (Fig. 51) and the
global calcium response (AUC; Fig. 5J) were strongly
reduced after incubation with serum from GIluN1sss.375
mice (P 5 0.00001) as compared to incubation with serum
from sham mice.

Experimental NMDAR autoimmune
encephalitis is mediated by a B-cell
response

At the histological level, fibrinogen extravasation illustrated
the increase in blood—brain barrier permeability in the hippo-
campal region of GluN1ss5-375 animals (Fig. 6A). To address
whether this increase in blood—brain barrier permeability was
important for the development of the behavioural impair-
ments, we immunized a series of animals without injecting
pertussis toxin (Supplementary Fig. 1A). In this case, in
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Figure 2 Immunization against GluN1359.37g induces anxiety- and depressive-like behaviour, and deficits in spatial memory.
Graphs show mean = SD performance of sham (blue bars) or GIuN1355.373 (yellow bars) animals in the following behavioural tests: (A) experi-
mental design; (B) number of entries in open am; (C) time spent in open am; and (D) latency time before entering open arm of the O-maze
(sham n= 10, n= 12 GluN1353378). (E) Immobility time in the forced swim test (n= 10 in each group). (F) Number of entries in the three ams
of the Y-maze (n= 12 in each group). (G) Horizontal and (H) vertical activity in an open field device (n= 10 in each group). Normality tests were
performed on all samples with a Shapiro-Wilk test. When normality could not be assumed, we used a non-parametric test (Mann-Whitney U-
test, a-error of 0.05). *P5 0.05 for inferior to new am; *P5 0.05for superior to new am; "*P4 0.05.

which no overt Evan’s blue extravasation could be observed
(Supplementary Fig. 1B), anxiety-like behaviour was absent
(entries: P = 0.35, time in open arms: P = 0.97, latency time:
P =0.53; n=10 in each group; Supplementary Fig. 1C and
E) and spatial memory impairments were less marked (new
arm versus arm 1: P =0.007, new arm versus arm 2:
P = 0.012, n = 15 in each group; Supplementary Fig. 1F).
The increase in blood-brain barrier was not associated with
endothelial expression of adhesion molecules, assessed here
by molecular MRI for P-selectin (Fig. 6B), in contrast to
what is observed in other models of CNS-directed auto-
immune diseases (Fournier et al., 2017). In line with this, few
if any T-cell infiltration was observed at sites of overt blood—
brain barrier permeabilization (Fig. 6C), in contrast to what
is observed in other models of CNS-directed autoimmune dis-
eases such as experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE) (Fig. 6D). This absence of T-cell infiltration was con-
firmed by flow cytometry from the whole dissociated brain
(Fig. 6E and corresponding quantification: CD4: P = 0.46,
CD8: P=0.082, n=5 (sham) and 6 (GIuN13ss-378); Fig. 6F).

In contrast, a significant increase in B cell population,
identified as B220 * cells, was observed in the whole dissoci-
ated brain of GluN1sss-378 (Fig. 7A and corresponding
quantification: P = 0.008, n =5 and 6, respectively; Fig. 7B),
reaching ~30% of CD45 : leucocytes. Interestingly, B cells
were not found within the parenchyma (Fig. 7C), but rather
in the meninges (Fig. 7D), ventrides (Fig. 7E), choroid
plexus (Fig. 7F) and in the form of cell aggregates (Fig. 7G;
corresponding quantification: meninges: P = 0.009, choroid
plexus: P = 0.012, ventricles: P = 0.011, hippocampus: P = 1,
n = 5 in each group; Fig. 7H). In addition, although B cells
were rarely found in the CSF of sham animals, their number
was increased in the CSF of GluN13ss.3753 animals (Fig. 71).
Further, a substantial number of these cells matured into
CD138 * cells (plasma cells) (Fig. 7J). In sham animals, the
vast majority (87%) of CD45 * cells (leucocytes) were CD3 *
positive cells (T lymphocytes), while within the remaining
population of CD3~ cells, only 11.4% of cells were B220 *
(B cells) and 10.4% were CD138 * (plasma cells) (Fig. 7K).
In contrast, in GIuN1s55-375 mice, only half of CD45* cells
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(leucocytes) were CD3 * cells (T lymphocytes), and within
the remaining population of CD3~ cells, 33% of cells were
B220 * (B cells) and 27.2% were CD138 * (plasmocytes)
(Fig. 7K).

Some changes were observed in the myeloid populations
(Supplementary Fig. 2; sham: n =5, GluN1sss.375: n = 6).
The LY6G* population (neutrophil phenotype) was
increased in the brain (P = 0.008), cervical lymph nodes
(P = 0.0035) and unchanged in the spleen (P = 0.78) at
Week 2 post-immunization (Supplementary Fig. 2A-C).
Most myeloid cells were CD11b* /CD11c™ cells (microglia/
macrophages phenotype), while CD11b™/CD11c * cells and
CD11b* /CD11lc * cells (dendritic cell phenotypes) were
found in low numbers (51% of leucocytes; Supplementary

Fig. 2D). CD11b* /CD11c™ cells were increased in the brain
(P = 0.013) and cervical lymph nodes (P = 0.008) of
GluN13s5-378 mice (Supplementary Fig. 2D and E), but not
in the spleen (Supplementary Fig. 2) at that stage.

An increase in B cells and plasma cells in the CSF was
only observed at 2 weeks after immunization, which corre-
sponds to the symptomatic phase of the model. At 1 week
after immunization, circulating antibodies were detected
with less intensity (Supplementary Fig. 3A) than at 2 weeks
post-immunization in GluN1sse-378 mice, and symptoms
were still absent (Supplementary Fig. 3B—E). There was no
increase in B cell population in the CSF of GluN1ss9-375
mice as compared to sham animals neither in the whole dis-
sociated brain (Supplementary Fig. 3F and corresponding
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quantification Supplementary Fig. 3G) nor in the CSF
(Supplementary Fig. 3H and corresponding quantification,
Supplementary Fig. 3]), where no CD138 * plasma cells
were detected (Supplementary Fig. 31 and corresponding
quantification, Supplementary Fig. 3J).

At 1 week after immunization, B220 * B cells (P = 0.03),
CD8 *T cells (P =0.03) or CD4 * T cells (P = 0.03) were
increased in the spleen of GluN1ss9-378 mice (n = 6) as
compared to sham mice (n = 5) (Supplementary Fig. 4A
and E). At 2 weeks after immunization, the number of B
cells in the spleen of GluN13s5-373 mice went back to the
level of sham mice (P = 0.64), while the number of T4
(P = 0.008) and T8 (P = 0.008) cells decreased as com-
pared to sham mice (Supplementary Fig. 4B and F). No
difference in B cells (P=0.19) or T cells (P=0.11) were
observed in cervical lymph node at 1
(Supplementary Fig. 4C and G) or 2
(Supplementary Fig. 4D and H) after immunization.

The above data suggest that anti-NMDAR encephalitis in
GluN13s5-378 mice was mediated by a B-cell response. To
verify this hypothesis, we depleted B cells by four injections
(one injection every week) of B220 and CD19 antibodies
(Carmi et al., 2015) beginning 1 week before active immun-
ization with GluN13s9-375 (Fig. 8A). This led to the depletion
of B cells and plasmocytes, still observed at the end of the
protocol (2 weeks after the last injection of depleting anti-
bodies) (Fig. 8B, C and corresponding quantification,

week
weeks

Fig. 8E), without affecting T cells (Fig. 8D and correspond-
ing quantification, Fig. 8E).

Our next step was to assess how B-cell depletion affects
the behaviour of GIuN13sg.375 mice. Although B-cell deple-
tion did not affect anxiety-like behaviour [entries: P = 0.11,
time in open arms: P = 0.15 and latency time: P = 1, n = 10
(isotype) and 9 (depleted); Fig. 8F—H], it reduced depressive-
like behaviour, as B-cell-depleted GluN1ss5-375 mice stayed
immobile for a shorter time than isotype-injected GluN13ss-
378 mice (P = 0.002; Fig. 8l) in the swimming test. Y-maze
experiments were used to assess whether B-cell depletion
may also prevent the spatial memory deficit observed in
GluN1ss9-378 mice. When injected with control isotype,
GluN1355.375s mice failed to discriminate between new and
familiar arms, as they visited the new arm as often as the fa-
miliar arms (P = 0.13 and P = 1; Fig. 8J). This indicates im-
pairment of spatial memory in isotype-injected GluN1ss4-375
mice. However, GluN1ss5.378 mice depleted of B cells re-
cover their ability to discriminate between new and familiar
arms, as they visited significantly more often the new arm
than the familiar arms (P = 0.01 and P = 0.007; Fig. 8J).
These results indicate that the deficit of spatial memory in
GluN13s9-375 is prevented when mice are depleted of B cells.
Global motor activity (horizontal or vertical) was the same
in isotype-injected or B-cell-depleted GluN1355.375 mice
(Fig. 8K and L), which discards an influence of motor activ-
ity in the above observations.
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characterized by blood-brain barrier opening, periventricu-
lar FLAIR hyperintensities and IgG deposits. Two weeks
afterimmunization, mice develop cognitive, emotional and
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behavioural impairments. This paradigm provides a novel
immune-mediated model of anti-NMDAR encephalitis that
could be complementary to the existing models (Planaguma’
et al., 2015; Pan et al., 2019). It should be used in further
studies to dissect the autoimmune processes leading to the
intrathecal production of these antibodies and the mecha-
nisms of their action. It could also provide a platform to test
therapeutic strategies targeting the immune system in anti-
NMDAR encephalitis.

Mice subjected to this paradigm show symptoms that are
reminiscent of human anti-NMDAR encephalitis: memory
impairments, anxiety- and depressive-like behaviours, and
increased sensitivity to seizures. These symptoms are similar
to those observed in previous works (Planaguma® et al.,
2015; Wright et al., 2015), despite distinct experimental
paradigms. Interestingly, serum from GluN1sss.378 mice
strongly reduced NMDA-induced calcium influx in vitro,
which supports the relevance of the autoantibodies produced
in this model and gives a possible link with the symptoms
observed in vivo. Overall, it confirms that an immune reac-
tion against NMDAR can lead to adverse effects in vivo,
whatever the way this reaction is induced: direct injection or
infusion of antibodies into the ventricles (Planaguma’ et al.,
2015; Malviva et al., 2017; Taraschenko et al.,, 2019),
stereotactic injection of patient CSF into the parenchyma
(Blome et al., 2018), or active immunization, as is the case
in the presentwork.

Interestingly, only anti-NMDAR antibodies from patients,
but not from healthy subjects, induce synapse disorganization
(le'ze'quel et al., 2017) and the effect of CSF from different
patients induce variable effects (Blome et al., 2018). This sug-
gests that the epitope targeted by these antibodies is critical.
Accordingly, active immunization or injection of anti-
NMDA antibodies targeting other epitopes than the one
involved in encephalitis have provided beneficial effects in
models of brain haemorrhage (Gaberel et al., 2013), ischae-
mic stroke (Macrez et al., 2011) or multiple sclerosis
(Macrez et al., 2016). In the present study, active immuniza-
tion against the amino acids 168 to 187 of the NMDA recep-
tor—a site of positive regulation of NMDAR function
(Lesept et al., 2016)—did not induce any encephalitogenic
effects. This observation in our experimental context con-
trasts with an earlier study describing that human circulating
anti NMDAR antibodies (purified from healthy donors or
from patients with schizophrenia, anti-NMDA encephalitis
or hypertension) act regardless of their target epitope to in-
duce NMDAR dysfunction (Castillo-Go'mez et al., 2017).
This previous work may not exhaustively reflect the full var-
iety of epitopes targeted by naturally occurring, autoreactive
anti-NMDAR antibodies in humans. Further studies in a
larger number of patients may resolve this point.

Of note, when injected intravenously in mice, human cir-
culating anti-NMDAR antibodies induce effects on motor
activity, but this occurs only when the blood—brain barrier
permeability is impaired (Hammer et al., 2014). This under-
lines the fact that anti-NMDAR antibodies must reach the
CNS toinduce their deleterious effects. In contrast, some
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actions of anti-NMDAR antibodies outside the CNS, such
as modulation of endothelial NMDAR activity, can provide
beneficial effects in neuroinflammatory context (Macrez
et al., 2016). Further studies should address whether anti-
NMDAR autoantibodies may interfere with described func-
tions of non-neuronal NMDAR (Hogan-Cann and
Anderson, 2016) in animal models of anti-NMDAR
encephalitis.

Overall, these different points of discussion indicate that
anti-NMDAR antibodies can provide various effects (benefi-
cial, neutral or deleterious) depending on their target epi-
tope, the context (healthy versus neuroinflammation), the
localization of their action (intra- versus extra-CNS) or their
target cell (neural versus non neural cells).

The behavioural impairments observed in the present
study are more pronounced than those reported previously
with a different paradigm (Pan et al., 2019): these deficits
are multiple (anxiety- and depressive-like behaviours, spatial
memory impairment and increased sensitivity to seizures)
and they occur spontaneously (in the absence of injection of
the NMDA antagonist MK801). These differences could be
linked to differences in the experimental design, including
the target peptide (a single peptide focusing on N368/G369
versus four different peptides distributed on GluN1 extracel-
lular sequence). Interestingly, one of these four peptides
encompasses the same amino acids as the one used in the
present study, which may indicate that other factors, besides
the epitope, could be relevant in determining the effects of
the antibodies, particularly in animal models. Another
important difference with this previous study is the age (8-10-
week-old mice versus 12-month-old mice). This latter
parameter is likely to be critical, as the migration of B cells
and their ability to produce antibodies is impaired as mice
age (Turner and Mabbott, 2017). In line with this, anti-
NMDAR encephalitis mostly affects young patients.

In the present study, NMDAR encephalitis is mediated by
a B-cell response, without parenchyma infiltration or contri-
bution of T cells. These findings are in contrast with another

recent model (Jones etal., 2019) in which matureT cellsas
well as antibody-producing cells were required for disease in-
duction. A major difference in the study design was the ma-
terial used for immunization and may explain this
dissimilarity in the pathological mechanisms: in this previous
study, mice were immunized with GIuN1/GIuN2B NMDA
fully-assembled tetrameric receptors embedded in liposomes,
in contrast to the small peptidesinjected without carriersin
the presentwork. This indicatesthat different study designs
can model NMD A encephalitis with a different respective in-
volvement of B- or T-cell responses. The complementarity of
these models gives interesting perspectives for further studies.
In any case, our study confirms the observation thatthe
symptoms can occur in the absence of overtT cell and mye-
loid cell responses (Pan et al., 2019) and brings an important
new element by the description of a B-cell response after ac-
tive immunization against GluN1. This response is charac-
terized by an increase in the number of B cells in the
peripheral lymphoid organs, followed by their migration
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towards the meninges, passage to the ventricles and differen-
tiation into plasma cells. The precise mechanisms responsible
for B cell migration towards the brain in this model remain
to be investigated. Assessing cytokine and chemokine levels
may give important clues in this instance. This B-cell re-
sponse is particularly relevant to the human pathology, as
these cells are found in the CSF of patients (Dale et al.
2013). In line with this, the nature of the inflammatory infil-
trates is reminiscent of the clinical situation, in which rare T-
cell infiltrates are detected (Tu” zu™n et al., 2009) and CD138 *
cells are the main component of inflammatory infiltrates
(Martinez-Hernandez et al., 2011). These observations have
provided the basis for the use of anti-B cell therapy using
Rituximab¥, a monodonal anti-CD20 antibody (Hohlfeld
2018). Here, the depletion of B cells prevented the depres-
sion-like symptoms and the impairments in spatial memory
observed in GluN1sse.375 mice. This confirms the central
role of the B-cell response in the establishment of encephal-
itis-like symptoms in these mice.

The differentiation of B cells into plasma cells coincides
in the ventricles with an increase in protein concentration
and the detection of anti-NMDAR IgG in the CSF. This sug-
gests that these plasma cells are responsible for the produc-
tion of anti-NMDAR autoantibodies. In fact, we detected
antibodies within the brain tissue, around the ventricles and
in the hippocampus, which suggests that these antibodies
diffuse from the ventricles to the tissue, as is the case in pre-
viously reported models where antibodies are infused into
the ventricles (Planaguma’ et al., 2015). However, the reduc-
tion of deficits observed here in the absence of PTX injection
suggests that other mechanisms are important to induce a
full behavioural phenotype. PTX targets various mediators
of the immune system such TLR4, chemokine receptors or
regulatory T cells and induces blood—brain barrier perme-
ation, as confirmed here. This may indicate that one or sev-
eral of these PTX-mediated effects may be important for the
establishment of symptoms, in addition to B-cell-mediated
processes. The fact that the prevention of behaviour impair-
ments is only partial after both B-cell depletion and PTX
omission is in favour of this hypothesis, which should be
tested in further studies. Finally, evaluating the respective Ig
isotypes found in the CSF, brain and serum could help
addressing this point further.

The model described here may provide a useful platform
for further studies aimed at testing therapies for anti-
NMDAR encephalitis. Given the pathophysiology described
in the present work, this model may prove particularly rele-
vant for new therapies targeting B cells. This may include B
cell-directed antibodies, autoantigen specific B-cell depleting
therapy or B-cell receptor signalling inhibition (Musette and
Bouaziz, 2018).
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Abstract

Background: Tissue plasminogen activator ({PA) is aserine protease involved in fibrinolysis. It is released by
endothelial cells, but also expressed by neurons and glial cells in the central nervous system (ONS). Interestingly,
this enzyme also contributes to pathological processes in the ONSsuch asneuroinflammation by activating
microglia and increasing blood—brain barrier permeability. Nevertheless, its role in the control of adaptive and
innate immune response remains poorly understood.

Methods: tPA effects on myeloid and lymphoid cell response were studied in vivoin the mouse model of multiple
sclerosis experimental autoimmune encephalomyelitis and in vifro in splenocytes.

Results: tPA* animals exhibited less severe experimental autoimmune encephalomyelitis than their wild-type
counterparts. This was accompanied by a reduction in both lymphoid and myeloid cell populations in the spinal
cord parenchyma. In parallel, tPA increased Tcell activation and proliferation, aswell as cytokine production by a
protease-dependent mechanism and via plasmin generation. In addition, tPA directly raised the expression of MHC-
Iland the co-stimulatory molecules CD80and CD86 atthe surface of dendritic cells and macrophagesby a direct
action dependent of the activation of epidermal growth factor receptor.
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response, Antigen-presenting cells

Conclusions: Our study provides new insights into the mechanisms responsible for the harmful functions of tPA in
multiple sclerosis and its animal models: tPA promotes the proliferation and activation of both lymphoid and
myeloid populations by distinct, though complementary, mechanisms.

Keywords: Tissue plasminogen activator, Neuroinflammation, Experimental autoimmune encephalomyelitis, T cell

Background

Multiple sclerosis (MS) is a chronic disease of the cen-
tral nervous system (CNS) characterized by lymphoid
and myeloid cell infiltration and microglial activation,
leading to demyelination and progressive neurodegener-
ation [1]. Tissue plasminogen activator (tPA), a serine
protease involved in fibrinolysis [2], is mainly produced
by endothelial cells of vessels [3], whereas this protease
is also secreted by several cell types within the CNS such
as oligodendrocytes [4], astrocytes [5], or neurons [3, 6].
tPA influences neuroinflammatory and neuroimmune
processes [7]. Indeed, its effects are particularly relevant
to the context of MS: tPA activity is increased by tenfold
in the cerebrospinal fluid (CSF) of MS patients [8], and
the protease is found in the perivascular spaces associ-
ated to active MS plaques [9].

Myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG)3s5-55-in-
duced experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE), a well-established animal model of MS, is charac-
terized by the recruitment and entry of CD4™ encephali-
togenic T cells into the CNS parenchyma [10].
Interestingly, pioneer studies reported that tPA activity
is increased in EAE [11, 12] and that tPA-deficient mice
(tPA™") declare EAE later than their wild-type (WT)
counterparts, with less severe symptoms in the early
phase of the disease, reduced demyelination, axonal
damage, microglial activation, and T cell presence in the
parenchyma [11]. Later studies in slightly different ex-
perimental designs drew opposite conclusions, showing
earlier and more severe disease in tPA™ mice [13]. This
indicates that tPA can provide different effects in the
EAE course, depending on the phase of the disease and
the experimental design.

Several actions of tPA can participate in its controver-
sial effects in EAE. In addition to its protease activity,
tPA exerts various functions due to its five distinct fune-
tional domains: finger domain, epidermal growth factor
(EGF)-like domain, kringle 1, kringle 2, and protease do-
main [14]. We have previously shown that tPA, by acti-
vating the EGF receptor (EGFR), has an anti-apoptotic
effect over oligodendrocytes [4] and a chemotactic effect
on their progenitors that helps remyelination after
chemically induced white matter lesions [15]. tPA is also
able to increase blood-brain barrier (BBB) permeability
and helps leukocyte diapedesis [16] by several

mechanisms, including the potentiation of endothelial N-
methyl-D-aspartate receptors (NMDAR) [17] or tight
junction disruption by the modification of occludin
phosphorylation [18]. Our group has shown that Gluno-
mab®, a monoclonal antibody which prevents the binding
of tPA on the GluN1 subunit of NMDAR [19], inhibits
leukocyte entry into the CNS, thus blocking demyelin-
ation and EAE progression [17].

In addition to these actions, controversial data indicate
that tPA may directly act on cells of the innate immun-
ity. tPA can regulate myeloid cell functions, but the pro-
or anti-inflammatory nature of this action is still a mat-
ter of debate [20, 21]. On the other hand, the possible
role of tPA on lymphoid cell activity is still poorly
understood [7]. Therefore, the purpose of this study is to
investigate the respective actions of tPA on lymphoid
and myeloid cells in the context of EAE. Interestingly,
we report a deleterious role of tPA in EAE, that may be
due to an increase in T cell proliferation, combined to a
direct potentiation of dendritic and macrophage antigen
presenting function. These combined effects of tPA con-
verge to the promotion of pro-inflammatory T cell adap-
tive immune response in EAE.

Methods

Animals

Transgenic tPA™ (C57BL/129 background) [22] and
C57BL/129 control mice, aged 8—12 weeks, were pro-
vided by the Centre Universitaire de Ressources Biologi-
ques (CURB, University of Caen, France). C57BL6/J mice
aged 6—12 weeks were obtained from Janvier Laborator-
ies. Mice were housed in our local conventional animal
facilities. All procedures were performed according to
the guidelines of the institutional ethics committee
(Comité Normand déthique en matiére d expérimenta-
tion animale (CeNomExa) and Comité Etico de Experi-
mentacion  Animal del Hospital Nacional de
Parapléjicos). This was submitted to these committees
for approval in accordance with the European directive
no. 2013/63/UE (agreement number DI14118001) and
with the French and Spanish National and Regional
Guidelines for Animal Experimentation and the Use of
Genetically Modified Organisms (French Ministry of Re-
search, project license number 02653.2, Decree 87/848;
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RD 53/2013 and 178/2004, Law 32/2007 and 9/2003,
Decree 320/2010).

Reagents
Recombinant human tPA (Actilyse ®) was purchased
from Boehringer Ingelheim (Ingelheim am Rhein,

Germany). Several controls of tPA and other reagents
were used along the study: dialyzed tPA, tPA GGACK,
or corresponding vehicles (DMSO, Sigma-Aldrich). tPA
dialysis was performed for 48 h at 4 °C against 0.3 M
HEPES to remove the arginine vehicle. tPA GGACK was
obtained by incubating GGACK (1,5-dansyl-L-glutamyl-
L-glycyl-L-arginine  chloromethylketone, EMD) with
Actilyse in a fourfold molar excess for 6 h at room
temperature (RT), followed by dialysis for 48 h at 4 °C
with 0.3 M HEPES to remove unbound GGACK and the
arginine vehicle. The loss of proteolytic activity of tPA
GGACK was confirmed with spectrozyme assay (Ameri-
can Diagnostica) [4]. Aprotinin and  epsilon-
aminocaproic acid (g-ACA) were purchased from Sigma-
Aldrich. AGI1478 hydrochloride was purchased from
Tocris. Antibodies used in this study are listed in Suppl.
Table 1.

EAE induction

Monophasic EAE was induced in 6-12-week-old
C57BL6/] female and C57BL/129 tPA™ male mice by
active immunization with MO G3s.55 peptide (Cambridge
Research Biochemicals, Genscript). To this end, mice
were injected subcutaneously with 200 pg of Complete
Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich) containing 400 pg of
inactivated particles of Mycobacterium tuberculosis (BD
Biosciences). The emulsion was administered to regions
above the shoulders and the flanks into four sites (50 pL
at each injection site). All animals were intraperitoneally
injected at days 0 and 2 with 250 ng of pertussis toxin
(Sigma-Aldrich) in 200 pL of saline. Mice were weighted
and scored daily in a double blind manner for clinical
signs of EAE as follows: 0, no disease; 1, limp tail; 2,
hindlimb weakness/ no hindlimb reflex; 3, hindlimb par-
esis; 4, hindlimb paralysis; 5, moribund or dead. In ac-
cordance with the ethical standards and regulations, the
humane endpoint criteria were applied when an animal
reached a clinical score of z 4 for more than 48 h or pre-
sented signs of stress or pain (generation of sounds,
stereotypic behavior, lordokyphosis, hair loss, or loss of
weight superiorto 2 g/day for more than 48 h).

Isolation of leukocytes from spleens and spinal cords
Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane (Aer-
rane, Baxter) and transcardially perfused with 50 mL of
cold phosphate-buffered saline, pH 7.4 (PBS, Sigma-
Aldrich). Spinal cords were harvested at the EAE plateau
phase [day post-immunization (dpi) 20 £ 3] and
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homogenized in PBS. Leukocytes were recovered at the
30:70% Percoll (Fisher Scientific) interface after gradient
centrifugation as described in the literature [23] and
were then counted with the Malassez chamber. Spleens
were aseptically removed from naive and MOG-
immunized C57BL/6 mice at the peak of clinical score
(z 3, dpi 15-18), as described previously [24], mechanic-
ally processed to obtain a splenocyte suspension by pass-
ing the cells through a 40-pm filter (Falcon).
Erythrocytes were lysed in lysis buffer [0.15 M NH4CI, 9
mM HKCO3, 0.5 M EDTA, pH 7.4 (Stemcell Technolo-
gies)], and the sterile splenocytes were resuspended in
supplemented sterile PBS with 10% filtered and inacti-
vated fetal bovine serum (FBS, Stemcell Technologies),
1% Penicillin/Streptomycin (Gibco), and 2.5% (v/v)
HEPES (Fisher).

Analysis of the effect of tPA on myeloid cell functions
Splenocytes (10 per wellin 24 well plates) were cul-
tured and maintained in RPMI (Gibco) supplemented
with 10% FBS (Linus), 1% Penicillin/Streptomycin, 2.5%
(v/v) HEPES, 2 mM L-glutamine (Gibco), and 50 yM B-
mercaptoethanol in the presence of the following mole-
cules for 24 h: tPA (0.2, 2, and 20 pg/mL) or its vehicle
[34.84 mg/mL arginine (Sigma-Aldrich), 10.72 mg/mL
phosphoric acid (Sigma-Aldrich) and 0.1 mg/mL Tween
80 (Sigma-Aldrich)], Glunomab® antibody (10 pg/mL) or
its isotypic control [17], 2 pg/mL tPA-GGACK (with
blocked serine protease activity), 5 uM of the EGFR in-
hibitor (AG1478 hydrochloride, additional 30-min
preincubation).

Analysis of the effect of tPA on lymphoid cell

proliferation

Naive splenocytes (1.5 x 10%/mL in suspension) were in-
cubated for 20 min at RT in PBS with 0.5 pM CFSE (Life
technologies). Cells were then washed and suspended in
complete DMEM containing: 1% penicillin—streptomycin
(P/S, Sigma-Aldrich), 1% GlutaMax-I 100X (Gibco), 10%
FBS, and 0.1% B-mercaptoethanol. Ninety six-well U-
bottom plates were coated with 1 pg/mL anti-mouse
CD3 antibody (eBioscience) in PBS overnight. The plates
were washed twice with 200 pL of PBS and 10° labelled
splenocytes were plated (P96 well) in 200 pl of complete
DMEM and incubated for 96 h with 1 pg/mL anti-
mouse CD28 antibody (eBioscience) in the presence or
not of tPA at different concentrations (0.1, 1, and 10 pg/
ml [4], 10 pg/ml Glunomab® antibody or its isotypic con-
trol [17], e-ACA, an inhibitor of the protease function of
tPA (200 mM), the plasmin inhibitor aprotinin (20 IU/
mL™!) [25], or tPA-GGACK (10 pg/mL). Then. cells
were harvested by centrifugation (2000 rpm, 10 min,
RT), washed in PBS and stained for the flow cytometry
assay. To study the effect of tPA during MOG-induced
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stimulation, splenocytes were obtained from MOG-
immunized C57BL6/J mice at the peak of clinical score
(z 3), as described previously [24, 26] and were plated in
IMDM (BioWest, Nuaillé, France), supplemented with 2-
mM L-glutamine, 1% P/S, 10% FBS (Gibco), and 50- pM
B-mercaptoethanol, in U-bottom 96-well plates at a
density of 2 x 10° cells. Splenocytes were exposed to 2-
UM Tag-it Violet™ Proliferation and Cell Tracking Dye
(Biolegend) diluted in PBS supplemented with 0.1% BSA
at 37 °C with shaking for 20 min, protected from light.
After washing, splenocytes were stimulated for 72 h with
5 pg/mL MOG and treated with 2 pg/mL tPA, 5 pM
AG1478 or the combination of both. Cells were har-
vested by centrifugation at 2000 rpm at RT, washed in
PBS and stained for the flow cytometry assay.

In order to analyze the direct effect of tPA on MHC-II
upregulation and on T cell proliferation, splenocytes
from EAE mice at the peak of their clinical symptoms
were depleted of CD3 T cells by cell sorting in a FACS
Aria ITu. These splenocytes were plated at 2 x 10° cells
per well in U-bottom 96-well plates with and were ex-
posed to MOG or MOG + tPA. After 24 h, the medium
was replenished in all culture conditions, and 5 x 10*
sorted Tag-it Violet-labelled CD3* T cells from other
EAE mice at the peak of their clinical symptoms were
added to each well. In one of the culture conditions, tPA
was removed to check the direct effect of the protease
on antigen presentation capacity. After 72 h, cells were
harvested, and CD3, CD4, and CDS8 proliferative cells
were counted in a FACS Canto II cytometer.

The proliferation index has been calculated dividing
the sum of the cells in all generations by the computed
number of original parent cells, which were theoretically
present at the beginning of the experiment. Analysis of
data was performed using the ModFit LT™ software
(Verity Software House).

Flow cytometry

Cells were resuspended in 50 pl of staining buffer, and
Fc receptors were blocked for 15 min at 4 °C with 10
Hg/mL anti-CD16/CD32 antibodies (BD Biosciences.)
After the blocking step, cells were labelled for 20 min at
4 °C with corresponding fluorochrome-conjugated
monoclonal antibodies (Suppl. Table 1). The BD Phar-
mingen transcription factor buffer set was used accord-
ing to the manufacturer’s protocol to detect expression
of FoxP3. When necessary, cells were fixed in a final vol-
ume of 300 pl with 4% paraformaldehyde (PFA) for 10
min. For detection of intracellular cytokines, splenocytes
were stimulated for 5 h with 500 ng/mL PMA (Sigma-
Aldrich) and 500 ng/mL ionomycin (Sigma-Aldrich) in
the presence of 10 pg/ml brefeldin A (Biolegend). Then,
cells were fixed and permeabilized with cyto Fix/Perm
(Biolegend) and stained at RT for 30 min. Samples were
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acquired on a FACS Verse or a FACS Canto II cyt-
ometer (Beckton Dickinson), and data were analyzed
with the FlowJo 7.6.5 software (TreeStar Inc.). Cell fre-
quencies were determined by flow cytometry and abso-
lute numbers calculated from counts determined using a
hemocytometer (Malassez chamber).

Cytokine assay

Levels of cytokines in supernatants of anti-CD3/CD28
stimulated splenocytes were determined using the cyto-
metric bead array (CBA) mouse Th1/Th2/Th17 cytokine
kit (BD Biosciences) according to the manufacturer’s
protocol. Measurements were performed using FACS
Verse flow cytometer, and data were analysed with the
FCAP Array ™™ software (version 3.0).

Immunofluorescence

Mice at the EAE plateau phase (d20 = 3) and with
matching mean scores were deeply anesthetized and
transcardially perfused with 50 mL of cold 1X PBS. Tis-
sue samples were postfixed for 24 h at 4 °C with 4% PFA
and then cryoprotected for 24 h at 4 °C with 20% su-
crose solution, before freezing process into Tissue-Tek
(Miles Scientific). Samples were then cut with a cryomi-
crotome (Leica) to obtain 10-pm sections which were
thaw-mounted on polylysine-coated slides and stored at
— 80 °C before experiment. After warming, sections were
rehydrated three times in PBS during 15 min and incu-
bated overnight at RT with the following antibodies:
rabbit anti-CD3 (1:200, Abcam ab5690), rat anti-CD4 (1:
25, eBiosciences 14-0042-82, clone RM4-5), and goat
anti-collV (1:1000, Southern Biotech 1340). Primary
antibodies were revealed by using affinipure F(ab’)2 frag-
ments of donkey IgGs conjugated to Alexa 647, Alexa
488 or Cy3 (1:1000, Jackson Immuno Research). Then,
sections were washed in PBS and coverslipped with anti-
fading medium containing DAPI. Images were digitally
captured on Leica DM6000 microscope-coupled cool-
snap camera, visualized with Metavue 5.0 software (Mo-
lecular Devices, USA) and further processed using
Image] 1.49e software (NIH). For cell counting, images
of three WT and three tPA™ hemi-spinal cord sections
from cervical, upper thoracic, lower thoracic, and lum-
bar/sacral regions were analyzed with the Fiji (Image])
software: an image-by-image threshold was applied to
obtain a binary image for automatic particle counting
(cells/mm?) using a minimal particle size assigned to
overcome the background noise of the image.

Statistical analysis

Results are presented as the mean + SEM and were ana-
lysed with the GraphPad Prism and SigmaPlot 11.0 soft-
wares. Normality tests were performed on all samples
(Agostino-Pearson omnibus and Shapiro—Wilk tests).
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Nonparametric Kruskal-Wallis for multiple comparisons
were used, followed by two-by-two comparisons by
Mann—Whitney's U tests when relevant. For multiple
comparisons, an ANOVA test or its corresponding
ANOVA on RANKS was performed followed by the
Tukey or Dunn post hoc tests (compared with the con-
trol condition or all pairwise), respectively. The mini-
mum value of statistical significance considered was P <
0.05; for comparison of incidence curves, log-rank (Man-
tel-cox test) was used.

Results

EAE s less severe in tPA-deficient mice

tPA™ " mice developed less severe EAE disease than their
WT counterparts (control group), with lower clinical
scores during the plateau phase between dpi 17 and 23
(d20 + 3) (Fig. la). Although no significant difference
was observed between tPA™ and WT mice in the inci-
dence of the disease (P = 0.1194, Fig. 1b) nor for the day
of disease onset (tPA™ 15.13 £ 0.88 vs WT 14.6 £ 045,
P = 0.8159, data not shown), peak score and cumulative
clinical score were significantly lower in tPA™ than in
WT mice (tPA™ peak score 1.16 £ 0.23 vs WT 2.07 £
0.29, P = 0.0164; cumulative clinical score 10.17 + 2.89
vs 20.38 + 3.76, P = 0.0163, Fig. lc and d). In addition,
severity index ([26]), was significantly lower in tPA™"
than in WT mice (tPA™ severity index 0.3440 + 0.08 vs
WT 0.6652 + 0.10, P= 0.0075, Fig le).

tPA enhances T cell response by a proteolytic mechanism
Given that immune cell infiltration is a cardinal feature of
EAE, we analyzed T cell subpopulations in the spinal
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cords of EAE mice during the plateau phase of the disease
(d20 £ 3) by flow cytometry (Fig. 2 and Suppl. Fig. 1) and
immunofluorescence (Suppl. Fig 2). We found that the ab-
solute number of CD4™ T cells was lower in tPA™ than in
WT mice (6940 + 1220 vs 27,110 + 3642 cells; P= 0.0238,
Suppl. Fig 1B, Fig. 2a), an observation consistent with the
clinical scores observed in tPA™ EAE mice (Fig. 1). Nei-
ther CD8™ (WT 61,291 £+ 11,070 cells vs tPA™ 42,721 £
4988 cells, P = 0.5476, Fig. 2b) nor regulatory FoxP3™ T
cell (Treg) (WT 2396 £ 2322 cells vs tPA™ 3946 + 444
cells; P = 0.1667, Fig. 2c) were significantly altered. In ac-
cordance with the above data, CD4™ T cells were the only
CD37 T cell subset that showed changes in the spinal cord
of tPA™ mice (tPA™ 13.87%=x 2.44 vs WT 29.85% + 4.01,
P=0.0476, Fig. 2d). Concordantly, the histological analysis
of the spinal cords (Fig. 2e) further showed that the aver-
age density of CD4™ T cells within infiltrated area was
lower in tPA™" than in WT EAE mice (absolute number
of WT 514.4 £ 135.7 vs tPA™" 245.3 £ 50.78, P = 0.0495,
mainly due to differences in the cervical region (WT 51.33
+ 13.49 vs tPA™"9.97 £ 1.98, P= 0.0495, Fig. 2h). Interest-
ingly, when analyzing the cytokine profile of CD4™ T cells
in vivo, we showed that the percentage of IFN-y/CD4™ T
cells—but not IL-17/CD4™ T cells—was significantly de-
creased in tPA™" EAE mice as compared with WT EAE
(IFN-y/CD4™ T cells WT 94% + 4 vs. tPA™ 2.8% + 0.8, P
=0.011;IL-17/CD4™ T cells WT 4%+ 2.3 vs. tPA™" 2%+
0.6, P = 0.3;Fig. 2i and j, Suppl. Fig 1C).

To determine the mechanisms involved in the de-
crease of CD4™ T cell number in tPA™" EAE mice, we
assessed their functional response in vitro after
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Fig. 2 (Seelegend on next page.)
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Fig. 2 tPA”mice show reduced CD4* T cel infiltration than WT in the spinal cord. Absolute number of infitrated a CD4*, b CD&", and ¢ FoxP3*
Teels in spinal cords of WTand tPA”- BAE mice measured by Maessez cel counting and flow cytometry. Results are expressed as mean + SH
N=6(WTand N= 3 ({{PA"). 'P < 005. d Percentages of T cel subtypes relative to total CD3* T cel number in the spinal cord of tPA* and WT
EAE mice. e Photomicrographs show representafive immunofiuorescence staining (from NV = 3 for tPA"and WT)for CD3, CD4, and COLIN markers
inthe lower thoracic region of mice spinal cords. Nuclel were counterstained with DAPI (blug). T Scheme descrbing the different parts of the
spinal cord. g and h Quantification ofthe average density of CD4" Tcels within infitrated areas in g the whole spinal cord and in h indnvidual
segments (Carv. cenvical, Upper Th upper thoracic, Lower Th lower thoracic, [/Sacr: lumbar/sacral. (N = 3)."P < 005. i and ] Infracytoplasmic
cytokine detection by flow cytometry in splenocytes from tPA™and WTEAEmice (10days postimmunization) after stimulation with PMA/
ionomycin. Graphs show the percentage of CD4*/IFN-y*Tcels and CD4¥IL-17* Tcels. N= 7 \WT)and N= 7 ({PA*). P < 0.01

activation with anti-CD3e/CD28. CD4™ T cells from
tPA™" naive mice proliferated less than CD4™ T cells
from their WT counterparts (proliferation index: tPA™"
2.03 £ 0.43 vs WT 6.18 = 1.38; P = 0.0317; Fig. 3a and
b). Activation level measured by mean fluorescence in-
tensity (MFI) of CD25 was also reduced in CD4™ T cells
from tPA™" as compared with WT CD4™ T cells (51.42%
+ 10.96 of WT; P = 0.0286, Fig. 3d). Importantly, the
addition of exogenous tPA rescued the proliferation and
activation of tPA™" CD4™ T cells at the same level as
CD4™ T cells from WT counterparts (P = 0.8413 and P
= 0.3143, respectively; Fig. 3a, b, and d). As in the case
of the im vivo analysis, CD8™ T cell proliferation was not
affected in tPA™" (proliferation index 11.65 + 4.93 vs tPA”
'"6.57 £ 3.35, P= 0.3095) although their activation was
reduced (59.34% + 14.48 of WT, P = 0.0286; Fig. 3a, ¢
and e).

We next examined the effect of tPA on T cell response
in vitro. tPA significantly increased proliferation and ac-
tivation of anti-CD3e/CD28 activated CD4™ and CD8™ T
cells in a dose-dependent manner, in comparison with
the control group of untreated cells (Fig. 4a-e). At the
dose of 10 pg/mL of tPA, proliferation of CD4™ and
CD87 T cells were increased to reach 163.40% =+ 11.28
(P = 0.0004) and 170.90% = 12.59 (P = 0.0012), respect-
ively. No effect of tPA was observed on Treg cells (P =
0.9999, Fig. 4f). In order to further analyze the profile of
CD47 T cells involved in the response to tPA treatment,
we analyzed by flow cytometry the expression of CCR6
and CXCR3, two chemokine receptors involved in the
CNS trafficking of Th17 and Thl cells, respectively. We
observed an increase in the percentage of CCR67/CD4™
T cells, with no changes in the percentage of CXCR3™/
CD4™ T cells after treatment of splenocytes with tPA (10

Next, we investigated the mechanisms underlying tPA
actions on T cells. Since the primary action of tPA is to
activate plasminogen into plasmin, we interrogated the
different elements of the tPA/plasminogen/plasmin cas-
cade. Plasminogen treatment neither increased CD4™ T
cell proliferation nor potentiated the proliferative action
of tPA on CD4™ T cells (P = 0.400 and P = 0.200; Fig.
4h). However, aprotinin, a specific inhibitor of plasmin,
did reverse tPA-mediated activation (for CD4™ T cells, P

=0.0190; for CD8", P = 0.0109; Fig. 4i and j). In

addition, the inactivation of the catalytic activity of tPA
(tPA-GGACK) abolished tPA stimulatory effect on
CD4™ and CD8 T cell proliferation (P = 0.0252 and
0.0162, respectively; Fig. 4i and j). In addition, £-ACA,
an inhibitor of plasmin generation from plasminogen
inhibited the stimulatory effect of tPA on CD4" and
CD87 T cell proliferation (P = 0.0056 and P = 0.0040, re-
spectively; Fig. 4i and j). This indicates that tPA in-
creases T cell proliferation via the proteolytic activation
of plasminogen into plasmin.

We next explored if tPA-mediated effects on T cell
proliferation was related to its previously demonstrated
proteolytic action on NMDAR [27], as this receptor was
previously reported to be expressed on T cells [28, 29].
Glunomab®, a monoclonal antibody that blocks the
interaction between tPA and NMDAR [19], did not alter
the proliferative effect of tPA on CD4™ T cells (Supple-
mentary Fig. 3). This result excluded that tPA may act
on T cell proliferation by acting on NMDAR.

Furthermore, since cytokines are key mediators of T
cell-driven autoimmunity, we analyzed the impact of
tPA on the late cytokine pattern of activated T cells.
tPA-induced an increase of IL-6 and IL-10 secretion by
activated splenocytes at 4 days of culture (respectively
233.9% =+ 47.45, P= 0.0289 and 499.4%+ 184.3, P=
0.0029, Fig. 4k). In addition, concerning IL-6, this effect
was not observed with tPA-GGACK and was inhibited
in the presence ofe-ACA or aprotinin (P = 0.0167,
0.0167, and 0.0333, respectively, Fig. 41).e-ACA also
reverted the activation of IL-10 secretion by tPA (P =
0.0167,Fig. 4m). Together, these data indicate that tPA
increases T cell proliferation via the generation of plas-
min to increase their proliferation, activation, and secre-
tion of cytokines.

tPA enhances myeloid cell maturation by the activation

of EGFR

Our next step was to analyze whether the distribution of
myeloid cells is altered in the spinal cord of tPA™ EAE
mice. We found that absolute numbers of CDIllec”/
CD11b" (dendritic cells, DCs) and CD45™2%CD11c7/
CD11b™e" (activated microglia and infiltrated macro-
phages, M ) were lower in the spinal cords of tPA™"
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Fig. 3 Endogenous tPA stimulates CD4*T cell proliferation and activation. tPA”- and WT splenocytes were activated with anfi-CD3 and anti-CD28
antibodies (both 1 pg/mL) and freated in the indicated condiions for 4 days. a Representative flow cytometry histograms for proliferation

(CFSE) and activation (CD25%) of T cells. Corresponding quantification of proliferation index for b CD4%and ¢ CD8* T cels. Percentage of increase
of CD25 for d CD4*and e CD8' T cells. Resulis are expressed as mean + SBM(V=5). P< 0.05

4

EAE mice as compared with their WT EAE counterparts
(DCs 15,474 + 2984 vs 72,283 + 8330; P = 0.0238; micro-
glia/M : 14,980 + 5442 vs 119,228 + 16,810, P =
0.0238; Suppl. Fig 4, Fig. 5a and b).

We then analyzed whether tPA may affect the propor-
tion and the phenotype of DCs and M  (Fig. 6, Suppl.
Fig. 5). First, splenocytes extracted from EAE mice at the
peak of the clinical course were treated with different
concentrations of exogenous tPA (0.2, 2, and 20 pg/mL)
during 24 h. None of the tPA concentrations modified
the  percentage of antigen  presenting DCs
(CD11¢"MHC-II") and M (F4/80° MHC-II") popula-
tions (Fig. 6a and b). However, tPA (2 pg/mL) induced a
significant increase of MHC-II™ MFI in both cell popula-
tions compared to control conditions (DCs 120.75% =+
392: M 121.69% = 4.72, P < 0.001, Fig. 6¢c and d).
Splenic APCs modify their immunophenotype along the
clinical course of EAE. The number of APCs with a
more immunogenic profile (ie., MHC-II” CD80™ CD86™
CD407 cells) increased along the clinical course of the
disease, being maximum at the peak. In parallel, the
number of APCs with a more tolerogenic immunophe-
notype (ie., MHC-II" CD80" CD86 PD-L1™ cells) de-
creased, being minimum at the peak and remained very
high in asymptomatic EAE mice (suppl. Fig. 6). Interest-
ingly, tPA (2 pg/mL) promoted the polarization on the
MHC-II” expressing antigen-presenting cell (APC) sub-
sets towards a more pro-inflammatory and immuno-
genic phenotype, with a significant increase in the
percentage of MHC-II" CD80" CD86-APCs (DCs
122,45 + 6.22, P= 0.002; M 128.04 £ 5.70; P = 0.004,
Fig. 6e and f) and a decrease in the percentage of MHC-
II" CD80" CD86 tolerogenic APCs (DCs 87.09% =+ 3.20,
M  86.71% + 2.70; P = 0.005 and P < 0.001, respect-

Then, we aimed at analyzing the receptors and/or tPA
functional domains enrolled in APC maturation. Treat-
ment of APCs with catalytically inactive tPA (tPA-
GGACK) did not modify MHC-II" expression, although
the difference with native tPA was not significant (tPA:
DCs 121.12%+ 4211, M 113.96% = 4.406; P = 0.040
and P = 0,042, respectively, versus control condition;
tPA GGACK: DCs 108.30% £ 4.166; M 105.21% <+
4.647, with respectively P = 0.156 and P = 0.440 versus
control condition and P = 0.072; P = 0.186 versus tPA;
Fig. 7a and b). Nonetheless, none of the tPA-mediated
effects on APC polarization were modified by the
addition of Glunomab® (Suppl. Fig. 7). These data

indicate that the action of tPA on APCs is not mediated
via interaction with NMDAR.

On the other hand, it has been shown that tPA can act
via non-proteolytic “growth factor-like” effects [30].
some of them mediated by its EGF-like domain [4, 15].
The addition of the EGFR blocking agent AG1478 de-
creased MHC-II™ expression on MHC-II" APCs as com-
pared with the condition with tPA (DCs 55.49% + 6.525;
M 77.76% £ 2.249; P< 0.001, Fig. 7c and d). These
data indicate that tPA promotes APC maturation partly
by the activation of EGFR.

tPA-mediated APC polarization is accompaniedby a
higher MOG-specific T cell response

In order to determine whether the stimulatory effect of
tPA on APC maturation may modify T cell functions,
splenocytes extracted from EAE mice at the peak of the
clinical course were cultured in the presence/absence of
tPA, with or without ex vive reactivation with MOG. In
the absence of MOG reactivation, tPA by itself did not
induce CD4” or CD8 T cell proliferation (CD4™
107.22% + 10.94; CD8" 124.73% + 57.01 data not
shown). Condition with MOG reactivation showed a
higher percentage of proliferation than control condi-
tions for both CD4™ and CD8™ T cells (CD4™ 852.79% =+
125.03; CD8 1525.90% + 261.96, both P < 0.05, data not
shown). Interestingly, tPA potentiated MOG-induced
CD47 T cell proliferation (132.43% + 6.28; P < 0.05, Fig.
7e). In line with the previous results about APC matur-
ation, the stimulatory effect of tPA on MOG-activated
CD4"T cell proliferation was abrogated when EGFR ac-
tivity was blocked by AG1478 (81.88% + 14.25; P < 0.05,
Fig. 7e), while AG1478 did not modify MOG-induced
APC proliferation in the absence of tPA (Fig. 7e). Re-
markably, the stimulatory effect of tPA was not observed
in MOG-activated CD8™ T cells (108.26% + 5.45; P =
0.05, Fig. 7f), in accordance with what was observed in
the context of CD3/CD28 polyclonal activation of CD8™
T cells extracted from tPA™ mice (Fig. 3¢).

Finally, to assess whether tPA can act directly on
APCs, CD3 T cell-depleted splenocytes isolated from
EAE mice at the peak of the clinical course were stimu-
lated by MOG peptide in the presence/absence of tPA.
After 24 h, Tag-it Violet-labelled sorted CD3 T cells
from the spleen of EAE mice at the peak of the clinical
course were added, and the medium was replenished in
all culture conditions. In one experimental condition,
tPA was removed at 24 h to check the specific effect of
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Fig. 4 tPA activates CD4* and CD&", but not FoxP3* T cels in vitro by a proteolytic mechanism. Splenocytes from nanve mice were activated with
ant-CD3 and anti-CD28 antibodies (both 1 pg/m) and freated inthe indicated conditions for 4 days. a Proliferation estimated by observation
under bright field binocular (left) and representative flow cytometry histograms for CFSEfluorescence (night), indicating the number of cells in
proliferation state at the time ofthe expenment. Quantification of proliferation index (CFSE)and CD25° MFI (a5 index of activation) for b, ¢ CD4”
and d, e CD& (V= 4-9).f Quantification of proliferation index for FoxP3* Tcels (W= 3). Proliferation index are expressed as mean + SHV
percentage vscontrol (Cirl = 10020 baseling). Activation is expressed as mean + S8 percentage of increase of CO25 MFI. g Quantification of
CD4*/CCR6 Tand CD4*/CXCR3* Tcels (W= 4).b—g 'P< 006, "P <001, P < 0.001 vscontrol. h—j Proliferaion index of CD4* and CD8" T cels
inthe indicated freatment conditions. N= 5-9;"P< 006, P < 001, P < 0.001 vs control; *P < 0.05 vstPA_ k, | Cytokine measurements
(percentage of control) in activated splenocytes freated in the indicated conditions (V= 4-7)."P< 006, P < 0.01 vsconfrol; P < 0.05 vstPA

r

tPA over CD3 T cell-depleted splenocytes. Our data
showed that tPA pretreatment of CD3 T cell-depleted
splenocytes during the first 24 h increased their ability
to potentiate CD4 T cell proliferation (MOG + tPA 24
estingly, the presence of tPA during the whole experi-
ment did not induce an additional proliferative effect on
CD4 T cells (MOG + tPA 96 h: 136.81% =+ 6.22; P < 0.05
exert any significant effect on CD8 T cells (MOG + tPA
24 h: 92.55% = 5.14; MOG + tPA 96 h: 81.55% =+ 6.25,
Fig. 7h). These results indicate that tPA can act directly
on APC maturation during the first 24 h of exposition to
potentiate MOG-activated CD4 T cell proliferation.

In sum, our data indicated that the direct and early ef-
fect of tPA on APC maturation and pro-inflammatory
polarization resulted in amplified MOG-induced CD4™
T cell response. This effect may explain the deleterious
role of tPA in EAE.

Discussion

Previous works reported that tPA expression is in-
creased in the CNS during EAE [11, 31], a result
which suggests an involvement of this serine protease
in the EAE physiopathology. Although tPA has been

reported to induce neurotoxic effects [32], these

effects are unlikely to play a significant part in the
processes reported here. In fact, genetically induced
upregulation of tPA expression in neurons does not
impact the score of EAE [31]. Furthermore, the motor
symptoms observed in EAE correlate with both de-
myelination [33] and axonal injury [34] but not with
neuronal death, which is hardly detectable in the
spinal cord of MOG-induced EAE until late stages
[35]. Thus, the pathophysiology of EAE and the tim-
ing of the effects observed in this work, where differ-
ences between tPA”" and WT mice occur at early
symptomatic stages, also argue against a significant
implication of neuronal death.

Indeed, our study reports a deleterious role of tPA in
EAE by an action on lymphoid and myeloid cell subsets
by two complementary mechanisms: on the one hand,
tPA directly increases T cell activation, proliferation and
IL-6 secretion in a plasmin-dependent manner. On the
other hand, tPA indirectly increases T cell proliferation
by increasing the expression of MHC-II and co-
stimulatory molecules in DCs and M , by both proteo-
lytic and growth factor-like effects. These elements may
bring an explanation to the deleterious effect of en-
dogenous tPA observed here in EAE and put forward
complementary mechanisms of tPA in  immune
response.
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Previous data from the literature are contradictory
about the role of tPA in neuroinflammation in EAE.
Some reports indicate that tPA”" mice present earlier
and more severe disease than their WT counterparts,
suggesting a protective role of tPA [12, 13, 36]. Other
studies using tPA”" mice, including the present one,
argue for a deleterious effect of tPA [11]. These discrep-
ancies could be explained by different experimental con-
ditions, including different MOG doses, the use of MOG
re-boost or differences in the age of mice, but also in en-
vironmental conditions [37]. These different conditions
determine different EAE severity profiles between la-
boratories, in which the beneficial and deleterious effects

of tPA [38] may then express themselves differently.
Nevertheless, repeated administration of tPA worsened
the clinical scores of EAE and slightly anticipated its on-
set [39], which supports an adverse effect of tPA in this
model. Moreover, our data showing that tPA enhances
IFN-y, a cytokine with encephalitogenic properties, are
also in favor of a deleterious role of tPA in EAE.
The fact that tPA promotes T cell activation and pro-
liferation is in agreement with recently published data
[36]. The present study provides further elements by
demonstrating that this effect is dependent of plasmino-
gen activation into plasmin. However, the potential
mechanisms downstream of plasmin activation that may
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W 4

act on T cells in the context of EAE remain elusive. At  ability [42]. Second, tPA activates heparin-bound EGF
least three potential candidates can be cited. First, tPA  into free EGF, via the action of plasmin and matrix
induces the release of the pro-form of matrix metallo- MMP9, leading to EGFR signalling in different cell types
proteinase 9 (pro-MMP9) from endothelial cells by acti-  [43]. Third, plasmin is able to raise the bioavailability of
vating the lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP) the chemokine CCL21, known to regulate the homing of
receptor [40] and activates pro-MMP9 into its active T cells and DCs towards lymphoid organs [44] and to
form, MMP9 via plasminogen activation [41]. Remark- act as a co-stimulatory molecule to promote T cell ex-
ably, MMP9 is involved in T cell proliferation, as MMP9-  pansion and Thl differentiation [45]. Interestingly, EGFR
deficient T cells display altered proliferative inhibition induces CD4™ T cell anergy in vitro and
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in vivo [46]. Further experiments may clarify whether
MMP9, EGFR, and/or CCL21 participate in the mecha-
nisms by which tPA promotes T cell proliferation and
activation.

Our data emphasize plasmin-dependent immune func-
tions of tPA in EAE. In accordance with our results,
plasminogen deficiency in mice delays the onset and
protects from demyelination in EAE [47]. Furthermore,
plasmin is able to activate microglia [48], suggesting that
tPA/plasmin axis is an important component to consider
in future studies on the biological mechanisms under-
lying EAE.

Our data show that tPA acts also on myeloid cells by a
distinct mechanism involving EGFR activation. By this
action, tPA increases the expression of MHC-II and the
co-stimulatory molecules CD80 and CD86 by DCs and
M , leading to a polarization from a tolerogenic to an
immunogenic activity state. Our data did not allow to
firmly conclude on a possible implication of the proteo-
lytic activity of tPA in these effects. This possibility
should be more thoroughly addressed in further studies.

Our results were in contrast with a previous study
reporting that tPA reduces macrophage response to LPS
by inhibiting ERK pathway and cytokine production, an
effect mediated via the combined action of NMDAR and
LRP pathways [20]. The mechanisms implied are likely
to be different from what described in the present work:
the increase in antigen-presenting capacity of APCs, in-
duced by tPA, is not prevented by Glunomab®, which
points to the involvement of another pathway. In fact, in
our co-culture system, the CD4 T cell proliferative effect
of tPA on APC is reversed by EGFR inhibition, which in-
dicates that tPA-mediated effects on antigen presenta-
tion are exerted via EGFR activation. The direct EGFR-
mediated effect on T cell proliferation cannot be totally
discarded in light of our observations. Nevertheless, pre-
treatment of T cell-depleted splenocytes with tPA is suf-
ficient to potentiate the proliferation of T cells added

cates that tPA-mediated effects on antigen presentation
are directly exerted via EGFR and essentially mediated
via an action on APCs. Our study is the first that corre-
lates the expression of MHC-II molecules with the acti-
vation of EGFR by tPA. However, the downregulation of
MHC-II expression by AG1478 in the absence of tPA
may indicate that EGFR is intrinsically involved in anti-
gen presentation. Interestingly, EGFR downstream sig-
nalling inhibition is a promising strategy in diverse
tumor types by inducing MHC-II in APCs and breaking
down tolerance [49]. Our data reinforces the idea of tar-
geting EGFR activity as an interesting target to modulate
MHC-II expression, either to potentiate it, as in the case
of cancer, or to reduce it, as in the case of MS or other
autoimmune diseases in which tolerance induction is
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one of the golden aims in cell therapy-based strategies
[50].

These data show that tPA can act on the myeloid
population by mechanisms independent of plasmin gen-
eration and complete previous reports showing that tPA
can activate microglial cells via its finger domain
through annexin IT [30]. In order to gain insights into
the primary target cells of tPA action in EAE, further
studies may be conceived. For instance, passive EAE ex-
periments may be induced with encephalitogenic T cells
that would be treated with tPA prior to adoptive
transfer.

tPA-induced enhancement of IL-6 cytokine production
by activated splenocytes is also in favor of a pro-
inflammatory role of tPA in EAE. Indeed, this cytokine
is crucial for neuroinflammation as illustrated by the fact
that IL-6-deficient mice are resistant to EAE [51]. How-
ever, tPA also intriguingly increases IL-10 production, a
cytokine with immunomodulatory functions. However, it
should be kept in mind that IL-10, as many cytokines,
may have dual effects depending on the context. For ex-
ample, IL-10 may have immunostimulating properties by
promoting the generation of cytotoxic T cells [52] and
NK cells [53], or favoring the germinal center response
[54]. So, further works are needed to explore the net ef-
fect of tPA on the cytokine network and neuroinflamma-
tion in the course of EAE.

Conclusion

Our study opens new clues into the mechanisms by
which tPA/plasmin axis participates in the pathogenesis
of MS and its animal models. These mechanisms could
be involved also in other neurological diseases such as
Alzheimer’s disease, amyotrophic lateral sclerosis and
Parkinson's disease in which T cells are also involved
[55]. Our study paves the way for further studies investi-
gating the downstream targets involved in the proin-
flammatory effects of tPA in T cells and myeloid cells.
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ABSTRACT
Tissue-plasminogen activator (tPA) is a serine protease well known for its fibrinolytic

function. Recent studies indicate that tPA, could also modulate inflammation via plas-
min generation and/or by receptor mediated signaling in vitro. However, the contribu-
tion of tPA in inflammatory processes in vivo has not been fully addressed. Using tPA-
deficient mice, we have analyzed the effect of lipopolysaccharide (LPS) challenge on
the phenotype of macrophages and dendritic cells (DCs) in spleen. Twenty-four hours
after endotoxin injection, we found that tPA strengthened the macrophage phenotype
shift toward a pro-inflammatory M1 phenotype. Unexpectedly, LPS induced a deep
downregulation of major histocompatibity class (MHC) Il molecule level on macro-
phages and on a conventional DC (cDC) subset but this effect is counterbalanced by
tPA. The serine protease promoted the expression of the costimulatory CD86 on mac-
rophages but did not influence the frequency of immunogenic MHCII+ CD80+CD86+
macrophages that was enhanced by LPS. Expression level of the CD11b integrin,
known as a tPA receptor, was upregulated on macrophages suggesting that tPA ef-
fects could be amplified during inflammation. Finally, we reported that the relative fre-
quency of cDC1 and cDC2 that are professional antigen-presenting cells particularly
important for eliciting T cell response was modified in mice lacking of tPA. Our finding
indicate that the role of tPA takes part at the interface between inflammation and adap-
tive immunity by promoting M1 phenotype, MHC class Il and CD86 expression and

modulating the distribution of cDC1 and cDC2.
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INTRODUCTION
Inflammation is a host protective mechanism againstinvading microbial pathogens and

tissue damage. It is a highly complex biological process and failure of regulatory
mechanisms is associated with many diseases such as inflammatory bowel diseases,
psoriasis or atherosclerosis[1-4]

Macrophages and dendritic cells (DCs) belong to the mononuclear phagocyte system
and are major actors of the inflammatory response. Through specific receptors, they
are able to sense microbial components and molecules derived from tissue damage.
Recognition of these danger signals leads to altered expression of major
histocompatibility complex (MHC) and costimulatory molecules such as CD80 and
CDB86; and pro-inflammatory cytokines that are required to activate adaptive immune
response. Macrophages are a heterogeneous population of immune cells and,
schematically can polarize into two phenotypes: classical activated macrophages (M1)
and alternatively activated macrophages (M2). M1 macrophages have a pro-
inflammatory phenotype with pathogen-killing abilities and expressed the markers
inducible nitric oxide synthase (INOS) and CD38 while anti-inflammatory M2
macrophages promote cell proliferation and tissue repair; and are defined by the
markers Arginase-1and CD206 [5,6]

DCs are considered as the most efficient antigen presenting cells capable of efficiently
taking up and presenting antigens to naive T cells, thus initiating the adaptive immune
response. DCs also play a crucial role in maintenance of immune tolerance to self-
antigens. While the lineage of DCs is diverse, conventional DCs (cDCs) expressing
CD11c are the dominant subset in the spleen [7]. Using the integrin adhesion molecule
CD11b, cDCs can be divided into two subtypes: cDC1 are MHC II*/CD11b- whereas

cDC2 have a MHCII*/CD11b* phenotype. Specific functions of each subset are not

3
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completely understood but some reports suggest that cDC1 are highly specialized in

cross-presentation and activation of cytotoxic T cells, whereas cDC2 preferentially
stimulate helper T responses [8,9].

In steady state, a pool of specialized DCs called “tolerogenic DCs” was found in the
spleen of mice [10]. Tolerogenic DCs induce multiple mechanisms of immune toler-
ance including T cell anergy or generation of peripheral regulatory T cells [11]. Tolero-
genic DCs display an immature phenotype with low expression of MHC Il and costim-
ulatory molecules (CD80, CD86) on their surface [12] .

Important bidirectional interactions exist between hemostasis and inflammation, two
biological systems that are phylogenetically linked as host defense mechanisms [13-
15]. Plasminogen (PLG) activation system regulates the fibrinolysis and extracellular
matrix degradation. The tissue plasminogen activator (tPA) is a serine-protease that
cleaves the zymogen PLG into plasmin, a key enzyme that degrades fibrin of bloodclot.
Beside its critical function in the fibrinolytic system, many reports indicate that tPA has
also a complex role in inflammation and innate immunity [16-18]. Contrasting effects
of tPA are dependent from its proteolytic activity or are achieved by a “cytokine - like”
mode through interactions with specific receptors [19]. In vitro, tPA stimulates pro-in-
flammatory pathways and cytokines in macrophages via the generation of plasmin [20-
22]. On the other hand, tPA inhibits lipopolysaccharide-induced-macrophage activation
by interacting with the N-methyl-D-aspartate Receptor (NMDA-R) [23].In @ murine E.
coli peritonitis model, tPA which is up-regulated in the liver and in the lung during in-
fection has a protective effect [24]. tPA has also deleterious effects in inflammation.
Indeed, Guo et al showed that tPA-deficient mice had significantly higher rates of sur-
vival than WT mice in a model of sepsis induced by Staphylococcus aureus [25]. Par-

adoxically, Sugimoto ef al showed that pleural injection of PLG and plasmininduced a
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switch of macrophage polarization toward a M2 phenotype suggesting that tPA may

also contribute to the resolution of acute inflammation [26].

In the present study, the role of the serine protease in acute inflammation was investi-
gated by injecting LPS in tPA- deficient mice. By analysing the distribution of mononu-
clear phagocytes in the spleen, we showed that tPA favors LPS-induced M1 polariza-
tion but also hampered LPS inhibitor effect by increasing MHCII molecule expression
on macrophages and cDC. While tPA does not modify the proportion of immunogenic
macrophages expressing MHCIl and costimulatory molecules, it modifies the frequen-
cies of cDC1 and cDC2 suggesting a contribution of the serine protease in the outcome

of the adaptive response.
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MATERIALS AND METHODS
Mice

tPA--(C57BL/6J background) and control C57BL/6J mice, aged 8-12 weeks, were pro-

vided by the Centre Universitaire de Ressources Biologiques (CURB, Normandy-Uni-

versity, France). tPA NULL mice were generated by an unique deletion of the exon-3
of the Plat gene, to avoid possible off target effect. Mice were housed in our local con-
ventional animal facilities at 21°C in a 12 h light/dark cycle with food and water ad
libitum. All procedures were performed according to the guidelines of the institutional
ethics committee CENOMEXA (Comité Normand d’éthique en matiere d’expérimenta-
tion animale). This was submitted to this committee for approval in accordance with
the European directive n°® 2013/63/UE (agreement number D14118001) and with the
French and Regional Guidelines for Animal Experimentation and the Use of Genet-

ically Modified Organisms (French Ministry of Research, project license #29143).

LPS Challenge.

tPA~~ mice were injected intra peritonealy with 1 mg/kg LPS (Sigma-Aldrich). Control
mice received an equivalent volume of normal saline. 24 h later, mice were deeply
anesthetized with 5% isoflurane (Aerrane, Baxter) and euthanized by cervical disloca-

tion. The spleens were collected, as well as the blood by intracardiac puncture.

Isolation of leukocytes from spleen

After mechanical disruption of the spleen, cell suspension was filtered through a 40 pm

filter (Beckton Dickinson) and erythrocytes were lysed with hypotonic buffer [0.8%
NH4CI, 0.1 mM EDTA, KHCO3, pH 7.4 (Stemcell Technologies)]. Splenocytes were

resuspended in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) supplemented
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with 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS, Stemcell Technologies), 2.5%

(v/v) hepes (Fisher) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco).

Flow cytometry

Splenocytes were resuspended in 50 pl of staining buffer and Fc receptors were
blocked with 10 pg/mL anti-CD16/CD32 antibodies (BD Biosciences) for 15 min at 4°C
Cells were then labelled for cell surface markers with fluorochrome-conjugated mono-
clonal antibodies (Table 1) 10 min in the dark at 4 °C and 7AAD (BioLegend) was
added 15 min before analysis by flow cytometry. For intracellular staining, cells were
fixed and permeabilized using “Inside stain” kit according to manufacturer’s protocol
(Miltenyi Biotec) before labelling with fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies
(Table 1). Samples were acquired on a FACSVerse (Beckton Dickinson) and data an-

alyzed with the FlowJo 7.6.5 software (TreeStar Inc.).

Statistical analysis

Results are shown as the median + SD. Statistical analyses were performed using the
Graphpad Prism 9.0 software. P values were calculated by one-way ANOVA for non-
parametric data (Kruskal-Wallis test) with Dunn’s post-hoc test (multiple comparisons).
P<0.05 is considered statistically significant. The ROUT method was used to deter-

mine presence of outliers (Q=1%).
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RESULTS
Phenotype of splenic macrophages after LPS challenge
Several reports showed that tPA is involved in the regulation of macrophage and DC
activation in vitro [20-22,27]. However, the role of tPA in inflammation has been poorly
investigated in vivo. In this study, LPS challenge for 24h did not modify the absolute
number and the frequency of macrophages (defined as F4/80* CD11b* cells) in spleen
from WT or tPA-deficient mice (Fig 1A-C). By analyzing macrophage activation mark-
ers, we observed that most of macrophages did not express MHCII molecules in sham
condition whereas there was a trend for an increase of MHCII* macrophage frequency
after LPS treatment. Nevertheless, the level of MHCII molecules was decreased in
macrophages after LPS treatment, and significantly more in tPA-deficient mice (MFI
Sham WT 5161 + 851 vs LPS WT 3081 + 970 and MFI Sham tPA*816 + 471 vs LPS
tPA7-2368 + 113, P=0,0025; Fig 1D).
The acute inflammation differently modulates the expression of the CD80 and CD86
costimulatory molecules on macrophages. Indeed, exposure to LPS significantly in-
creased the percentage of CD80*/CD86*/MHCII* (ShamWT 11,8 £2,3 % vs LPSWT
24.48 + 7.2% P=0,0353) but not CD80*/CD86*/MHCII- splenic macrophages from WT
mice. The opposite effect was observed in tPA7-mice (Fig 1C). Regarding the cellular
level of costimulatory molecules after LPS challenge, CD80 was up-regulated in
MHCII- macrophages in WT mice (MFI Sham WT 682 + 66 vs LPS WT 881 + 93,
P=0,0253) while CD86 was down-regulated in MHCII" macrophages from tPA-deficient
mice exposed to LPS (MFI LPS WT1150+ 969.7 vs LPS tPA*1013 + 62, P=0,0353;
Fig 1D).
After LPS injection, there was a trend for an increase of CD11b integrin expression in

MHCII* macrophagesfromWT mice while in mice lacking of tPA, CD11b is significantly
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up-regulated in both MHCII- (MFI Sham tPA”- 22452 + 2091 vs LPS tPA”/- 34934 +
5908, P=0, 0050) and MHCII* macrophages (MFI Sham tPA/" 21159 + 1586 vs LPS
tPA7-49995 + 4803, P=0, 0227) (Fig 1D).

Although CD11c is described as DC marker, many reports described expression of its
integrin on lymphoid or non-lymphoid tissue macrophages [28,29]. CD11c+ macro-
phage frequency is not affected neither by LPS nor by the lack of tPA (Supplementary
data 1). Their phenotype was comparable to total splenic macrophages except the
percentage of CD80+/CD86+/MHCII+ cells which was after LPS injection, without ef-

fect of tPA deficiency.

tPA is involved in M1/M2 macrophage polarization

Since it was reported that tPA could influence M1/M2 macrophage polarization in
chronic renal disease, we examined the impact of tPA deficiency in the differentiation
state of splenic macrophages upon acute inflammation (ref). LPS challenge induced
an increase of M1 macrophages (INOS*CD38*) from WT mice that is not observed in
mice lacking of tPA (Fig 2A). Among these M1 macrophages, the frequency of MHCII*
macrophages and the MHCII level were significantly lower in tPA-deficient as com-
pared to WT mice after LPS stimulation.

We did not notice any modification of M2 macrophage (CD206* Arg1*) frequency in
inflammation condition with or without tPA (Fig 2B). However, expression level of

CD206 is significantly reduced in tPA”- but not WT mice after LPS treatment.

tPA modifies splenic cDC distribution following LPS challenge
A decrease of total DCs (F4/80-CD11c*) was observed in spleen from WT but not tPA-

- mice treated with LPS (Fig 3A and B). In LPS-challenged tPA-- mice, the frequency
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of cDC1 (CD11b- MHCII*) was significantly decreased while the frequency of cDC2
(CD11b* MHCII*) was increased, as compared to the sham condition (Fig 3C and D).

No modification of cDC frequency was observed in LPS-treated mice.

cDC1 expressed a higher level of MHCII molecules than cDC2 or macrophages. The
level of MHCIl molecules on cDC1-like was not modified by LPS in both strains while
in cDC2, LPS reduced MHCII expression, significantly in mice lacking of tPA.

In steady state, the costimulatory molecules CD80 and 86 were weakly expressed In
both cDC subsets. LPS treatment increased the frequency of CD80* CD86* cDCs at
the same level as MHCII* macrophages (about 25% of CD80* CD86" cells after LPS
injection). In addition, cDC1 from tPA-/ mice are more prone to an increase of CD80*
CD86 cell frequency than cDC2-like.

We distinguished three tolerogenic DC subsets that were not quantitatively modified
by LPS treatment in both WT and tPA/ mice (Supplementary data 2). The CD11b*
subset was the less abundant but displayed the higher proportion of CD80*CD86*
cells. When comparing the costimulatory molecule expression magnitude, we noted
that CD11b-and CD11b'o%tolerogenic DCs expressed lower levels of CD80 molecules
as comparedto the CD11b* subset, even in inflammatory context (supplementary data
3. The CD11b subset expressed the higher level of CD86 molecules after LPS stimu-
lation). As observed in MHCII* macrophages, level of CD11b expression was in-

creased in CD11bwbut on CD11b* tolerogenic DCs upon inflammatory condition.

tPA modulates T cell activation after LPS treatment

Few data exist on the effects of LPS injection on splenic T cell activation. LPS in-

creased significantly the frequency of CD25* and CD69* but not CD44* T cells among

10
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splenocytes in tPA--mice while only a trend for an increase is observed in WT spleno-

cytes (Fig 4A-C). cells.

11
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DISCUSSION

Previous studies have shown that tPA is a modulator of inflammation that, for instance,
regulates the biology of macrophages [23,30]. However, little information exists about
the role of the serine protease in inflammatory processes in vivo. Although LPS has
been widely used to stimulate macrophages in vitro, its impact in vivo on splenic mon-
onuclear phagocyte phenotype has been poorly studied. In resting state, a small pop-
ulation of splenic macrophages expressing MHCII and costimulatory molecules harbor
an « immunogenic » phenotype (ref). In our experiments, in vivo, LPS treatment up-
regulated the frequency of MHCIl+ macrophages but also dramatically decreased the
MHCII molecule expression level. Although it has been reported that in vitfro stimulation
with LPS increased MHCII+ frequency and expression, it has also been described that
LPS antagonizes the stimulating effect of IFN-y or IL-4 on MHCII molecule expression
in vitro [31-34]. The inhibitor pathway triggered by LPS is currently unknown but could
involve autocrine or paracrine secretion of IL-10 by macrophages, a cytokine known to
down-regulate MHCII expression [35]. It may also explain why LPS impedes T cell
mediated response in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) [36]. Inter-
estingly, the levels of MHCII molecules on the whole macrophages and the M1 subset
but also on cDC2 were weaker in tPA-deficient mice exposed to LPS. This is in agree-
ment with our previous study showing that exogenous tPA increased the level of MHCII
molecules on splenic macrophagesand DC in EAE mice [37].

Lin et al have shown that CD11b is a coreceptor of annexin A2 involved in the tPA
intracellular signaling [38]. Importantly, we evidenced that LPS strongly increased the
level of CD11b on MHCII* macrophages and tolerogenic CD11b'ew DCs but not on cDC
suggesting that the Gram-endotoxin could selectively increase the sensitivity of these

cell subsets to tPA. Of note, upregulation of CD11b by LPS is observed in MHCII-

12
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macrophages from tPA - but not WT. It could be a negative feedback of tPA, on one

of its receptors, regulating tPA activity in MHCII- macrophages in inflammatory condi-

tions.

Although the M1/M2 polarization paradigm mainly results from in vitro studies, our re-
sults showed that LPS injection induced an upregulation of M1 cells in vivo [39,40].
However, frequency of M1 cells is decreased in tPA7 mice, in agreement with previous
studies showing that tPA promotes M1 phenotype in vitro and in a model of chronic

renal disease in vivo [41]. M1 cell reduction in tPA-deficient mice may explain by the

pro-survival effect of the serine protease on M1 macrophages [42]. The role of tPA in
regulation of macrophages activation is nevertheless more complex since, it also main-
tains the expression of the M2 marker CD206 after LPS stimulation without modifying
the frequency of M2 cells. Sugimoto et al have shown that pleural injection of PLG and
plasmin increased CD206 expression on macrophages suggesting that tPA may have
a pleiotropic and dynamic role in the course of inflammation acting both in the begin-
ning and in the resolving phases of inflammation [26].

Splenic CD11c* macrophages are associated with inflammatory pathologies in organ
such as lung and kidney [28,29]. In our study, this subset retains many phenotypic
characteristics of MHCII* macrophages but are more prone to express CD80 and CD86
costimulatory molecules. Drutman et al have shown that splenic CD11c* macrophages
also share close phenotypic and functional properties with activated macrophages (en-
docytosis and poor T cell stimulation ability) [43]. Our results also confirmed previous
observation showing that LPS treatment decreases CD11c expression on myeloid cells
[44]. It has been suggested that CD11c/CD18, acting as a LPS receptor, is downregu-

lated following the binding with its ligand [45].

13
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In our study, LPS treatment reduced the proportion of total DCs in spleen, likely by

altering their migratory capacity and their dissemination in other organs, and no effect
of tPA on the frequency of total cDC was noticed. These results are not in agreement
with Draxler et al who have described that tPA induced a decrease of splenic cDC
proportion 24h after its administration in mice [46]. By comparing deficient and WT
mice, we did not notice an effect of tPA on the frequency of total cDC Nevertheless,
we could show that tPA modulates the proportion of cDC1 et DC2 subsets. Hancock
et al have shown that cDC1 and cDC2 isolated form LPS-treated mice have distinct
transcriptomic signatures even though they share a set of common genes induced by
LPS [47]. [45]. Although the cDC subsets have redundant functions, cDC1 are special-
ized in CTL and Th1 responses while cDC2 are more prone to regulate T cell differen-
tiation toward Th2 or Th17 profiles [48]. So, further investigations are required to know
at which level tPA may impactthe outcome of the T cell response in vivo.

In conclusion, our study updates the description of the effects of LPS on the mononu-
clear phagocyte phenotype in vivo and reports on its contrasted function in inflamma-
tion. On one hand, LPS increases the proportion of immunogenic macrophages ex-
pressing MHC class Il and costimulatory molecules but on the over hand, it decreases
the MHC Il expression level and so, reduces potentially their ability to stimulate T cells
in an efficient way. tPA appears as a modulator of the adaptive immune response by
antagonizing LPS effect on MHCII expression, enhancing M1 profile and modifying the

distribution of cDCs upon inflammation.
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Figure 1: Effect of LPS treatment on the phenotype of splenic macrophages from tPA”- mice. A)

Quantification of total splenocytes by flow cytometry and cell counting. B) Representative flow
cytometry gating strategy used for quantification of macrophages (F4/80° CD11b~), expressing
MHCII molecules (F4/80% CD11b* MHCII*) or not (F4/80° CD11b™ MHCII") and costimulatory
molecules (F4/80° CD11b* MHCII*/- CD80~ CD86%). C) Quantification of macrophage frequency,
expressing MHCII molecules (F4/80° CDT1ib™ MHCII®) or not (F4/80 CD11b™ MHCII) and
costimulatory molecules (F4/80° CD11b* MHCII*/- CD80* CD86%). D) Quantification of MFI of
CD11b, CD80, CD86 and MHCII molecules on MHCII*- macrophages. Data are showed as
individual animals with median + SD, n=5, * p<0.05, ** p<0.01 by one-way ANOVA (Kruskal-

Wallis) with Dunn'’s post-hoc.
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Figure 2: tPA impacts M1/M2 polarization upon inflammatory stimulation. A) Representative flow

cytometry gating strategy used for quantification of M1 (F4/80° CD11b™ INOS™ CD38%). Quantifi-
cation of M1 + MHCII cell frequency and MFI of MHCII* on M1 cells. B) Representative flow cy-
tometry gating strategy used for quantification of M2 (F4/80* CD11b™ CD206~ Arg-17). Quantifi-
cation of M2 cell frequency and MFI of CD206" molecules on M2 cells. Data are showed as indi-
vidual animals with median + SD, n=5, * p<0.05, ** p<0.01 by one-way ANOVA (Kruskal-Wallis)

with Dunn’s post-hoc.
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Figure 3: tPA affects cDCs repartition in inflammatory setting. A) Representative flow cytometry
gating strategy used for quantification of total DCs (F4/80° CD11c”) and ¢DCs: cDC1 (F4/80° CD11c”

CD11bMHCIIF), cDC2 (F4/80° CD11c™ CD11b™ MHCII®). B) Quantification of total DC frequency. C)
Quantification of cDC1 frequency, MFI of MHCII molecules on ¢DC1, and CD80* CD86~ cell fre-
guency among cDC1. D) Quantification of cDC2 frequency, MFI of MHCIl on ¢DC1, and CD80*

CD86" cell frequency among cDC1. Data are showed as individual animals with median + SD, n=5,

* p<0.05 by one-way ANOVA (Kruskal-Wallis) with Dunn'’s post-hoc.
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Figure 4
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Figure 4: tPA modulates T cell activation during inflammation. A) Representative flow cytometry

gating strategy used for quantification of LT, CD8~ LT, CD4~ LT, and activated CD8~ LT (CD3* CD8*
CD257). B) Quantification of CD4* or C) CD8" LT expressing CD25, CD44 or CD69 activation
markers. Data are showed as individual animals with median + SD, n=5, * p<0.05 by one-way

ANOVA (Kruskal-Wallis) with Dunn'’s post-hoc.
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Supplementary data1: Phenotype of CD11c macrophagessubset after LPS injection in tPA”- mice.

A) Representative flow cytometry gating strategy used for quantification of CD11c™ macrophages
(F4/80° CD11b™ CD11c). B) Quantification of CD11c™ macrophage frequency, expressing MHCII
molecules (F4/80° CD11b™ CD11c™ MHCII®) and activation markers (F4/807 CD11b™ CD11c™ MHCII*
CD80* CD86%). C) MFI guantification of CD1lc, MHCII, CD80, CD86 molecules on CD11c™ macro-
phages. Data are showed as individual animals with median + SD, n=5, * p<0.05, ** p<0.01 by

one-way ANOVA (Kruskal-Wallis) with Dunn'’s post-hoc.

24



245

Autres travaux

Supplementary data 2
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Supplementary data 2: Tolerogenic DC subset distribution upon inflammation in tPA7~ mice. A)

Representative flow cytometry gating strategy used for quantification of three tolerogenic DC
subets (F4/80° CD11c* CD11b~ MHCII; F4/80° CD11c* CD11b'" MHCII-; F4/80 CD11c* CD11b*
MHCII~. B) Quantification of CD11b- MHCII" and CD11b- MHCII- CD80~ CD86" DC frequency. C)
Quantification of CD11b°" MHCII- DC frequency, MFI of CD1lb on CD11b®* MHCII- DCs, and
CD11bP" MHCII- CD80* CD86~ DC frequency. D) Quantification of CD11b* MHCII" DC frequency,
MFI of CD11b on CD11b™ MHCII" DCs, and CD11b™ MHCII- CD80~ CD86* DC frequency. Data are
showed as individual animals with median + SD, n=5, * p<0.05, ** p<0.01 by one-way ANOVA

(Kruskal-Wallis) with Dunn'’s post-hoc.
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Supplementary data 3
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Supplementary data 3: Costimulatory molecules level expression on tolerogenic DC subsets. Rep-

resentative flow cytometry analysis used for quantification of CD80 and CD86 MFI on A) CD11b"
MHCII- DCs, B) CD11b™" MHCII DCs, and C) CD11b* MHCII- DCs.
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Résumé

L’encéphalite autoimmune (EA) a anticorps (Ac) anti-récepteur au N-Méthyl-D-Aspartate (NMDAR) est
une pathologie impliquant des auto-Ac ciblant la sous-unité GIuN1 du NMDAR. Cette pathologie dont les étiologies,
connues a ce jour, sont la présence d’une tumeur ou une infection a Herpes Simplex Virus, touche principalement
les femmes jeunes. Des troubles neurologiques et psychiatriques sont observés et le diagnostic se base
principalement sur la détection d’Ac anti-NMDAR dans le liquide céphalo-rachidien. L'implication des lymphocytes
B, et plus précisément le role des Ac pathogéniques dans la maladie est bien décrit dans la littérature. Cependant,
les mécanismes immunologiques impliqués en amont de la génération des Ac sont largement méconnus, et
notamment le réle des lymphocytes T helper (Th). L'aide de ces derniers peut étre requise pour la mise en place
d’'une réponse immunitaire avec production d’Ac. Notre laboratoire a développé un modéle murin d’EA a Ac anti-
NMDAR par immunisation active avec un peptide issu de la sous-unité GIuN1. Le modele présente des troubles
comportementaux du méme type que ceux retrouvés chez les patients, soit des troubles de la mémoire et une
anxiété. Dans le but de mieux comprendre les mécanismes immunologiques impliqués dans 'EA a Ac anti-NMDAR,
nous nous sommes intéressés a la réponse lymphocytaire T dirigée contre GIUN1. Nous avons identifié et
caractérisé cette réponse au niveau de la rate et du SNC. Quinze jours aprés I'immunisation des souris avec le
peptide GluN1sse-37s, les cellules ont été réactivées in vitro et une augmentation spécifique du niveau d’expression
des marqueurs d’activation et/ou du pourcentage de cellules (CD69, CD25, CD40L) a été observée. Le profil des
lymphocytes T spécifiques a été identifié comme étant polyfonctionnel (Th1, Th17 et Th folliculaires/Th2) dans la
rate. Nous avons développé une stratégie d'immunothérapie tolérogene grace a I'utilisation de nanoparticules (NP)
a base de PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid)), encapsulant le peptide GIuN1. L'injection de ces NP PLGA GIluN1,
7 jours en amont de 'immunisation des animaux, permet de prévenir I'activation des lymphocytes T CD4 et CD8.
Cependant, les tests comportementaux ne nous ont pas permis de mettre en évidence un effet des NP PLGA
GIuN1. Pour conclure, notre étude est un point de départ pour une meilleure compréhension du rdle des
lymphocytes T dans I'EA a Ac anti-NMDAR. Bien qu’encore au stade d’étude pré-clinique, I'utilisation de NP PLGA,
quant a elle, ouvre de nouvelles perspectives dans le développement de stratégies thérapeutiques tolérogéniques.

Mots clés : EA a Ac anti-NMDAR, modele murin, peptide GluN1, lymphocytes T et B, activation spécifique, NP
PLGA, immunothérapie tolérogénique.

Abstract

Anti-N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) autoimmune encephalitis (NMDAR AE) is an autoimmune disease
characterized by auto-antibodies (Ab) against the GluN1 subunit of NMDAR. The etiologies known of this pathology
are the presence of a tumor or an infection with Herpes Simplex Virus and young women are most often affected.
Neurological and psychiatric symptoms are observed and the diagnosis is mainly based on detection of anti-
NMADR Ab in cerebrospinal fluid. The involvement of B cells, and more specifically the role of pathogenic Ab in the
pathology, is well described in the literature. However, the immune mechanisms involved upstream the generation
of Ab are poorly understood, especially the role of T helper (Th) cells. The help of T helper cells may be required
for the establishment of an immune response with Ab production. Our laboratory has developed a mouse model of
NMDAR AE by active immunization with a peptide from the GIuN1 subunit. This model presents behavioral
disorders as the same type as those found in patients, such as memory impairments and anxiety. In order to better
understand the immunological mechanisms involved in NMDAR AE, we focused on the T cell response against
GluN1. We identified and characterized this response in the spleen and CNS. Fifteen days after immunization of
mice with GluN1sse-378 peptide, cells were in vitro reactivated and a specific increase of the expression level of
activated markers and/or percentage of cells (CD69, CD25, CD40L) was observed. T cell profile in the spleen is
polyfunctional (Thl, Thl7 and Th follicular/Th2). We developed a tolerogenic immunotherapy strategy using
nanoparticles (NP) based on PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid)), loaded with GIuN1 peptide. The injection of these
PLGA GIuN1 NP, 7 days before immunization, prevents the CD4 and CD8 T cell activation. However, the behavioral
tests didn’t allow us to demonstrate an effect of these NP. In conclusion, our study is a starting point for a better
understanding of the role of T cell in NMDAR AE. Although at the pre-clinical step, the use of NP PLGA opens up
new perspectives in the development of tolerogenic therapeutic strategies.

Keywords: NMDAR AE, mouse model, GIuN1 peptide, T and B cells, specific activation, NP PLGA, tolerogenic
immunotherapy.



