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 15 Introduction 

Introduction 

1. Les mécanismes de la réponse immunitaire 

a. Introduction / généralités 

Le concept de l’immunité est défini comme l’ensemble des outils de défense d’un 

organisme contre les éléments étrangers à cet organisme, et en particulier les agents 

infectieux. Afin d’assurer la défense de l’organisme, le système immunitaire doit être 

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-à-

dire que le propre système immunitaire de l’organisme se retourne contre le « soi ». 

Notre sujet d’étude, l’encéphalite autoimmune (EA) à anticorps (Ac) anti-récepteur au 

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

Au sein du système immunitaire il est identifié deux types de réponse immunitaire : 

la réponse innée et la réponse adaptative. L’immunité innée est présente chez chaque 

individu dès la naissance. Elle est notamment caractérisée par les barrières 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 première ligne de défense de l’organisme. Aussi, 

elle s’active très rapidement, dans les premières minutes suite à une infection. Afin de 

répondre au mieux et dans les meilleurs délais à une infection, les acteurs de cette 

immunité sont ubiquitaires, c’est-à-dire qu’ils sont représentés dans tous les tissus. 

Cette réponse immunitaire innée est associée au second type de réponse décrit : 

l’immunité adaptative. L’immunité adaptative est identifiable plus tard dans le 

processus, en général dans les jours suivant l’infection. Elle perdurera plus longtemps 

et fait intervenir les lymphocytes. Au sein de l’immunité adaptative, il est distingué 
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l’immunité humorale mettant en jeu les lymphocytes B et l’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.  

 

Figure 1 : Mise en place des mécanismes de l'immunité lors d'une réaction 

immunitaire. 

La réponse immunitaire innée, via par exemple les mastocytes ou les cellules dendritiques, 

s’active dès 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 

pathogène qui pourront perdurer au cours du temps et qui permettront une réponse rapide 

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

 

b. Les acteurs de l’immunité adaptative 

L’immunité adaptative interviendra après l’immunité innée et met en jeu différents 

acteurs. A la différence de l’immunité innée, dont les mécanismes se déroulent 

globalement de la même façon quel que soit le pathogène, permettant ainsi une 
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réponse précoce, ceux de l’immunité adaptative seront recrutés de manière spécifique 

au pathogène. 

Les lymphocytes sont porteurs d’un récepteur qui va reconnaitre un antigène (Ag). 

Ces Ag sont reconnus de façon 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 être caractérisées par les molécules qu’elles expriment en 

surface et qui ont été répertoriées sous la dénomination cluster de différenciation (CD). 

Ils 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 lymphoïdes 

Les organes lymphoïdes (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 à leur maturation, les cellules immunitaires vont ensuite migrer à travers 

la circulation sanguine et lymphatique jusque dans les OL dits secondaires (ou 

périphériques) où elles pourront rencontrer les Ag. La rate, les ganglions lymphatiques 

et les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses (MALT, Mucosa-Assciated 

Lymphoreticular Tissue) constituent les OL secondaires. 
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Figure 2 : Production et maturation des lymphocytes au sein des organes 

lymphoïdes. 

Les lymphocytes B et T sont issus des organes lymphoïdes primaires (générateurs) que 

sont la moelle osseuse et le thymus. Via la circulation ils gagnent les organes lymphoïdes 

secondaires (périphériques), ganglions lymphatiques, rate et tissus lymphoïdes où 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’antigène, le B cell 

receptor (BCR) (Figure 3). Celui-ci est un Ac, ancré à la membrane de la cellule, 

comprenant un domaine variable (V) et un domaine constant (C), de nature 
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immunoglobuline M (IgM) à l’état naïf (Abbas et al. 2016). A ce BCR sont associées 

deux protéines, Igα et Igβ. Les BCR reconnaissent les Ag. 

 

Figure 3 : Structure du BCR. 

Le BCR des lymphocytes B est composé d’un Ac IgM, associé aux protéines Igα et Igβ. 

Ces protéines contiennent au niveau cytosolique un motif ITAM à tyrosine kinase 

permettant la transmission du signal. ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation 

motifs. 

 

 

Pendant le développement des Ig, les régions variables V font l’objet de 

recombinaisons sur les exons de l’ADN qui codent pour cette région, appelés 

segments VDJ (variable, diversité, jonction) (Hozumi et Tonegawa 2004). Ces 

recombinaisons se déroulent de manière aléatoire et permettant la reconnaissance 

d’un nombre très important de l’ordre de 1013 Ag différents (Pieper, Grimbacher, et 

Eibel 2013).  

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

de la recombinaison VDJ, entraine une carence de celle-ci conduisant à l’absence de 

Domaine extracellulaire 

Domaine intracellulaire 

Immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs 

(ITAM) 



 20 Introduction 

lymphocytes B et T et par conséquent de la production d’Ig (Shinkai et al. 1992; 

Mombaerts et al. 1992). Ceci est à l’origine d’un déficit immunitaire combiné sévère 

(SCID) (de Villartay, Fischer, et Durandy 2003). 

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 l’Ag. Ces lymphocytes sont identifiés comme étant les lymphocytes B de 

la zone marginale. Dans le cadre de la réponse T-dépendante, les lymphocytes B 

présentent l’Ag aux lymphocytes T préalablement activés et recevront des informations 

nécessaires à leur différenciation finale. Ces lymphocytes sont dits lymphocytes B 

folliculaires. Les phénomènes de commutation isotypique et de maturation d’affinité 

sont observés pour ces lymphocytes, générant des plasmocytes à longue durée de vie 

et des Ac de haute affinité.  

Suite à une stimulation par l’Ag du lymphocyte B et par les interactions avec les 

lymphocytes T, il est observé une commutation isotypique (ou de classe) (Figure 4). 

Ce phénomène implique un changement de la chaine lourde de l’Ig, initialement IgM, 

se déroulant au niveau des exons codant pour la partie constante C de l’Ig 

(déterminant le type d’Ig, Cµ pour une IgM par exemple). Lors de la production d’IgM, 

dans la chaine lourde, l’exon VDJ se trouve juste en amont de la région Cµ. En aval 

de cette région Cµ se trouve d’autres régions C codant pour les régions constantes 

des autres types d’Ig (par exemple la région Cγ 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 l’élimination 
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de l’ensemble de l’ADN se situant entre ces deux séquences. Le segment VDJ se 

trouvant initialement près de Cµ se trouve alors près de la région C codant pour un 

autre type d’Ig. Le brin d’ADN ainsi formé est transcrit en ARNm puis traduit en protéine 

conduisant à la production d’autres Ig que des IgM. Ainsi, les Ig issues de la 

commutation isotypique peuvent être des IgG, des IgE, ou des IgA impliquées selon 

l’isotype dans les réponses impliquant le complément, l’opsonisation ou encore 

l’immunité néonatale, dans l’immunité contre les helminthes et dans l’immunité des 

muqueuses respectivement (Senger et al. 2015). 

 

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 gènes codant les régions constantes C. Les interactions avec 

les lymphocytes T induisent une recombinaison des régions « switch » se trouvant en 

amont de chaque gène des régions C. La séquence ADN se trouvant entre deux régions 

« switch » est éliminée pour placer le gène de la nouvelle classe d’Ig à la suite des 

segments VDJ. La traduction en ARNm et l’épissage alternatif précèdent la traduction et 

la synthèse des Ig. Adapté de (Gullickson et al. 2022). 

Recombinaison des régions « switch » 

Délétion des gènes intermédiaires 

Epissage alternatif et traduction  
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 La forte affinité des Ig pour l’Ag est liée au phénomène de maturation d’affinité, 

ou hypermutation somatique, des lymphocytes B qui se réalise dans les centres 

germinatifs, lieu où les lymphocytes B folliculaires prolifèrent et subissent des divisions 

rapides. En effet, pendant que l’infection est présente, la stimulation des lymphocytes 

B par l’Ag est répétée et continue. Dans le cas des réponses T-dépendantes, on 

assiste alors à des mutations ponctuelles dans les gènes des régions V. Divers clones 

sont ainsi formés et les Ig produites ont donc une affinité variable pour l’Ag. Les 

lymphocytes B, différenciés en plasmocytes qui produisent les Ac ayant une forte 

affinité pour l’Ag, le lient plus efficacement, ce qui leur permet de survivre et donc de 

continuer à produire des Ac.  

Des mutations peuvent être à l’origine 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’Ig n’a pas lieu et une augmentation d’IgM est 

observée, associée à une faible quantité ou absence d’IgG, d’IgA et d’IgE. Cette 

pathologie est une cause du syndrome d’hyper IgM liée à l’X (le plus répandu étant le 

type I pour la mutation du CD40L) et ne permet pas une réponse efficace contre le 

pathogène (Jain et al. 1999; de Villartay, Fischer, et Durandy 2003; Korthäuer et al. 

1993). 

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 l’Ag par le 
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lymphocyte T se fait via son TCR (T cell receptor) (Figure 5). Le TCR est associé à la 

molécule CD3, spécifique des lymphocytes T, qui permet la signalisation 

intracellulaire. Aux côtés de ce TCR il est retrouvé les molécules CD4 ou CD8 qui 

reconnaissent respectivement les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 

(CMH) de classe II ou de classe I. Le TCR est constitué de deux chaines 

polypeptidiques α et β ou γ et δ reliées par un pont disulfure. Le TCR le plus répandu 

est le TCR αβ à hauteur de 87% contre 13% pour le TCR γδ (Scott, Richards, et 

Roberts 1990). Chaque chaine possède au niveau extracellulaire un domaine C et un 

domaine V. Les combinaisons diverses des domaines Vα et Vβ du TCR permettent de 

reconnaitre des Ag extrêmement variés.  

 

Figure 5 : Structure du TCR. 

Le TCR des lymphocytes T est composé de deux chaines αβ ou γδ, 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 l’Ag. Le 

TCR le plus commun est le TCRαβ.  
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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, identifiés par le CD8, détruisent les cellules infectées et les lymphocytes 

T régulateurs (principalement CD4), permettent de contrôler 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 être présenté à la 

surface d’une cellule associé au CMH, il est dit que les lymphocytes T sont restreints 

par le CMH. C’est le rôle des cellules présentatrices d’antigène (CPA) que de réaliser 

cet apprêtement de l’Ag pour les lymphocytes T qui ne sont pas infectés.  

Les cellules présentatrices d’antigène 

Les CPA sont des cellules du système 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 (Ardavin et Shortman 

1992; Takagi et al. 2006). 

Les CPA portent à leur surface des molécules du CMH permettant la 

présentation de l’Ag aux lymphocytes T. Il existe deux types de molécules du CMH : 

celles de classe II qui présentent aux lymphocytes T CD4, et celles de classe I qui 

présentent aux lymphocytes T CD8. 
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Avant de pouvoir être reconnu par un lymphocyte T et selon sa provenance, la 

protéine antigénique doit être apprêtée. 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 à une molécule du CMH 

de classe II. Le complexe ainsi formé est transporté jusqu’à la surface de la cellule et 

pourra être reconnu par un lymphocyte T CD4. Lorsqu’il s’agit d’une protéine 

cytosolique, issue d’une synthèse endogène du pathogène infectant une cellule, celle-

ci est dégradée au sein d’un protéasome en peptide qui est ensuite associé à une 

molécule du CMH de classe I au niveau du réticulum endoplasmique. S’en suit une 

migration de ce complexe peptide-CMH I, à la membrane pour être 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 être internalisé par une CPA. Un complexe peptide-CMH I est alors formé et est 

exporté à la membrane. Ce type de présentation permet l’activation et la prolifération 

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

Les lymphocytes mémoires 

Après 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 l’organisme même une fois 

l’infection terminée. Lors d’une réinfection, ces cellules ont la capacité de réagir très 

rapidement et la réponse immunitaire sera alors plus rapide que lors de la primo-

infection. Aussi, la proportion de cellules mémoires augmente avec l’âge. Par exemple, 

pour les lymphocytes B mémoires, leur proportion est plus faible dans la population 

pédiatrique et est au maximum à l’âge adulte, pour ensuite diminuer légèrement après 
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65 ans (Ciocca et al. 2021). Cette analyse peut être sous-estimée car effectuée 

seulement dans le sang périphérique alors que les lymphocytes B mémoires ont été 

identifiés dans les poumons, mais pourraient également être présent dans d’autres 

organes tels que les intestins ou la peau (C. M. Lee et Oh 2022). Concernant les 

lymphocytes T mémoires, ils résident à la fois dans les OL, où ils sont définis comme 

cellules mémoires centrales, et dans les tissus non lymphoïdes, où ils sont définis 

comme cellules mémoires effectrices (Sallusto et al. 1999). Ainsi, dans la peau, les 

cellules T résidentes présentent en majorité un phénotype mémoire T helper (Th) 1 

mais également Th2 et T régulatrices (Clark et al. 2006).   

 

c. Mécanismes de la réponse immunitaire adaptative 

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 l’Ag qui leur est présenté par les CPA associé 

aux molécules du CMH. Cette reconnaissance mènera à l’activation du lymphocyte, à 

condition que celui-ci reçoive l’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 l’Ag par le TCR. Un 

second signal est nécessaire pour l’activation complète du lymphocyte T. Il est assuré par 

les molécules de co-stimulation CD28 et B7. Un signal complémentaire correspond à la 

production de cytokines par le lymphocyte T CD4. Des signaux inhibiteurs sont également 

retrouvés, permettant de mettre fin à 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 à la reconnaissance de l’Ag par le TCR. Ce premier 

signal, à lui seul, n’est pas suffisant pour induire l’activation du lymphocyte T naïf. 

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 naïf, qui se lie avec la molécule B7 

portée par la CPA. Suite à ces interactions le lymphocyte T est activé. Ces molécules 

B7 peuvent également interagir plus tardivement avec des récepteurs inhibiteurs de 

l’activation, tels que CTLA-4, qui participent à mettre fin à la réponse immunitaire.  
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Un signal complémentaire, troisième signal, fait suite à l’activation des lymphocytes T 

et correspond à la production de cytokines. Le pathogène impliqué et la composition 

de l’environnement conduisent la différenciation du lymphocyte et donc la nature des 

cytokines produites. Les cytokines régulent la réponse immunitaire en cours (Dong 

2021) 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 (Dong 2021) (Figure 7). Ainsi, les lymphocytes Th1 produiront de l’interféron 

γ (IFN-γ) 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 l’IL-

5 et de l’IL-13. Ils 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 à 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 (Mitsdoerffer et al. 2010; Petersone et al. 2018). Les lymphocytes Tfh engendrent la 

production d’IL-21 et d’IL-4. Ils viennent en soutien à la réponse lymphocytaire B en 

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

De manière précoce dans l’activation lymphocytaire, le CD25 (aussi appelé chaine 

α à l’IL-2) sera exprimé permettant la réponse à la cytokine IL-2 et ainsi la survie et la 

prolifération des lymphocytes activés. D’autres molécules telles que le CD69 et le 

CD40L 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 l’homéostasie 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 grâce au facteur 

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

de l’IL-10. 

 

 

Figure 7 : Différenciation des lymphocytes T après leur activation. 

Sous l’effet de cytokines et de facteurs de transcription les lymphocytes T CD4 se 

différencient en lymphocytes Th1, Th2, Th17 ou Tfh. Suite à 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). 

 

 

d. La tolérance immunitaire 

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

élimination, une exposition permanente de l’Ag (Ag du « soi » par exemple) nécessitera 
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une régulation de l’activation de la réponse immunitaire. Ce phénomène de régulation 

est appelé tolérance immunitaire et s’établit à 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 après la différenciation des lymphocytes. 

La tolérance centrale  

Le phénomène 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 à 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 (Derbinski et al. 2001). Lorsque les 

lymphocytes réagissent fortement à un Ag présent, ils sont éliminés par apoptose. Ce 

phénomène est appelé sélection négative. Le facteur de transcription AIRE 

(autoimmune regulator) est responsable de la régulation de l’expression des Ag des 

tissus périphériques au sein du thymus (Lopes, Ferrier, et Irla 2015). Des mutations 

sur le gène Aire sont à l’origine du syndrome APECED (autoimmune 

polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy), caractérisé par une candidose 

cutanéo-muqueuse chronique, une hypoparathyroïdie et une insuffisance 

surrénalienne, où les lymphocytes T échappent à la sélection négative et migrent vers 

la circulation (Mathis et Benoist 2007).  

Certains lymphocytes T CD4 immatures du thymus survivent malgré une forte réaction 

aux Ag et deviennent des lymphocytes T régulateurs, permettant le contrôle 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 gènes RAG, impliqués dans 

la recombinaison VDJ, sont à nouveau exprimés afin de permettre un réarrangement 

au niveau des régions V de leur BCR et ainsi diminuer la réactivité vis-à-vis de l’Ag 

(Halverson, Torres, et Pelanda 2004). 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 phénomène 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 

l’ignorance, la suppression ou délétion et l’anergie (Figure 8). 

 

 

 

 

 

 



 32 Introduction 

 

Figure 8 : Mécanismes de tolérance périphérique des lymphocytes T. 

Le mécanisme d’ignorance est défini par une absence de visibilité de l’Ag par le 

lymphocyte T via une barrière 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 l’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 l’ignorance correspond à l’absence d’interaction entre le 

lymphocyte T et l’Ag, par exemple lorsqu’une barrière physiologique est présente entre 

les deux intervenants. Ainsi, il est possible que pour un Ag présent au sein du système 

nerveux central (SNC), la barrière hématoencéphalique (BHE) empêche le contact 

entre le complexe Ag-CMH et le lymphocyte T. Ce phénomène s’observe également 

lorsque l’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 à la reconnaissance 

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

L’anergie est définie par l’absence de réponse d’un lymphocyte T après qu’un 

Ag lui ait été présenté. Cette absence de réponse peut s’expliquer par le fait que la 

reconnaissance de l’Ag n’est pas associée à la présence de signaux de co-stimulation 

sur la CPA, ce qui ne permet pas l’activation du lymphocyte.  

La suppression ou délétion est réalisée par les lymphocytes T régulateurs. Ces 

lymphocytes T régulateurs vont bloquer l’activation des lymphocytes effecteurs 

reconnaissant des Ag. Plusieurs mécanismes peuvent entrer en jeu afin de bloquer 

cette activation (Vignali, Collison, et Workman 2008). Un premier consiste en la 

production de cytokines inhibitrices telles que l’IL-10 ou TGF-β. Un second intervient 

via la liaison du CTLA-4, ayant une affinité supérieure que CD28, avec B7 empêchant 

ainsi l’activation du lymphocyte T. Une compétition métabolique est également 

observée. Les lymphocytes T régulateurs, qui expriment le CD25, consomment l’IL-2 

présent dans le milieu, ce dernier étant nécessaire à 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 n’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 à leur mort. Les lymphocytes T 

régulateurs peuvent également intervenir directement et contribuer à la tolérance des 

lymphocytes B (Ludwig-Portugall et al. 2008). D’autres cellules, telles que les 
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lymphocytes B régulateurs, peuvent intervenir dans la régulation de la réponse 

immunitaire (van de Veen et al. 2016).  

Des mutations de Foxp3 sont à l’origine du syndrome IPEX (immune 

dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) (Bennett et al. 

2001). 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 thyroïdiques) ou encore des atteintes cutanées (Tan, Louie, et Sleasman 1993). 

Cette pathologie illustre l’importance des lymphocytes T régulateurs dans la régulation 

de la réponse immunitaire. 

 

e. La réponse immunitaire adaptative dans le SNC 

Immunologiquement parlant, le SNC est identifié comme une zone privilégiée où il 

n’y a pas de réponse immunitaire. Pour autant, Wekerle et collaborateurs ont pu 

souligner dès 1986 une immunosurveillance du SNC (Wekerle et al. 1986). 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 contrôlées par les barrières 

formées au niveau des méninges et notamment l’arachnoïde et la pie-mère, des 

cellules endothéliales et la glia limitans formant la BHE et des plexus choroïdes 

(Figure 9) (Engelhardt, Vajkoczy, et Weller 2017). 
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Figure 9 : Voies d’entrée des cellules immunitaires dans le SNC. 

A, Barrière méningée formée par l’arachnoïde et la pie-mère. B, Barrière formée par la 

BHE que les cellules immunitaires peuvent franchir au niveau des veinules post-capillaires. 

C, Barrière formée au niveau des plexus choroïdes responsables de la production du LCR, 

BCSFB. D, Localisation des trois barrières sur une coupe coronale de cerveau. SNC, 

système nerveux central ; BHE, barrière hémato encéphalique ; LCR, liquide 

céphalorachidien ; BCSFB, blood cerebrospinal fluide barrier. (Engelhardt, Vajkoczy, et 

Weller 2017). 

 

Voie d’entrée méningée 

La voie d’entrée passant par les méninges est contrôlée au niveau de la barrière 

entre le sang et le liquide céphalorachidien (LCR). Les méninges sont constituées de 

trois membranes, la dure-mère, l’arachnoïde et la pie-mère. L’arachnoïde forme une 

barrière entre la dure-mère et le LCR (Engelhardt, Vajkoczy, et Weller 2017). En 

conditions physiologiques, plusieurs types de cellules immunitaires peuvent être 
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identifiés au niveau des leptoméninges (arachnoïde et pie-mère) : des lymphocytes T, 

des macrophages ou encore, bien qu’en faible quantité, des cellules dendritiques 

(Coles et al. 2017). Dans le cas d’une pathologie neuroinflammatoire telle que 

l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), des lymphocytes T se 

retrouvent au niveau du LCR suite à leur passage via les leptoméninges (Schläger et 

al. 2016). A ce même niveau, des lymphocytes T et B activés ont été mis en évidence 

à différents stades de la pathologie (Rua et McGavern 2018; Pol et al. 2019). De plus, 

l’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 

méninges est corrélée positivement avec une démyélinisation plus importante, la 

sévérité de la maladie et un décès précoce (Choi et al. 2012). 

Voie d’entrée par la barrière hémato-encéphalique 

La BHE est une barrière 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 rôle de protection en 

empêchant les entrées de certaines entités telles que des toxines ou pathogènes 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 (Engelhardt, Vajkoczy, et Weller 

2017). En effet, l’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 (Engelhardt et Ransohoff 2012; 

Steffen et al. 1996). C’est notamment le cas dans la SEP où suite à 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 (Dendrou, Fugger, et Friese 2015). 

Ces cellules vont reconnaitre la myéline entourant les neurones et il s’en suit une 

démyélinisation et mort neuronale conduisant à la symptomatologie (Korn 2008). 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 barrière méningée (Michel et al. 

2019). 

Voie d’entrée par les plexus choroïdes  

Les plexus choroïdes forment une barrière à l’interface du compartiment 

sanguin et du LCR, appelée barrière sang-liquide cérébrospinal (BCSFB) (Engelhardt, 

Vajkoczy, et Weller 2017). Les plexus choroïdes sont formés par un épithélium cubique 

et localisés au niveau des 3e et 4e ventricules, ainsi qu’au niveau des ventricules 

latéraux du SNC (Ghersi-Egea et al. 2018). Les échanges avec le LCR, dont ils sont 

responsables de la sécrétion, sont très stricts. En condition inflammatoire, les 

molécules d’adhérence ICAM et VCAM sont surexprimées sur les épithéliums des 

plexus choroïdes, permettant le recrutement des lymphocytes (Steffen et al. 1996). De 

plus, suite à un pré-conditionnement par injection de LPS (lipopolysaccharide) et après 

injection dans les ventricules de lymphocytes T CD4 polarisés Th1, ceux-ci sont 

capables d’adhérer et de migrer au travers des plexus choroïdes (Strominger et al. 

2018). Lors d’un accident vasculaire cérébral (AVC), les lymphocytes T circulent via la 

BCSFB pour entrer dans le parenchyme cérébral (Llovera et al. 2017). Dans l’EAE, 

des lymphocytes Th17 ont montré leur capacité à migrer à travers les plexus choroïdes 

jusque dans le SNC (Reboldi et al. 2009).  
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Pour résumer :  

- Au sein de l’immunité on identifie l’immunité innée et adaptative avec une 

cinétique propre à chacune. L’immunité innée, qui est d’apparition précoce et 

de cinétique courte, et l’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 à leur activation et nécessite pour les 

lymphocytes T plusieurs signaux. 

- Plusieurs sous types de lymphocytes Th sont identifiés dont les Th1, les Th2, 

les Th17 et les Tfh. L’agent pathogène oriente leur différenciation et la sécrétion 

de cytokines qui en découle. 

- Des mécanismes de tolérance centraux et périphériques permettent le contrôle 

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 être situées au niveau des méninges, de la BHE 

ou des plexus choroïdes. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 39 Introduction 

2. Le récepteur au N-Méthyl-D-Aspartate  

a. Le  récepteur NMDA 

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 (Merino 2019). Les récepteurs métabotropiques sont des protéines 

membranaires qui répondent à la fixation d’un ligand entrainant une cascade 

d’activation. Ils 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 à la fixation d’un 

neurotransmetteur et d’un co-agoniste. Ils possèdent pour substrats le 

neurotransmetteur glutamate et la glycine qui se fixeront sur les sous-unités GluN2 et 

GluN1 respectivement (Prybylowski et Wenthold 2004). Parmi la famille des 

récepteurs ionotropiques au glutamate, il peut être également cité les récepteurs α-

amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate (AMPA) et kaïnate mais qui ne font 

pas l’objet de notre étude (Paoletti, Bellone, et Zhou 2013).  

Les NMDAR possèdent une structure hétéromérique composée de 4 sous-

unités. Ces sous-unités sont composées obligatoirement de 2 sous-unités GluN1 et 

de 2 sous-unités GluN2 et/ou GluN3 (Prybylowski et Wenthold 2004). Il a été identifié 

7 sous-unités au total, soit 1 sous-unité GluN1, 4 sous-unités GluN2 (nommées de A 

à D) et 2 sous-unités GluN3 (nommées A et B). Ces sous-unités sont codées 

respectivement par les gènes GRIN1, GRIN2 et GRIN3. D’autre part, suite à l’épissage 
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alternatif, il est dénombré 8 isoformes théoriques de la sous-unité GluN1 (Regan, 

Romero-Hernandez, et Furukawa 2015).   

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 l’EA (Dalmau, Geis, et Graus 2017). 

- Le domaine transmembranaire : 

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

qui permet la sélection des ions entrant (Paoletti, Bellone, et Zhou 2013).  

- Un domaine intracellulaire : 

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

dans l’ancrage et l’interaction avec les molécules de signalisation (Paoletti, Bellone, 

et Zhou 2013). 
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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 à l’Ac ; 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 (Ca2+) et la liaison du glutamate et de son co-agoniste, la glycine, entraine 

l’activation du récepteur et une potentialisation à long terme (Prybylowski et Wenthold 

2004; Vyklicky et al. 2014). La potentialisation à long terme est un processus qui 

entraine une activité des synapses pouvant aller de plusieurs heures à plusieurs 

semaines. Ce phénomène est impliqué dans les mécanismes d’apprentissage et de 
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mémorisation (Cotman et Monaghan 1988). A l’inverse, le magnésium (Mg2+) 

entrainera une inhibition du récepteur et est impliqué dans la régulation des phases de 

repos et d’activité du rythme circadien (Gielen 2010; Song et al. 2017). 

 

 

b. Distribution du NMDAR dans l’organisme 

Localisation du NMDAR 

Les NMDAR sont localisés dans le SNC, à la surface des neurones, où ils 

participent à l’activité 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 à post-synaptique et inversement (Chatha 

et al. 2000). Sur la synapse, ils sont particulièrement localisés au niveau post-

synaptique. A ce niveau, le glutamate relâché dans la fente synaptique, depuis la partie 

pré-synaptique du neurone, pourra se lier au NMDAR et ainsi permettre un influx de 

Ca2+ qui engendrera la potentialisation à long terme.  

Au sein du SNC, ils sont principalement retrouvés dans l’hippocampe et dans 

le cortex (Petralia, Yokotani, et Wenthold 1994). Il est à noter que l’expression des 

différentes sous-unités ainsi que leurs possibilités d’assemblage sera différente au 

cours du développement. Cependant, la sous unité GluN1 est, elle, ubiquitaire et ce 

peu importe le stade de développement (Gladding et Raymond 2011; Paoletti, Bellone, 

et Zhou 2013). Concernant la sous-unité GluN2, les sous-unités 2B et 2D sont 

majoritairement exprimées à la naissance. Durant l’enfance, l’ensemble des sous-

unités GluN2 seront exprimées pour ne retenir que les sous-unités 2A, 2B et 2C à l’âge 

adulte. Il est à noter que la sous-unité GluN2B est présente depuis la naissance et 

qu’elle prédomine avec la sous-unité 2A dans le cortex et l’hippocampe ce qui laisse 
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suggérer un rôle central dans la fonction synaptique et la plasticité (Paoletti, Bellone, 

et Zhou 2013). Concernant la sous-unité GluN3A, elle se trouve exprimé à la naissance 

et perdure dans l’enfance pour laisser place ensuite à la sous-unité 3B à l’âge adulte 

(Figure 11) (Paoletti, Bellone, et Zhou 2013). 

 

 

Figure 11 : Répartition des sous-unités du NMDAR selon le stade de 

développement. 

Les sous-unités GluN2B et 2D sont exprimées à la naissance alors que les sous unités 2A 

et 2C apparaissent plus tardivement. La sous-unité GluN3 est également présente à tous 

les stades avec une prédominance durant l’enfance. A l’âge adulte, seule GluN3B est 

exprimée. Quant à la sous-unité GluN1 (non représentée), elle est présente à 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). Ils ont également été décrit sur des organes 

périphériques tels que les reins, les poumons, le foie, le cœur, l’estomac ainsi que le 

système immunitaire (Du, Li, et Li 2016).  

J0 J14 Adulte 
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Récepteurs à l’ephrinB et au NMDA 

Les éphrines sont des protéines qui interagissent avec les récepteurs éphrine 

B2 (EphB2) à activité tyrosine kinase. Les interactions entre récepteur et ligand sont 

impliquées dans la formation de la synapse et la plasticité neuronale (Lai et Ip 2009). 

Le récepteur EphB2 a été localisé sur la synapse de neurones hippocampiques de rat 

par l’équipe de Torres et collaborateurs. Le récepteur EphB2 pourrait jouer un rôle 

dans la stabilisation de la synapse ou comme une molécule permettant l’adhérence 

(Torres et al. 1998). 

Une co-localisation des récepteurs EphB2 et NMDAR a pu être mise en évidence au 

niveau neuronal (Dalva et al. 2000). Les interactions entre ces deux récepteurs sont 

impliquées dans la localisation du NMDAR sur la synapse et son maintien au niveau 

post synaptique (Washburn et al. 2020). Il a été montré que lorsque l’interaction entre 

ces deux récepteurs n’avait plus lieu, les NMDAR se trouvaient délocalisés au niveau 

latéral plutôt qu’au niveau synaptique (Mikasova et al. 2012). Cette délocalisation 

empêche le bon fonctionnement synaptique et un défaut de signalisation par les 

NMDAR peut être à l’origine de troubles neurologiques, tel que dans la schizophrénie 

par exemple où il est observé une hypofonctionnalité du NMDAR (Gonzalez-Burgos et 

Lewis 2012; Jézéquel et al. 2017). Un autre exemple, lors d’une EA à Ac anti-NMDAR, 

pathologie impliquant des auto-Ac, ces derniers se lieront spécifiquement aux NMDAR 

(cf partie 3.c.) et cette liaison sera à l’origine d’une diminution des interactions entre le 

NMDAR et le récepteur à l’EphB2, déstabilisant le NMDAR (Mikasova et al. 2012). Une 

étude a également montré que le récepteur EphB2 peut se révéler être une cible 

thérapeutique dans le traitement de l’EA à Ac anti-NMDAR. En effet, lors d’une 

injection simultanée d’IgG de patients et du ligand du récepteur EphB2, directement 

dans la partie de l’hippocampe dorsal des souris, une inversion partielle des effets des 
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IgG sur l’expression des NMDAR est observée (Mikasova et al. 2012). Le ligand à 

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

 

c. Pathologies impliquant le NMDAR 

Les NMDAR jouent un rôle central dans la transmission synaptique et l’activité 

neuronale au sein du SNC. Ainsi, des altérations de ces récepteurs peuvent être 

impliquées dans diverses pathologies. 

La sur-activation des NMDAR semble jouer un rôle dans la maladie d’Alzheimer 

(Gladding et Raymond 2011). Une activation chronique des récepteurs renforce la 

formation des plaques β amyloïdes, elles-mêmes à 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 (Babaei 2021). 

A l’inverse, il a été montré une hypofonction du NMDAR chez les patients 

atteints de schizophrénie (Bitanihirwe et al. 2009). En effet, l’étude de l’expression des 

ARNm au sein du cerveau en post-mortem a mis en évidence une plus faible densité 

de la sous-unité GluN2A chez ces patients suggérant un déficit de la 

neurotransmission glutamatergique dans la pathologie. 

Une hyper ou hypofonction du NMDAR sont impliquées 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 GluN2 du NMDAR (DeGiorgio et al. 2001). Ces Ac sont retrouvés à des 
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concentrations élevées dans le LCR des patients et sont corrélés avec les syndromes 

neurologiques (Arinuma, Yanagida, et Hirohata 2008; Yoshio et al. 2006). 

Notre pathologie d’étude, l’EA à Ac anti-NMDAR, fait également état d’Ac agissants 

sur le NMDAR (Dalmau, Geis, et Graus 2017). Cette pathologie fait l’objet d’une partie 

spécifique détaillée ci-après. 

 

 

 

Pour résumer : 

- Le NMDAR est un récepteur glutamatergique de type ionotropique. 

- Il est composé de 4 sous-unités réparties entre les sous-unités GluN1, GluN2 

et GluN3. 

- Les récepteurs sont retrouvés sur les neurones majoritairement dans 

l’hippocampe et le cortex où leur activation induit une potentialisation à long 

terme impliquée dans l’apprentissage et la mémorisation. 

- Plusieurs pathologies touchent le NMDAR dont l’EA à Ac anti-NMDAR. 
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3. L‘encéphalite autoimmune à auto anticorps anti-récepteur 

au N-Methyl-D-Aspartate 

a. Pathologies autoimmunes 

Les maladies autoimmunes résultent de dysfonctionnements du système 

immunitaire et plus particulièrement d’une rupture de tolérance aux Ag du soi. Le 

développement de la réaction autoimmune est caractérisé par à la fois l’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 

l’apparition des symptômes de la maladie (Rosenblum, Remedios, et Abbas 2015). 

Le facteur déclenchant des pathologies autoimmunes est souvent inconnu mais il 

est acquis que celles-ci sont liées à des facteurs génétiques et/ou des facteurs 

environnementaux (Rosenblum, Remedios, et Abbas 2015). 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 l’atteinte de différents 

organes. C’est le cas par exemple du lupus érythémateux disséminé. Bien que 

l’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... (Mathian, Arnaud, et Amoura 2014). 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 (Mathian, Arnaud, et Amoura 2014). 
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Maladies spécifiques d’organes 

Les maladies spécifiques d’organes vont quant à elles toucher spécifiquement 

un organe. Les cellules cytotoxiques ou les auto-Ac produits reconnaissent les Ag 

exprimés par un organe en particulier. C’est le cas de la SEP où les Ac et les cellules 

lymphocytaires T impliquées vont cibler la gaine de myéline des neurones au sein du 

SNC entrainant une démyélinisation et la formation de plaques à l’origine des 

symptômes de la maladie (Dendrou, Fugger, et Friese 2015). 

La pathologie faisant l’objet de notre étude, l’EA à Ac anti-NMDAR, se situe également 

dans cette catégorie puisque ciblant les NMDAR exprimés par les neurones dans le 

SNC. 

 

b. Epidémiologie  

Les encéphalites 

L’encéphalite est une pathologie résultant d’une inflammation du SNC. Il s’agit 

d’une maladie rare avec une incidence de l’ordre de 7 cas pour 100 000 habitants par 

an, associée à une mortalité et morbidité élevée (Venkatesan 2015). Le faible nombre 

de patients rend l’étude de cette pathologie complexe. Lorsque la maladie n’est pas 

fatale, les patients présentent généralement des séquelles cognitives et 

comportementales entrainant des difficultés à la réintégration sociale et affectant leur 

qualité de vie (Venkatesan 2015). Les étiologies exactes de cette pathologie sont 

encore mal connues mais plusieurs origines ont pu être 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). 

 

 

Figure 12 : Répartition des encéphalites selon leur origine. 

Les encéphalites peuvent être 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 à 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 l’EA à auto-Ac anti-NMDAR. 

Cette pathologie a été initialement et récemment décrite par Dalmau et collaborateurs 

avec notamment la mise en évidence d’auto-Ac anti-NMDAR chez des patientes 

atteintes d’une encéphalite associée à un tératome ovarien (Dalmau et al. 2007). 

42%

21%

37% Post infectieux

Immunitaire

Inconnu
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L’EA à Ac anti-NMDAR touche environ 1,5 millions de personnes chaque année 

au niveau de la population mondiale (Dalmau et al. 2019). Elle touche toutes les 

tranches d’âge de la population allant de l’âge de 8 mois à 85 ans. Néanmoins, elles 

ne sont pas toutes représentées de la même façon avec un âge médian de déclaration 

de la pathologie à 21 ans et seulement 5% des patients sont âgés de 45 ans ou plus 

(Titulaer et al. 2013). Il est rapporté qu’environ 40% des patients sont âgés de moins 

de 18 ans. Comme il est couramment retrouvé dans les pathologies autoimmunes, 

l’EA touche préférentiellement les femmes avec un sexe ratio de 8 femmes pour 2 

hommes (Titulaer et al. 2013). Il semblerait que les hommes atteints soient plus 

représentés au niveau des tranches d’âge extrêmes de la maladie (inférieur à 12 ans 

et supérieur à 45 ans). 

Etiologie 

Bien que l’EA à Ac anti-NMDAR reste d’étiologie majoritairement inconnue, il 

apparait que dans 40% des cas elle est associée à une néoplasie sous-jacente faisant 

de cette pathologie un syndrome paranéoplasique (Titulaer et al. 2013). Plus de 90% 

des tumeurs identifiées dans ce contexte se trouvent être des tératomes ovariens. Les 

tératomes sont composés des 3 feuillets embryonnaires ce qui leur confèrent la 

capacité de pouvoir former l’ensemble des tissus de l’organisme. Ainsi, il est possible 

de retrouver dans ce tératome du tissu nerveux exprimant des NMDAR, ce qui sera à 

l’origine de la production des auto-Ac (Iemura et al. 2018). La recherche d’un tératome 

ovarien est donc essentielle lors du diagnostic d’EA à Ac anti-NMDAR chez une 

femme.  

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

Herpes Simplex Virus (HSV) (Dalmau, Geis, et Graus 2017). 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 l’apparition d’une EA à Ac anti-NMDAR. D’autres infections, 

telles que les infections par les entérovirus ont été mises en évidence (Gable et al. 

2009). Une étude récente a également mis en avant la production d’Ig 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 (Schwenkenbecher et al. 2021).  

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 à Ac anti-NMDAR aussi bien 

chez des patients adultes que pédiatriques (Panariello et al. 2020; Sarigecili et al. 

2021). Bien que plusieurs cas de ce type aient été rapportés il est cependant encore 

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

 

Les encéphalites autoimmunes à auto anticorps anti-NMDAR : cas 

pédiatriques 

Une récente étude coréenne des cas pédiatriques (inférieurs à 18 ans) d’EA à 

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

avec une proportion de 75% de jeunes filles (Shim et al. 2020). 30% de celles-ci 

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

quant à la proportion de jeunes filles touchées (Wright, Hacohen, et al. 2015). 

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

ne concerne qu’une seule patiente. Ces études réalisées à plusieurs années 

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

concernant les cas d’EA à 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. 

 

c. Les Ac anti-NMDAR  

Comme son nom l’indique, l’EA à Ac anti-NMDAR est caractérisée par la 

production d’Ac ciblant spécifiquement les NMDAR et notamment ceux au niveau de 

l’hippocampe, zone identifiée comme étant riche en NMDAR post-synaptiques (Figure 

13) (Petralia, Yokotani, et Wenthold 1994). 

 

 

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 (flèche rouge) (Petralia, Yokotani, et Wenthold 1994). 
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Dans l’EA à 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 GluN1 devait 

être présent (Dalmau et al. 2008). Des cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidney), 

qui ont la propriété d’être facile à cultiver et à transfecter, sont modifiées pour exprimer 

la sous-unité GluN1 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 à Ac anti-NMDAR sur ce 

récepteur et plus particulièrement sa sous-unité GluN1 (Figure 14) (Gleichman et al. 

2012). Seul le domaine ATD de la sous-unité GluN1 est nécessaire et est suffisant 

pour la liaison de l’Ac à sa cible. Lorsque cette unité GluN1 était présente mais 

délestée de son domaine ATD, il n’était plus observé de fixation des Ac.  
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Figure 14 : Identification de la sous-unité impliquée dans la liaison de l’Ac au 

NMDAR. 

Le LCR de patients atteints d’EA à Ac anti-NMDAR a été incubé en présence de cellules 

HEK transfectées exprimant la sous-unité GluN1 du NMDAR, délestée (ATDdel) ou non 

de son domaine ATD. Les Ac contenus dans le LCR révélés par immunofluorescence se 

lient spécifiquement au domaine ATD de la sous unité GluN1 du récepteur. Un Ac 

commercial a été utilisé comme contrôle pour cibler la sous-unité GluN1 du NMDAR. ATD, 

domaine aminoterminal ; CSF, liquide céphalorachidien (Gleichman et al. 2012). 

 

 

d. Effets des Ac anti-NMDAR 

Diminution de l’activité des NMDAR 

Lorsqu’ils sont injectés en intraventriculaire chez la souris, les Ac anti-NMDAR 

produits par les patients atteints d’EA à Ac anti-NMDAR sont capables d’induire des 

troubles similaires à ceux retrouvés chez ces patients, à savoir des troubles de la 
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mémoire et du comportement (Planagumà et al. 2015). Au-delà de ces troubles, une 

étude plus fine sur l’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) (Planagumà et al. 2015). Aussi, in vitro, l’effet sur les 

NMDAR est réversible après suppression des Ac puisqu’à 26 jours après 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 l’activation des NMDAR (Matute et al. 2020). Il est à 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 (Hughes et al. 2010). 
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Figure 15 : Effet des Ac de patients atteints d’EA à Ac anti-NMDAR sur 

l’hippocampe de souris. 

A, Représentation tridimensionnelle de la densité de cluster de NMDAR totaux et 

synaptiques à la suite de l’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 à 

différents jours suivant l’injection intraventriculaire des IgG de patients (gris foncé) 

comparé aux contrôles (gris clair) ($* p<0,05, $$ p<0,01, $$$***p<0,001 ; Planagumà et 

al. 2015). 

 

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 (Moscato et al. 2014) 

(Figure 16). Cette internalisation semble atteindre un plateau même en présence 

LC
R

 d
e 

p
at

ie
n

t 
LC

R
 c

o
n

tr
ô

le
 

A 

B 



 57 Introduction 

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).  

 

 

Figure 16 : Illustration du mécanisme d’internalisation des NMDAR dans l’EA à 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 où se fixer ce qui empêche l’influx de Ca2+ et 

donc l’induction de la potentialisation à long terme (Heda 2017). 

 

Neurone présynaptique 

Neurone postsynaptique 

Neurotransmetteurs 

Anticorps anti 
récepteur NMDA 

Récepteur NMDA internalisé 
non fonctionnel 
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L’hypofonction des NMDAR est due à leur internalisation par la liaison avec les 

Ac. Une étude dans un modèle d’EA à Ac anti-NMDAR chez le rongeur a pu montrer 

qu’un blocage de la réponse lymphocytaire B, par déplétion de ceux-ci, conduisait à 

une diminution des lymphocytes B activés et une diminution de la production d’Ac, 

entrainant une réduction des symptômes chez l’animal (Wagnon et al. 2020). Cette 

étude démontre bien l’implication des lymphocytes B dans cette maladie ainsi que le 

caractère pathologique des Ac anti-NMDAR. 

 

e. Manifestations cliniques 

Tableau clinique et évolution 

L’évolution de l’EA à Ac anti-NMDAR a été revue et résumée par l’équipe de 

Dalmau et collaborateurs (Figure 17) (Dalmau, Geis, et Graus 2017). Dans une 

première phase les manifestations sont non spécifiques faisant évoquer un syndrome 

pseudo-grippal chez des patients présentant des céphalées associées ou non à de la 

fièvre. Cette phase est appelée la phase virale prodromique. Elle est d’une durée 

courte, de l’ordre de quelques jours, et cède rapidement place à la phase suivante. 

Quelques jours après, les patients présentent des symptômes 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 (Dalmau et al. 2008; Lamarque et al. 2011) par méconnaissance de l’EA 

à 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 à plusieurs mois 
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et conduire au décès des patients. Cette période de coma sera caractérisée par des 

phases d’alternance entre agitation et catatonie, de la tachycardie et de l’hypertension, 

une hypoventilation, …  

La phase de récupération permet la sortie des soins intensifs. Celle-ci peut 

s’avérer très longue, allant de plusieurs mois à plusieurs années. Durant cette phase 

les patients récupèreront au fur et à 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 très handicapantes et parfois ne 

permettent pas une bonne réintégration sociale (Dalmau, Geis, et Graus 2017; Titulaer 

et al. 2013). 
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Figure 17 : Evolution d’une EA à Ac anti-NMDAR. 

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

l’apparition de symptômes 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 après plusieurs mois et des séquelles peuvent persister (Dalmau, 

Geis, et Graus, 2017). 

 

Par l’étude physiopathologique de l’EA à Ac anti-NMDAR, les déficits de 

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

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

connu pour son implication dans les processus relatifs à l’apprentissage et les 

processus mnésiques notamment en lien avec les NMDAR (Barry et Maguire 2019). 

Evolution :  
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Population pédiatrique 

Les manifestations cliniques chez la population pédiatrique sont à type de 

psychoses et changements de comportement dans 90% des cas (Shim et al. 2020). 

La fièvre est un symptôme également très présent dans près de 80% des cas. Ces 

symptômes sont similaires à 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 retrouvés dans 90% des cas (Wright, Hacohen, et al. 2015). 

 

f. Diagnostic  

Examen  

Lors d’une EA à Ac anti-NMDAR il est essentiel de poser le diagnostic 

rapidement afin de débuter la prise en charge adaptée le plus tôt possible. Depuis 

quelques années le diagnostic de cette pathologie s’est nettement amélioré grâce 

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

et al. 2007).  

L’examen clinique du patient est essentiel pour établir un diagnostic différentiel 

avec une quelconque pathologie psychiatrique. Ainsi, l’équipe de Dalmau et 

collaborateurs ont défini une grille reprenant les différents symptômes cliniques qui 

peuvent être observés au cours de l’EA à Ac anti-NMDAR permettant d’aider au 

diagnostic et d’orienter au mieux la prise en charge (Figure 18) (Dalmau et al. 2019). 

Ces symptômes non spécifiques sont d’apparition rapide, sans antécédents et dans 

plus de 80% des cas précédés par des prodromes de type viraux (Dalmau et al. 2008). 
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Des crises d’épilepsie, des dyskinésies ou mouvements anormaux sont fréquemment 

observés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Examens complémentaires 

Des examens complémentaires peuvent être réalisés et sont nécessaire à 

l’orientation du diagnostic lorsque celui-ci n’est pas encore établi. Ainsi, une IRM 

(imagerie à résonnance magnétique) peut être réalisée afin d’observer d’éventuelles 

anomalies telles qu’une hyper intensité de signal dans notamment l’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, l’électro-

encéphalogramme (EEG), permettant d’évaluer l’activité électrique du cerveau, se 

trouve modifié chez de nombreux patients et nécessite une attention particulière afin 

Figure 18 : Tableau d’aide au diagnostic positif d’une EA à Ac anti-NMDAR. 

Les arguments répertoriés font référence aux symptômes cliniques caractéristiques qui 

sont ou non présents lors de cette pathologie (Dalmau et al. 2019). 
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de prendre en charge le mieux possible les crises de type épilepsie pouvant survenir 

(Gómez Ávila et al. 2021). Il est à noter que même si l’EEG se trouve souvent modifié 

dans le cadre de cette pathologie, il n’est pas retrouvé de tracé spécifique à cette 

encéphalite (Gómez Ávila et al. 2021). 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 l’EA à Ac anti-NMDAR 

(Dalmau et al. 2008; Pruss et al. 2010). 

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 (Shim et al. 2020). 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 même ordre de grandeur (Wright, Hacohen, et al. 2015). 

Anomalies du LCR 

Dans l’EA à 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 (Dalmau et al. 2011).  

Dans les anomalies observées, une pléiocytose lymphocytaire peut être 

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 (Zheng et al. 2020). 
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La recherche d’immunoglobulines peut aussi passer par l’identification 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’Ig présentes dans le LCR du 

patient. Ces bandes peuvent être observées lors d’une EA à auto Ac anti-NMDAR 

(Malter, Elger, et Surges 2013). La production au sein du SNC d’IgG peut être 

appréciée par la mesure de l’étanchéité de la barrière via l’index d’albumine et 

l’enrichissement en Ig (Gillain, Fumal, et Minon 2006; Luxton, McLean, et Edward J. 

1990). 

Recherche des Ac anti-NMDAR 

Les symptômes de l’EA à Ac anti-NMDAR étant non spécifiques 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 (B. Zhao et Nelson 2019). Il faut 

noter que dans l’EA à Ac anti-NMDAR, les Ac ne sont pas nécessairement retrouvés 

à la fois dans le LCR et dans le sérum d’un même patient. En effet, il arrive que ceux-

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

Arribas et al. 2014).  

La méthode de détection est une méthode d’immunofluorescence. La révélation 

des Ac se fait à l’aide d’un autre Ac, dit Ac anti-humain secondaire, couplé à 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) (Dalmau et al. 2008; Irani et al. 2010). La fixation d’Ac dans la zone 
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hippocampique est évocatrice car l’hippocampe de cerveau de rat est très riche en 

NMDAR.  

 

Figure 19 : Coupe histologique de cerveau de rat en présence de LCR de patient 

atteint d’une EA à Ac anti-NMDAR. 

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

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

 

La confirmation de la réactivité des Ac se fait à l’aide de cellules HEK 

transfectées avec le NMDAR. De la même façon 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; Irani 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 GluN1 du 

NMDAR. C, colocalisation entre le LCR du patient et l’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 à une meilleure récupération de la maladie (Gresa-Arribas 

et al. 2014). 

 

g. Prise en charge 

Une stratégie thérapeutique a été proposée par l’équipe de Dalmau puis validée 

par l’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 déjà évoqué. Dans le cas où une tumeur est identifiée, la prise en 

charge commencera par la résection de celle-ci lorsque cela est possible. Puis les 

patients reçoivent une immunomodulation de première ligne qui permettra une nette 

amélioration des symptômes dans les semaines qui suivent pour 80% des patients 
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(Dalmau et al. 2011; Titulaer et al. 2013). Cette immunothérapie de première ligne est 

composée de corticostéroïdes tels que la méthyprednisolone, d’Ig et/ou une 

plasmaphérèse (Titulaer et al. 2013; Shin et al. 2018). Lorsqu’il n’y a pas de tumeur 

associée seuls 50% des patients présenteront une amélioration (Dalmau et al. 2011). 

Dans le cas où cette première ligne de traitement ne fonctionne pas, soit environ 30% 

des patients (Titulaer et al. 2013), les patients reçoivent les traitements de seconde 

ligne à base d’un Ac monoclonal, le rituximab. Celui-ci est dirigé contre les 

lymphocytes B et entraine une déplétion de ceux-ci. Il peut être associé à du 

cyclophosphamide, un agent immunosuppresseur, souvent utilisé en cancérologie 

pour ses propriétés antiprolifératives (Titulaer et al. 2013; Ahlmann et Hempel 2016). 

Il est utilisé dans le traitement des EA en tant qu’agent antiprolifératif, ciblant la 

prolifération lymphocytaire T et B (Shin et al. 2018). Une minorité de patients reste 

cependant réfractaire à cette seconde ligne. Différentes molécules ciblant différentes 

voies de signalisation ont été proposées dont le tocilizumab (Dinoto, Ferrari, et 

Mariotto 2022). Cet Ac monoclonal permet de bloquer la transduction du signal de l’IL-

6 (Mihara et al. 2005), cytokine impliquée dans la prolifération des lymphocytes B et 

dans la différenciation des lymphocytes Th17, et montre de meilleurs résultats dans 

l’efficacité du traitement lorsqu’il y est associé (W.-J. Lee et al. 2021). 

75% des patients guériront ou présenteront des séquelles modérées (Dalmau 

et al. 2011). Les autres patients présenteront des séquelles plus importantes ou 

décèderont. Des rechutes sont possibles mais apparaissent moins sévères que la 

pathologie initiale. Parmi les patients qui rechutent, la fréquence est plus importante 

chez les patients ne présentant pas de tumeur associée à l’EA (Titulaer et al. 2013). 

Dans la population pédiatrique, la précocité du diagnostic est associée à une meilleure 

récupération qui est sans séquelles dans 78% des cas (Wright, Hacohen, et al. 2015). 
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A l’inverse, lors d’un diagnostic tardif seul 14% des patients récupèreront totalement 

et 72% auront une récupération partielle. Dans chaque cas, la récupération sera 

longue et des séquelles pourront persister entrainant des difficultés à la réintégration 

sociale (Venkatesan 2015). 

 

Pour résumer : 

- Les maladies autoimmunes correspondent à une rupture des mécanismes de 

tolérance immunitaire, c’est-à-dire un dysfonctionnement de la capacité à ne 

pas répondre au « soi ».  

- Les encéphalites sont des pathologies résultant d’une inflammation du SNC. 

Les étiologies de cette maladie peuvent être 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 à causes immunologiques se trouve l’EA à Ac anti-

NMDAR dont l’étiologie peut être liée à 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 à une 

corticothérapie, des Ig et plasmaphérèse. En deuxième ligne du rituximab et 

cyclophosphamide sont proposés.  

- Sans traitement la maladie peut aboutir au décès du patient. La récupération 

est longue et des séquelles peuvent perdurer altérant significativement la 

qualité de vie. 
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4. Les modèles murins d’encéphalite autoimmune à anticorps 

anti-NMDAR 

Plusieurs modèles pré-cliniques ont été développés ces dernières années 

permettant une étude des effets des Ac anti-NMDAR et une meilleure compréhension 

de leur rôle dans cette pathologie. 

Ces modèles peuvent être distingués en deux grands types. Le premier type de 

modèle passe par une immunisation active où un peptide, ou bien une protéine, 

dérivés du NMDAR est administré à une souris en présence ou non d’adjuvants. Le 

second type consiste en l’injection d’Ac anti-NMDAR déjà produits par un organisme 

donneur (humain ou murin) à un organisme receveur. Il s’agit d’un modèle de transfert 

passif. Le modèle utilisé pour notre étude fait partie de la première catégorie. 

 

a. Les modèles par immunisation active 

Les modèles par immunisation active consistent à administrer l’Ag contre lequel 

une réponse immunitaire est souhaitée. Cet Ag est généralement associé à des 

adjuvants stimulant l’immunité innée et permettant le développement de la réponse 

autoimmune. 

Modèle de Wagnon et collaborateurs 

Ce modèle a été mis en place au sein de notre laboratoire et est celui qui a été 

utilisé pour notre étude (Wagnon et al. 2020). L’immunisation consiste en l’injection 

sous-cutanée (s.c.) d’un peptide, constitué de 20 acides aminés, issu de la sous-unité 

GluN1 du NMDAR. Comme dans le modèle EAE, le peptide (GluN1359-378) 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 l’immunisation puis est renouvelée à 48h. Les analyses biologiques sur 

le modèle et tests comportementaux ont été réalisés deux semaines suivant 

l’immunisation. 

La production d’Ig spécifique a été évaluée par utilisation de cellules HEK 

transfectées pour exprimer les sous-unités GluN1 et GluN2B. Les sera des souris 

immunisées ont été incubés sur des cellules HEK transfectées ou non, mettant en 

évidence la production d’Ig spécifiques de la sous-unité GluN1 du NMDAR dans ce 

modèle (Figure 21).  

 

Figure 21 : Production d’Ig spécifiques de GluN1 dans un modèle d’EA à Ac anti-

NMDAR. 

Immunomarquage de cellules HEK transfectées ou non pour exprimer les sous-unités 

GluN1 et GluN2B du NMDAR. Les cellules ont été incubées avec le sérum issu des souris 

immunisées avec le peptide GluN1, après deux semaines. Un Ac commercial anti-GluN1, 

H300, a été utilisé comme contrôle positif (Adapté de Wagnon et al. 2020). 
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L’étude de l’influx du Ca2+, in vitro, a montré que lorsque des neurones étaient 

incubés en présence de sérum de souris immunisées, la réponse à la stimulation au 

NMDA est nettement diminuée. De plus, un nombre plus important de lymphocytes B 

(identifiés par le marqueur B220) a été retrouvé dans le cerveau des animaux 

immunisés par rapport à leur contrôle (Figure 22). A l’inverse, 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 modèle murin d’EA à Ac anti-NMDAR.  

 

Figure 22 : Infiltration de lymphocytes B dans le SNC dans le modèle d’EA à Ac 

anti-NMDAR. 

Les lymphocytes B activés, exprimant le marqueur B220, ont été quantifiés dans le cerveau 

de souris immunisées avec le peptide GluN1 vs leur contrôle, deux semaines après 

l’immunisation. n=5 et 6 respectivement (Wagnon et al. 2020). 

 

Les tests comportementaux ont été réalisés deux semaines après 

immunisation. Le test du O-maze, mesurant l’anxiété, montre une diminution des 

entrées et le temps passé dans le bras ouvert est significativement diminué par rapport 

aux animaux contrôles. 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 modèle, des troubles comportementaux de type anxieux et 

dépressifs ont été mis en évidence, ainsi qu’un trouble de mémorisation. 

 

 

Figure 23 : L’immunisation avec le peptide GluN1 induit un comportement anxieux 

et dépressif, associé à un trouble de mémorisation. 

Les tests comportementaux ont été réalisés deux semaines après l’immunisation avec le 

peptide GluN1. A, Nombre d’entrées dans le bras ouvert, temps passé dans le bras ouvert, 

temps de latence à 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 

l’actimétrie (n=10). ns, non significatif, * ou # p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (Wagnon et al. 

2020). 

 

A B 

C D 
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Modèle de Pan et collaborateurs 

 Dans ce modèle, les auteurs ont immunisé les animaux selon un protocole 

classique d’immunisation (Pan et al. 2019). Les animaux utilisés sont génétiquement 

modifiés pour ne pas exprimer le gène ApoE, ce qui conduit à une altération de la BHE 

(Methia et al. 2001). Quatre peptides issus du domaine extracellulaire de la sous-unité 

GluN1 du NMDAR ont été injectés en s.c. simultanément à du CFA. Dans les dix jours 

suivant l’immunisation, une production d’IgG spécifiques des peptides est observée, 

sans différence entre les animaux ApoE-/- et les « wild-type » (contrôle) (Figure 24A). 

Le test d’anxiété (open-field) réalisé deux semaines après l’immunisation ne met pas 

en évidence de comportement anormal des animaux immunisés par rapport à leur 

contrôle. Cependant, l’utilisation de MK-801, inhibiteur non compétitif du NMDAR, 

quatre semaines suivant l’immunisation met en évidence une hyperactivité, dans le 

test de l’open-field, des animaux dont la BHE n’est pas intègre (ApoE-/-) (Figure 24B). 
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Figure 24 : Effets biologiques et comportementaux des IgG anti-NMDAR d’un 

modèle murin présentant une altération de la BHE. 

Les résultats sont présentés par rapport à la ligne de base mesurée 8 jours avant 

immunisation avec les peptides issus de la sous-unité GluN1 du NMDAR. A, Délai 

d’apparition d’IgG spécifiques du NMDAR dans le sérum des animaux après immunisation. 

B, Mesure de l’activité en open-field suite à l’injection de l’inhibiteur non compétitif du 

NMDAR, MK-801. (Adapté de Pan et al. 2019). 

 

 Ce modèle montre que l’immunisation avec des peptides GluN1 induit la 

production d’Ac anti-NMDAR. L’apparition des symptômes comportementaux 

nécessite l’ouverture de la BHE. Cependant, la contribution des Ac anti-NMDAR dans 

ce modèle est difficile à caractériser, due à la présence de MK-801 qui bloque le 

NMDAR. 

Modèle de Ding et collaborateurs 

Ce modèle suit un protocole d’immunisation similaire aux modèles précédents 

de Pan et Wagnon (Ding et al. 2021). Le peptide, de 30 acides aminés, issu de la sous-

unité GluN1356-385 est administré par voie s.c. émulsionné dans du CFA supplémenté 

avec Mycobacterium tuberculosis. Il est à noter que la séquence du peptide utilisé 

dans notre modèle est incluse dans le peptide présenté ici. Une injection i.p. de toxine 

A B 
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pertussique est réalisée le jour de l’immunisation ainsi que 48h plus tard. Un « boost » 

de l’immunisation est effectué à 4 et à 8 semaines suivant la première immunisation 

et les tests comportementaux à 12 semaines. 

Il a été mis en évidence une diminution de la densité des NMDAR in vitro à la 

surface de neurones de souris en culture primaire suite à une incubation de 24h avec 

le LCR de patients ou de souris (Figure 25).  

 

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 GluN1356-385. Des Ac commerciaux dirigés contre 

la sous-unité GluN1 et le PSD-95, un marqueur post-synaptique, ont été utilisés (Adapté 

de Ding et al. 2021). 

 

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 être retrouvé chez les patients 

(Dalmau 2016). 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 à un congénère vs un objet, ou leur préférence à un nouvel 
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individu vs un individu familier. Cependant, les tests mesurant l’activité et l’anxiété que 

sont le test de l’open-field et l’elevated plus-maze ne montrent pas de différence entre 

les animaux contrôle et les animaux immunisés.   

 

 

Figure 26 : Phénotype comportemental dans un modèle murin d’EA à Ac anti-

NMDAR. 

Les tests ont été réalisés 12 semaines après l’immunisation avec le peptide GluN1. A, Test 

de reconnaissance du nouvel objet, l’exploration de l’objet familier vs le nouvel objet est 

mesurée par le temps passé dans le dispositif et l’index de discrimination. B, Three-

chamber test, préférence au nouveau congénère vs l’objet. C, Test de l’open-field, mesure 

du temps passé au centre du dispositif et la distance parcourue. D, Test de l’elevated plus-

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

 

Ce modèle met en évidence à 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 l’intérêt du modèle. De plus, les tests 

comportementaux indiquent des troubles de mémorisation, symptôme également 

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

Modèle de Jones et collaborateurs 

Ce modèle est réalisé via une immunisation active mais à la différence des 

modèles précédents, l’Ag n’est pas un peptide de la sous-unité GluN1. Il est sous la 

forme de protéines GluN1 et GluN2, conformées en récepteur tétramérique et 

intégrées à des liposomes (Jones et al. 2019). Ce complexe liposome/récepteur est 

appelé protéoliposome. Un « boost » de l’immunisation est réalisé deux semaines plus 

tard et les tests comportementaux ont été réalisés 35 jours après la première 

immunisation. 

Une production d’Ac spécifiques de GluN1, 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 GluN1 et GluN2A du NMDAR, six semaines après 

l’immunisation (Figure 27). Ces Ac peuvent être à l’origine d’une hypofonction de 

l’activité des NMDAR, cependant, à l’inverse de ce qui a déjà été montré dans d’autres 

modèles (Ding et al. 2021; Malviya et al. 2017), ceux-ci n’impactent pas la densité des 

NMDAR sur les neurones. 
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Figure 27 : Détection d’IgG anti-NMDAR dans un modèle murin d’EA à Ac anti-

NMDAR. 

Le sérum des animaux, extrait six semaines après immunisation avec les liposomes ou 

protéoliposomes (récepteur tétramérique des sous-unités GluN1 et GluN2 intégré à des 

liposomes), a été mis en contact avec des cellules HEK exprimant la sous unité GluN1 et 

GluN2A du NMDAR (rouge). Un Ac commercial anti-GluN1 a été incubé simultanément 

(vert) (Jones et al. 2019). 

 

De plus, à ce même 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 à la fois dans le striatum, le cortex, 

l’amygdale, l’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 modèle murin 

d’EA à Ac anti-NMDAR. 

Six semaines après immunisation avec des liposomes ou protéoliposomes (récepteur 

tétramérique des sous-unités GluN1 et GluN2 intégré à 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), l’amygdale (amyg), l’hippocampe 

(hipp) et le thalamus (thal). Les leucocytes sont reconnus par l’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 (Jones et al. 2019). 

 

Des tests comportementaux ont été réalisés 35 jours après la première 

immunisation. Le test de l’open-field montre une hyperactivité des souris traitées avec 

les protéoliposomes (Figure 29A) avec une variabilité au sein de ce groupe. Malgré 

cette variabilité, l’activité reste tout de même supérieure aux souris contrôles ayant 

reçu des liposomes. La mesure de l’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 anxiogène. En 

A B 
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effet, les animaux traités y passent significativement plus de temps que les animaux 

contrôles. 

 

 

Figure 29 : Phénotype comportemental d’un modèle murin d’EA à Ac anti-NMDAR. 

Les souris ont été immunisées avec des liposomes ou protéoliposomes (récepteur 

tétramérique des sous-unités GluN1 et GluN2 intégré à des liposomes) et leur 

comportement a été évalué 35 jours après. A, Distance parcourue dans l’open field pour 

les souris contrôles (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). 

 

B 
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Ce modèle présente des similitudes avec ce qui est observé chez les patients 

atteints d’EA à Ac anti-NMDAR. Le phénotype comportemental chez les souris 

immunisées présente des similitudes avec les troubles observés chez ces patients 

(Graus et al. 2016). 

 

b. Les modèles de transfert passif d’anticorps 

Ces modèles consistent en l’injection des Ac pathogènes directement dans le SNC. 

Il n’y a pas ici de production endogène des Ac. Cette méthode est qualifiée d’immunité 

passive et permet l’étude des effets des Ac anti-NMDAR.  

Modèle de Planagumà et collaborateurs 

Ce modèle repose sur l’injection continue de LCR de patients atteints d’EA à Ac 

anti-NMDAR sur une durée de 14 jours (Planagumà et al. 2015). 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 l‘hippocampe après leur extraction et 

leur quantification par immunoblot. Cette quantification a été réalisée à différents 

temps, pendant ou après l’injection du LCR (Figure 30). Le dosage montre une 

augmentation jusqu’à 13 jours après le début de l’injection puis une diminution. Les Ac 

ne sont plus détectables à 46 jours. 
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Figure 30 : Quantification des Ac anti-NMDAR dans l’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 l’hippocampe à différents temps, pendant et après 

l’injection. n=5 et n=4 pour le jour 5 ; ns, non significatif ; $$ p<0,01 ; $$$ ou *** p<0,001. 

(Planagumà et al. 2015). 

 

Afin d’évaluer l’effet de ces Ac sur l’apparition de troubles comportementaux, 

des tests ont été réalisés pendant et après l’injection du LCR. Les animaux recevant 

le LCR de patients atteints d’EA à Ac anti-NMDAR ne présentent pas d’agressivité, 

d’anxiété ou une locomotion modifiée par rapport à ceux ayant reçu le LCR de patients 

contrôles. En revanche, des troubles de mémorisation ont été relevés à partir du 10e 

jour d’injection jusqu’à au moins le 18e jour, soit 4 jours après l’arrêt de l’infusion 

(Figure 31A-B). De plus, un comportement dépressif a été mis en évidence au 10e 

jour par le test de préférence au sucrose et au 12e jour par le test de suspension par 

la queue (Figure 31C-D). A noter, qu’après un laps de temps d’environ 10 jours après 

l’arrêt de l’injection 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 l’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 après 

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 l’eau 

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

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

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

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

2015). 

 

Modèle de Malviya et collaborateurs 

Ce modèle 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 à Ac anti-NMDAR ont été isolés et une 

analyse des chaines légères des Ig a été effectuée par « single cell séquençage ». 

Les transcrits ont été amplifiés par RT-PCR et l’Ac le plus affin a été sélectionné. 
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L’injection se déroule de la même manière que le modèle précédent, Planagumà et 

collaborateurs, et se déroule également sur 14 jours.  

L’injection de cet Ac monoclonal, identifié SSM5 vs 12D7 pour son contrôle, met 

en évidence une diminution de près de 50% de la densité des NMDAR au sein de 

l’hippocampe au 18e jour, soit 4 jours après la fin de l’infusion de l’Ac (Figure 32). 

 

Figure 32 : Densité des NMDAR dans l’hippocampe de souris injectées avec un Ac 

monoclonal anti-NMDAR. 

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

le début de l’injection, qui a duré 14 jours, la densité des NMDAR sur l’ensemble des 

structures de l’hippocampe a été mesurée. SSM5 : Ac monoclonal ; 12D7 : Ac contrôle. 

n=5 (avec 18 aires hippocampiques par animal). ****p<0,0001 (Adapté de Planagumà 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 modèle précédent (Planagumà et al. 2015). Celui-ci est 

réalisé pendant et après l’injection de l’Ac monoclonal en intracérébral et montre une 

discrimination du nouvel objet décroissante pendant l’injection avec un pic au 18e jour, 

soit 4 jours après 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 modèle 

de Planagumà et collaborateurs. 

 

Figure 33 : Effet de l’Ac monoclonal humain anti-NMDAR sur la mémorisation des 

souris. 

Le test de la reconnaissance du nouvel objet est effectué pendant et après l’injection de 

l’Ac monoclonal humain anti-NMDAR dans le cerveau de souris (fin de l’injection au 14e 

jour). Un index élevé est synonyme d’une meilleure discrimination du nouvel objet. n=7, 

rouge : Ac monoclonal anti-NMDAR, vert : Ac contrôle 12D7, ***p<0,001. (Planagumà et 

al. 2015). 

 

Modèle de Wright et collaborateurs 

Ce modèle de transfert passif a été développé afin d’étudier les crises 

d’épilepsie pouvant survenir chez les patients atteints d’EA à Ac anti-NMDAR (Dalmau 

et al. 2008). Il consiste en la pose d’un système d’EEG sans fil, à base d’électrodes 

implantées dans le cerveau, suivie à  7 et 14 jours de l’injection d’IgG 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 l’hippocampe. 
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Les crises d’épilepsie sont induites par l’injection de pentylenetetrazol (PTZ). Le 

PTZ est administré en i.p. 48h après la première administration des IgG, soit 9 jours 

après 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 reçu les IgG de patient par rapport aux souris 

contrôles (Figure 34). 

 

Figure 34 : Effet de l’injection d’IgG de patients sur les crises d’épilepsies chez les 

souris. 

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

après l’injection des IgG de patients atteints d’EA à Ac anti-NMDAR. Les crises qui 

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

 

 

Qu’il s’agisse de modèles d’immunisation active ou de transfert passif, les 

modèles murins permettent une meilleure compréhension de la pathologie et des 

mécanismes sous-jacents. Une des causes possibles de l’EA à Ac anti-NMDAR est 

une infection à HSV (Dalmau, Geis, et Graus 2017). Aussi, l’équipe de Linnoila et 

collaborateurs ont développé un modèle d’EA à Ac anti-NMDAR post-infection à 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 près de 70% des animaux 

développent des Ac dirigés contre la sous-unité GluN1 du NMDAR. Ce modèle ouvre 

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

 

 

Pour résumer :  

- Les modèles murins permettent l’étude du rôle des Ac anti-NMDAR dans la 

pathologie. 

- Les modèles sont réalisés par immunisation active ou par transfert passif d’Ac. 

Notre modèle fait partie de la première catégorie. 

- Dans notre modèle il a été mis en évidence la production d’Ac spécifiques ainsi 

que l’infiltration de lymphocytes B dans le SNC. Un comportement anxieux et 

dépressif, associés à un trouble de la mémorisation ont été observés. 
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5. Les nanoparticules dans les stratégies d’immunothérapie 

tolérogène 

Pour rappel, le traitement de l’EA à Ac anti-NMDAR est composé des thérapies de 

1ère ligne à base de corticostéroïdes, Ig et plasmaphérèse. Les patients réfractaires à 

ces traitements de 1ère intention bénéficient de rituximab et cyclophosphamide en 

seconde ligne (Titulaer et al. 2013). Paracelse, un médecin alchimiste du 16e siècle, 

est à 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 être 

responsables. C’est le cas notamment du rituximab dont les effets indésirables sont 

multiples et variés, tels que infectieux ou cardiovasculaires (Bejan-Angoulvant et 

Alexandre 2019). Le cyclophosphamide est quant à lui responsable de toxicité rénale. 

De façon plus générale, l’ensemble des traitements utilisés dans l’EA à Ac anti-

NMDAR sont à l’origine d’une diminution de l’immunité, pouvant conduire à l’apparition 

d’infections opportunistes ou de réactivation virale. La diminution de l’immunité peut 

être attribuée au mécanisme d’action des traitements qui amenuisent la population 

d’acteurs de l’immunité. L’induction d’une immunothérapie tolérogène pour les 

pathologies autoimmunes est depuis longtemps à l’étude (Link et al. 2001; Bluestone 

et Tang 2004) 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 (Mitarotonda et al. 2022). L’utilisation de NP offre 

de nombreux avantages tant sur leur formulation, leurs propriétés et leurs capacités à 

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

(Ahmad, Al-Hatamleh, et Mohamud 2021).  
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a. Les immunothérapies tolérogènes 

L’objectif d’une immunothérapie tolérogène 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 à de nombreuses décennies et est utilisée depuis 

plus d’un siècle dans le traitement des allergies (Noon 1911). De nombreuses 

stratégies ont été à l’étude pour l’induction d’une immunothérapie tolérogène. 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 rhumatoïde ou de donneurs sains qui 

sont isolées et cultivées in vitro (Harry et al. 2010). Leur différenciation en cellules 

dendritiques tolérogènes est établit après traitement par cGMP-grade (clinical grade 

granulocyte macrophage colony stimulating factor) et MPLA (monophosphoryl lipid A). 

Elles présentent les mêmes caractéristiques 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 tolérogènes 

à réduire la production de cytokines pro-inflammatoires et donc la réponse 

lymphocytaire T. Un essai clinique, dans la polyarthrite rhumatoïde, sur l’utilisation des 

cellules dendritiques tolérogènes a montré en phase I que leur injection au niveau local 

entrainait une amélioration des symptômes. Cependant, les effets n’ont pas été 

retrouvé au niveau systémique (Bell et al. 2017).   

Une autre stratégie d’immunothérapie tolérogène consiste en l’administration de 

peptide libre par différentes voies. Par exemple, l’administration par voie orale, de 

façon répétée et à forte dose de la protéine basique de la myéline (MBP) supprime les 

symptômes de l’EAE (Benson et al. 1999). Cependant, l’administration de fortes doses 
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répétées d’Ag n’est pas compatible pour une transposition chez l’homme. Dans une 

autre étude, un peptide analogue de la MBP est administré par voie nasale et de façon 

répétée chez l’animal, ce qui permet l’induction de lymphocytes T régulateurs et la 

production de cytokine anti-inflammatoire, IL-10 (Sundstedt et al. 2003).  

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

fait l’objet de notre étude. 

 

b. Les nanoparticules 

Historique 

Si les nanotechnologies sont aujourd’hui bien connues et largement utilisées, 

leur histoire remonte en 1959 où, lors d’une conférence, Richard Feyman introduit pour 

la première fois la notion de nanotechnologie par sa conférence intitulée « Il y a 

beaucoup de place en bas », suggérant l’étude de l’infiniment 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 à effet tunnel par Gerd 

Binnig et Heinrich Rohrer, permettant d’observer la matière à l’échelle de l’atome. S’en 

suit la découverte des fullerènes, molécule de carbone de forme géométrique type 

sphère, en 1985 et celle des nanotubes de carbone en 1991. Les années 90 voient 

également l’émergence des premiers produits de consommation contenant des 

nanotechnologies et notamment l’utilisation de liposomes dans les cosmétiques. 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 l’ensemble des outils 

et des techniques permettant l’étude ou les interactions à l’échelle du nanomètre (nm). 

Les nanomatériaux sont déjà largement utilisés dans différents domaines tels que 

l’électronique, le textile ou les cosmétiques. Le domaine de la santé ne fait pas 

exception et ces outils peuvent s’avérer très utiles dans l’aide au diagnostic et en 

thérapeutique. L’intérêt principal de ces nanomatériaux leur est conféré par leur taille 

(Figure 35).  

 

Figure 35 : Echelle de la représentation de la taille des nanomatériaux. 

 

Parmi ces nanomatériaux, il est compté les NP, définies par la norme ISO 

TS/27687 comme « un nano-objet dont les trois dimensions sont à l’échelle 

nanométrique, c’est-à-dire une particule dont le diamètre nominal est inférieur à 100 

nm environ ». 
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Caractéristiques 

Les NP peuvent être de différentes natures et selon les matériaux utilisés elles 

pourront être 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 

retrouvé par exemple les NP à base de métaux, plus couramment utilisées en imagerie 

biomédicale chez l’animal. Les liposomes ou les NP à base de polymères font quant à 

eux partis des NP organiques et peuvent être utilisés à des fins de vecteurs. 

 

 

Figure 36 : Classification des différents types de NP. 

Les NP peuvent être classées en deux catégories principales. La première, les NP 

organiques qui comprennent les liposomes, micelles, émulsions ou encore polymères. La 

seconde, les NP inorganiques qui sont formulées à base de métaux (Ahmed Hamed Khalil, 

A. Arida, et Ahmed 2020). 

 

La taille des NP leur confère la possibilité de passer au travers des barrières 

physiologiques et d’être compatible avec une injection i.v. En effet, une taille trop 
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importante pourrait être la cause d’embole lors de l’injection. Leur taille impacte 

également leur mode d’internalisation (Hillaireau et Couvreur 2009). Ainsi, la 

phagocytose concerne les NP de tailles très diverses. Des NP à base de polystyrène 

allant de 250 à 3000 nm peuvent être 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 à 200 nm sont majoritairement endocytées via la voie 

des clathrines. Au fur et à 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 (Hillaireau et Couvreur 2009). 

Un autre paramètre important est la charge de surface des NP, mesurée par le 

potentiel zeta. La charge portée à la surface des NP influence davantage l’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 (Mc Carthy et al. 2015). A l’inverse, les NP portant une 

charge de surface négative sont internalisées après marquage par un ligand qui se lie 

ensuite à son récepteur à la membrane. La liaison et la phagocytose apparaissent plus 

élevées pour ce type de NP (Hillaireau et Couvreur 2009). 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 (Mc Carthy et al. 2015; J. Zhao et 

Stenzel 2018). 
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c. Applications des nanoparticules dans le domaine biomédical 

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 

être de différents ordres. Ainsi, il est possible de fixer un Ac à la surface des NP 

permettant de les adresser vers un type cellulaire particulier. Cette technique peut être 

utilisée pour visualiser en imagerie moléculaire une inflammation en ciblant les 

molécules VCAM, fortement exprimées dans ces conditions au niveau vasculaire 

(Pagoto et al. 2016). 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 l’imagerie de l’AVC dans un modèle murin pouvant permettre une 

amélioration du diagnostic et de la prise en charge (Montagne et al. 2012; Gauberti et 

al. 2013). Une autre technique de « fonctionnalisation » est l’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 l’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 (Andrieux et Couvreur 2012; Adnet et al. 2020). 

Cette qualité de vecteur peut également être utilisée afin de réorienter l’utilisation de 

médicament déjà existant pour une autre indication. Par exemple, le captopril, 

inhibiteur de l’enzyme de conversion possédant une indication dans le traitement de 
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l’hypertension artérielle, est apporté directement via des liposomes à des fibroblastes 

d’une tumeur pancréatique et permet, de par son action locale, une meilleure 

pénétration de l’agent anticancéreux (Chen et al. 2022).  

Ces propriétés de ciblage spécifique ou d’encapsulation des NP ont suscité un 

fort intérêt dans leur utilisation dans le cadre de l’immunité et plus spécifiquement dans 

l’induction de tolérance immunitaire (Ahmad, Al-Hatamleh, et Mohamud 2021).  

 

d. Les nanoparticules et stratégie d’immunothérapie tolérogène 

L’impact des NP sur le système immunitaire et sa réponse dépend de leur nature 

et leurs propriétés. Ainsi, elles peuvent être utilisées en tant qu’adjuvant pour modifier 

la réponse ou pour cibler un sous-type cellulaire particulier (Mitarotonda et al. 2022; 

Ahmad, Al-Hatamleh, et Mohamud 2021). La possibilité de les fonctionnaliser avec 

une molécule particulière permet, dans les pathologies autoimmunes, de cibler une 

réponse Ag spécifique. Ainsi, la vectorisation d’un Ag permet l’induction de 

lymphocytes T régulateurs ou encore de modifier la balance lymphocytes T 

régulateurs / lymphocytes T effecteurs en faveur d’une tolérance (Cappellano et al. 

2019). Parmi les NP, celles à base de poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), 

biocompatibles et non toxiques, ont montré leur intérêt dans le potentiel traitement de 

maladies autoimmunes. 

Les NP présentées dans les modèles pré-cliniques ci-dessous sont formulées à 

base de PLGA. Il s’agit du même type de NP que nous avons utilisé pour notre étude. 

Ces NP sont obtenues au cours d’un procédé de formulation impliquant une double 

émulsion (eau/huile/eau) et une sonication (Figure 37). Le PLGA est un polymère 
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biodégradable et biocompatible, soluble dans les solvants organiques. Il possède la 

capacité de modifier sa surface ce qui permet sa liaison ou l’encapsulation de 

molécules. Leur dégradation peut passer par une hydrolyse, une oxydation ou être 

enzymatique. La dégradation est impactée par la température et le pH (Chavan et al. 

2022). Au cours du procédé de formulation, le PLGA est solubilisé dans du 

dichlorométhane puis le peptide en solution aqueuse est ajouté. Une première 

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-à-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 confèrent la capacité de 

modifier la tension superficielle entre deux surfaces, permettant la solubilisation et la 

stabilisation des systèmes. Une seconde sonication a lieu, suivie de l’évaporation du 

dichlorométhane. Après lavages, la solution contenant les NP synthétisées est 

lyophilisée afin d’obtenir une poudre à conserver avant réhydratation et 

l’administration. 
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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 première 

sonication permet l’obtention d’une première émulsion de type eau dans huile. Cette 

émulsion est ajoutée au PEMA solubilisé dans l’eau. La seconde sonication permet 

l’obtention de la seconde émulsion de type eau dans huile dans eau. L’évaporation du 

dichlorométhane permet l’obtention de l’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 modèle d’EAE 

Le modèle EAE est un modèle 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 à base de PLGA avec un peptide de la PLP139-151 (proteolipid 

protein), un Ag de la myéline, utilisé pour l’induction d’un modèle 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 l’immunisation (induction du modèle), 

permet de prévenir le développement de la pathologie (Figure 38).   
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Figure 38 : Effet de l’injection de NP dans un modèle EAE. 

L’injection i.v. des NP couplées au peptide PLP aux animaux est réalisée en amont de 

l’immunisation. L’évaluation clinique des animaux est réalisée à partir de l’immunisation. 

OVA, peptide contrôle ovalbumine ; PLP, peptide d’immunisation issu de la « proteolipid 

protein » de la myéline ; *p<0,05 (d’après Hunter et al. 2014). 

 

Ces données pré-cliniques sont associées à une diminution de l’infiltration des 

cellules immunitaires dans le SNC. Plus spécifiquement, les lymphocytes Th1 et Th17 

sont diminués par rapport à la situation témoin. 

Une autre équipe, utilisant le peptide MOG35-55 (myelin oligodendrocyte 

glycoprotein) dans un modèle d’EAE primaire progressive montre des résultats pré-

cliniques similaires suite à l’administration préventive de NP PLGA couplées au 

peptide MOG 7 jours en amont de l’immunisation (Gholamzad et al. 2020). L’évaluation 

du taux de lymphocytes T régulateurs dans la rate montre que ceux-ci sont plus élevés 

chez les animaux ayant reçu les NP-MOG. De plus, l’étude du profil cytokinique révèle 

que la balance entre les cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et IL-17) et anti-

inflammatoire (IL-10) est inversée entre les animaux avec NP tolérogènes et leur 

contrôle (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 l’immunisation, ont été mis en culture pendant 72h en présence 

du peptide MOG, puis la concentration en cytokines IFN-γ (a), IL-17 (b) et IL-10 (c) a été 

mesurée dans les surnageants. PLGA-OVA, NP contrôle avec le peptide ovalbumine ; 

PLGA-MOG, NP avec le peptide MOG. n=5, ****p<0,0001 (Gholamzad et al. 2020). 

 

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 l’augmentation de 

cytokine anti-inflammatoire (Kenison et al. 2020). 

L’ensemble de ces données mettent en avant l’efficacité de l’immunothérapie 

tolérogène induite par les NP associées à un peptide spécifique dans les modèles 

animaux. 

Les nanoparticules dans un modèle de diabète de type 1 

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

destruction des cellules β 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 (Boldison et Wong 2016). 

Prasad et collaborateurs ont associé un peptide (p31 peptide), mimétique de la 

séquence de la chromogranine A(29-42 et 358-371) reconnue par les lymphocytes T sur les 

cellules pancréatiques, à des NP PLGA (Prasad et al. 2018). L’injection de ces NP à 

une souche de souris développant un DT1 permet de réduire l’incidence de la 

pathologie. Le taux de glucose présent dans le sang reste stable alors que les animaux 

ayant reçu les NP avec le peptide contrôle (MOG) voient leur taux augmenter très 

rapidement (Figure 40). 

 

Figure 40 : Effet de l’injection de NP associées au peptide p31 dans un modèle 

murin de DT1. 

Les NP sont injectées à J0 et J1 de l’induction du modèle. Le taux de glucose est mesuré 

dans le sang. MOG-SP, NP avec le peptide contrôle ; p31-SP, NP avec le peptide de la 

chromogranine A (d’après Prasad et al. 2018). 

 

L’analyse des cytokines montre une quasi-absence des cytokines pro-

inflammatoires IFN-γ, IL-2 et GM-CSF dans le pancréas alors que celles-ci sont 

présentes chez les animaux contrôles. De plus, la cytokine anti-inflammatoire IL-10, 
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est augmentée dans les splénocytes et une augmentation des lymphocytes T 

régulateurs à la fois dans la rate et dans le pancréas est observée. Ceci suggère la 

diminution de lymphocytes T activés au niveau du pancréas et donc l’induction d’une 

tolérance par les NP.  

Les nanoparticules dans un modèle d’inflammation respiratoire 

allergique 

Les réponses allergiques sont causées par des lymphocytes Th2 qui produisent 

de l’IL-4, IL-5 et IL-13. Smarr et collaborateurs, au travers d’un modèle murin 

d’inflammation respiratoire, ont cherché à inhiber cette réponse Th2 à l’aide de NP à 

base de PLGA (Smarr et al. 2016). Le modèle est induit par deux injections 

d’ovalbumine en i.p. en présence d’aluminium. Avant prélèvements des tissus et du 

BALF (bronchoalveolar lavage fluid), les animaux inhalent de l’ovalbumine en aérosol 

en séquence de 20 minutes pendant 3 jours. L’injection de NP, contenant le peptide 

ovalbumine, à 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 

modèle allergique d’inflammation des voies respiratoires. 

Les NP (OVA ou LYS pour les contrôles) ont été injectées 7 jours avant l’induction du 

modèle par injection d’ovalbumine en présence d’aluminium. Avant prélèvement, les 

animaux ont subi 20 minutes d‘aérosols d’ovalbumine durant 3 jours. PLG(OVA), NP 

ovalbumine ; PLG(LYS), NP lysosyme (contrôle). n=5, *p<0,05, **p<0,01 (adapté de Smarr 

et al. 2016). 

 

La production des cytokines IFN-γ et IL-17, correspondant aux lymphocytes Th1 et 

Th17 n’a pas été différente entre les groupes de souris avec les NP ovalbumine ou les 

NP contrôle. 

Les nanoparticules dans un modèle de maladie cœliaque 

La maladie cœliaque se définie comme une hypersensibilité au gluten. La 

présence de gluten dans le tractus intestinal conduit l’activation et la différenciation 

des lymphocytes T en lymphocytes Th1. Une production d’IFN-γ s’en suit, entrainant 

une altération de la muqueuse intestinale à l’origine des symptômes de la maladie 

(Nilsen et al. 1998). Freitag et collaborateurs ont évalué l’induction d’une 

immunothérapie tolérogène dans un modèle murin de maladie céliaque (Freitag et al. 

2020). A l’inverse des pathologies précédentes où la rupture de tolérance concernait 

des Ag du « soi », il s’agit ici d’une hypersensibilité à une molécule exogène.  
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Le modèle est induit par une immunisation active avec la protéine gliadine, protéine 

entrant dans la composition du gluten. L’immunisation fait suite à un traitement par NP 

PLGA, 7 jours auparavant, contenant la protéine gliadine encapsulée (Freitag et al. 

2020). Les résultats mettent en évidence la prévention d’une hypersensibilité à la 

gliadine (Figure 42).  

 

 

Figure 42 : Effet de l’injection de NP PLGA contenant la protéine gliadine dans un 

modèle de maladie cœliaque. 

Les NP ont été injectées 7 jours avant l’immunisation avec la protéine gliadine. Au 14
e

 jour 

suivant l’immunisation, les animaux reçoivent une injection de gliadine ou ovalbumine 

(contrôle) en intra-dermique, derrière l’oreille. La mesure du gonflement de l’oreille 

mesurée à 24h permet de déterminer l’hypersensibilité. OVA, ovalbumine (D’après Freitag 

et al. 2020). 

 

Dans un modèle 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-γ, IL-17 et IL-2, et augmente celle de 

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

régulateurs.  

L’ensemble de ces données, sur différents modèles 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’intérêt de cette approche dans notre pathologie d’étude, l’EA à Ac anti-

NMDAR. 

Les stratégies d’immunothérapies tolérogènes par NP PLGA présentées dans les 

différents modèles murins ci-dessus montrent une action sur la réponse lymphocytaire 

T. Cependant, dans l’EA à Ac anti-NMDAR, la pathologie est imputée aux Ac 

encéphalopathogéniques. Dans le modèle de maladie cœliaque, Freitag et 

collaborateurs ont mis en évidence, associé à une diminution des lymphocytes T 

effecteurs, une diminution des Ac anti-gliadine (Freitag et al. 2020). Ces données 

montrent un impact sur la production d’Ac lors d’une action tolérogène sur les 

lymphocytes T et par conséquent que l’induction d’une immunothérapie tolérogène par 

NP PLGA pourrait être efficace dans notre modèle murin. 
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Pour résumer : 

- Les traitements de l’EA à Ac anti-NMDAR, et des pathologies autoimmunes en 

générale, sont efficaces mais aussi à l’origine d’effets secondaires et de toxicité. 

Des immunothérapies visant à induire un état de tolérance en absence de 

toxicité sont à l’étude. 

- Il existe différentes façon d’induire une immunothérapie tolérogène dont celle 

passant par l’utilisation de NP. 

- Les NP sont des nanomatériaux à l’échelle nanométrique et peuvent être de 

nature organique 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 très efficaces dans l’induction d’une tolérance 

immunitaire dans diverses pathologies autoimmunes chez l’animal. 
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Objectifs 

L’EA à 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 à HSV (Dalmau, Geis, et Graus 2017). Les femmes jeunes 

sont principalement touchées et des troubles neurologiques et psychiatriques sévères 

sont observés, pouvant évoquer une schizophrénie. Le diagnostic de cette pathologie 

repose en autre sur l’identification d’Ac anti-NMDAR dans le LCR dont le rôle 

pathologique a été démontré dans cette maladie (Graus et al. 2016). 

A l’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 être nécessaire pour la mise en place d’une réponse immunitaire 

avec la production d’Ac. Ce rôle des lymphocytes T, et notamment les lymphocytes T 

CD4, n’est que très peu étudié chez l’homme. Plusieurs modèles de cette pathologie 

ont été développé via une immunisation avec un peptide ou une protéine issus de la 

sous-unité GluN1 du NMDAR. Notre laboratoire a mis en place un modèle 

d’immunisation active, avec le peptide GluN1359-378, mettant en évidence une réponse 

lymphocytaire B via la production d’Ac spécifiques ainsi qu’une infiltration de 

lymphocytes B dans le SNC (Wagnon et al. 2020).  

 Le traitement des maladies autoimmunes repose fréquemment sur l’utilisation 

d’immunosuppresseurs ou d’immunomodulateurs. Ces traitements, bien qu’efficaces, 

s’avèrent 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 à un peptide, se sont 

révélées particulièrement efficaces dans le traitement des pathologies autoimmunes 
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chez l’animal, telles que l’EAE, modèle de sclérose en plaques (Hunter et al. 2014; 

Gholamzad et al. 2020). 

Les objectifs de notre étude ont été : 

- Identifier et caractériser les lymphocytes T spécifiques de GluN1359-378 dans 

notre modèle d’EA à Ac anti-NMDAR. 

- Mettre au point une stratégie d’immunothérapie tolérogène dans notre modèle 

à l’aide de NP à base de PLGA contenant le peptide d’immunisation 

(collaboration avec le Pr Malzert-Fréon et Dr Groo du Centre d’Etude et de 

Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN) ainsi que l’équipe du Pr 

Miller de l’Université de Northwestern de Chicago).  
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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 GluN1359-378 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-GluN1 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 GluN1 

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 GluN1 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 GluN1 and GluN2B 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 GluN1359-378 
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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 GluN1359-378 peptide, but 

not with irrelevant control peptide (GluN1168-187 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. GluN1-

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 matière 

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 200µg of GluN1 peptide (GluN1 359-378) with 200µg of 

Complete Freund’s Adjuvant (CFA, Sigma Aldrich) containing 800µg 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 (50µL at each injection site). All animals were intraperitoneally injected at 

days 0 and 2 with 200ng of pertussis toxin (Sigma Aldrich) in 200µL 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 40µm 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 

(1mg/mL, Sigma Aldrich), 0.1% DNAse I (1mg/mL, Worthington Biochemical) and 1% 

BSA (250mg/mL, Sigma Aldrich) at 37°C. Then, cells were passed through a 70µm 

filter. Cells (105) were plated on 96 well U bottom plates in 200µL 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 GluN1 peptide (UNIROUEN, 

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

Cell proliferation assay by carbofluorescein succinimidyl ester (CFSE) 

dilution 

Cells at 1x106 /mL were incubated for 20 min at room temperature in PBS with 0.5µM 

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 50µL of staining buffer and Fc receptors were blocked for 

15 min at 4°C with 10µg/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 ζ-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 200µL 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 GluN1 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 

quadrants 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 GluN1 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)  

At day 7 and 15, the repartition in naive/memory CD4+ T cells was similar in both sham 

and EA mice (Fig 1B). Naïve 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-GluN1 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 GluN1 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 GluN1 vs 2148 

± 247 with the control peptide (p=0.0038) (Fig 3A and B). Presence of anti-GluN1 

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 GluN1 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 GluN1 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 GluN1 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 GluN1 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-γ ELISPOT 

assay (supplementary Fig 4). For large CD4+ T cells, index proliferation was 2.33 ± 

0.05 with Glun1 peptide vs 1.12 ± 0.03 with control peptide in AE mice (p<0.0001).  

Interestingly, CD4+ T cells able to recognize the GluN1 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 GluN1 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 Th1, 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 GluN1 peptide, splenocytes harboured a 

polyfunctional profile and secreted Th1 (IFN-γ, TNF-α 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+/CD69- T cells, higher levels of CXCR3, CCR6 

and CXCR5/PD1 associated with Th1, Th17 and Tfh profiles, respectively (Fig 4B).  
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Treatment with PLGA nanoparticles encapsulating GluN1 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 (GluN1-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 3µg/mg of NPs. 

Animals were treated with GluN1-NPs or control NPs (OVA-NPs) one week before 

immunization with the GluN1 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-GluN1 CD4+ T cell response was hampered in mice treated with 

GluN1-NPs vs OVA-NPs : CD69 MFI was 2400 ± 221 after reactivation with GluN1 

peptide in mice infused with GluN1-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 

GluN1 peptide in mice treated with GluN1-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-GluN1 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 GluN1-

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 GluN1 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 naïve/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 GluN1 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 GluN1359-378 peptide that induce AE-like symptoms in our 

model. Anti-GluN1 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 Th1, Th17 and Th2/Tfh 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-GluN1 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-α and IFN-γ, two 

Th1-associated cytokines without showing difference between patients and healthy 

donors. It is possible that anti-GluN1 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 Il-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-α, 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 neuromyelitis 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 GluN1 
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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 GluN1-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. 

 

  



 131 Résultats 

REFERENCES 

[1] J. Dalmau, T. Armangué, J. Planagumà, M. Radosevic, F. Mannara, F. Leypoldt, 
C. Geis, E. Lancaster, M.J. Titulaer, M.R. Rosenfeld, F. Graus, An update on 
anti-NMDA receptor encephalitis for neurologists and psychiatrists: mechanisms 
and models, Lancet Neurol. (2019). https://doi.org/10.1016/S1474-
4422(19)30244-3. 

[2] E.H. Moscato, X. Peng, A. Jain, T.D. Parsons, J. Dalmau, R.J. Balice-Gordon, 
Acute mechanisms underlying antibody effects in anti-N-methyl-D-aspartate 
receptor encephalitis, Ann Neurol. 76 (2014) 108–119. 
https://doi.org/10.1002/ana.24195. 

[3] J. Planagumà, F. Leypoldt, F. Mannara, J. Gutiérrez-Cuesta, E. Martín-García, 
E. Aguilar, M.J. Titulaer, M. Petit-Pedrol, A. Jain, R. Balice-Gordon, M. 
Lakadamyali, F. Graus, R. Maldonado, J. Dalmau, Human N-methyl D-aspartate 
receptor antibodies alter memory and behaviour in mice, Brain. 138 (2015) 94–
109. https://doi.org/10.1093/brain/awu310. 

[4] S. Crotty, T Follicular Helper Cell Biology: A Decade of Discovery and Diseases, 
Immunity. 50 (2019) 1132–1148. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2019.04.011. 

[5] E. Martinez-Hernandez, J. Horvath, Y. Shiloh-Malawsky, N. Sangha, M. 
Martinez-Lage, J. Dalmau, Analysis of complement and plasma cells in the brain 
of patients with anti-NMDAR encephalitis, Neurology. 77 (2011) 589–593. 
https://doi.org/10.1212/WNL.0b013e318228c136. 

[6] B.E. Jones, K.R. Tovar, A. Goehring, F. Jalali-Yazdi, N.J. Okada, E. Gouaux, 
G.L. Westbrook, Autoimmune receptor encephalitis in mice induced by active 
immunization with conformationally stabilized holoreceptors, Sci Transl Med. 11 
(2019) eaaw0044. https://doi.org/10.1126/scitranslmed.aaw0044. 

[7] I. Wagnon, P. Hélie, I. Bardou, C. Regnauld, L. Lesec, J. Leprince, M. Naveau, 
B. Delaunay, O. Toutirais, B. Lemauff, O. Etard, D. Vivien, V. Agin, R. Macrez, 
E. Maubert, F. Docagne, Autoimmune encephalitis mediated by B-cell response 
against N-methyl-d-aspartate receptor, Brain. (2020). 
https://doi.org/10.1093/brain/awaa250. 

[8] D.P. McCarthy, J.W.-T. Yap, C.T. Harp, W.K. Song, J. Chen, R.M. Pearson, 
S.D. Miller, L.D. Shea, An antigen-encapsulating nanoparticle platform for 
TH1/17 immune tolerance therapy, Nanomedicine. 13 (2017) 191–200. 
https://doi.org/10.1016/j.nano.2016.09.007. 

[9] R.M. Pearson, J.R. Podojil, L.D. Shea, N.J.C. King, S.D. Miller, D.R. Getts, 
Overcoming challenges in treating autoimmuntity: Development of tolerogenic 
immune-modifying nanoparticles, Nanomedicine. 18 (2019) 282–291. 
https://doi.org/10.1016/j.nano.2018.10.001. 

[10] E.G. Hughes, X. Peng, A.J. Gleichman, M. Lai, L. Zhou, R. Tsou, T.D. Parsons, 
D.R. Lynch, J. Dalmau, R.J. Balice-Gordon, Cellular and synaptic mechanisms 
of anti-NMDA receptor encephalitis, J. Neurosci. 30 (2010) 5866–5875. 
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0167-10.2010. 

[11] H.-G. Lee, J.-U. Lee, D.-H. Kim, S. Lim, I. Kang, J.-M. Choi, Pathogenic function 
of bystander-activated memory-like CD4+ T cells in autoimmune 
encephalomyelitis, Nat Commun. 10 (2019) 709. https://doi.org/10.1038/s41467-
019-08482-w. 

[12] Y. Sonobe, S. Jin, J. Wang, J. Kawanokuchi, H. Takeuchi, T. Mizuno, A. 
Suzumura, Chronological changes of CD4(+) and CD8(+) T cell subsets in the 



 132 Résultats 

experimental autoimmune encephalomyelitis, a mouse model of multiple 
sclerosis, Tohoku J Exp Med. 213 (2007) 329–339. 
https://doi.org/10.1620/tjem.213.329. 

[13] S. Martinez-Pasamar, E. Abad, B. Moreno, N. Velez de Mendizabal, I. Martinez-
Forero, J. Garcia-Ojalvo, P. Villoslada, Dynamic cross-regulation of antigen-
specific effector and regulatory T cell subpopulations and microglia in brain 
autoimmunity, BMC Syst Biol. 7 (2013) 34. https://doi.org/10.1186/1752-0509-7-
34. 

[14] C. Steckner, A. Weber, A.K. Mausberg, M. Heininger, F. Opdenhövel, B.C. 
Kieseier, H.P. Hartung, H.H. Hofstetter, Alteration of the cytokine signature by 
various TLR ligands in different T cell populations in MOG37-50 and MOG35-55-
induced EAE in C57BL/6 mice, Clin Immunol. 170 (2016) 22–30. 
https://doi.org/10.1016/j.clim.2016.05.008. 

[15] H.H. Hofstetter, S.M. Ibrahim, D. Koczan, N. Kruse, A. Weishaupt, K.V. Toyka, 
R. Gold, Therapeutic efficacy of IL-17 neutralization in murine experimental 
autoimmune encephalomyelitis, Cell Immunol. 237 (2005) 123–130. 
https://doi.org/10.1016/j.cellimm.2005.11.002. 

[16] L.-M. Dao, M.-L. Machule, P. Bacher, J. Hoffmann, L.-T. Ly, F. Wegner, A. 
Scheffold, H. Prüss, Decreased inflammatory cytokine production of antigen-
specific CD4+ T cells in NMDA receptor encephalitis, J Neurol. 268 (2021) 
2123–2131. https://doi.org/10.1007/s00415-020-10371-y. 

[17] M.S. Weber, T. Prod’homme, J.C. Patarroyo, N. Molnarfi, T. Karnezis, K. 
Lehmann-Horn, D.M. Danilenko, J. Eastham-Anderson, A.J. Slavin, C. Linington, 
C.C.A. Bernard, F. Martin, S.S. Zamvil, B-cell activation influences T-cell 
polarization and outcome of anti-CD20 B-cell depletion in central nervous 
system autoimmunity, Ann Neurol. 68 (2010) 369–383. 
https://doi.org/10.1002/ana.22081. 

[18] N. Molnarfi, U. Schulze-Topphoff, M.S. Weber, J.C. Patarroyo, T. Prod’homme, 
M. Varrin-Doyer, A. Shetty, C. Linington, A.J. Slavin, J. Hidalgo, D.E. Jenne, H. 
Wekerle, R.A. Sobel, C.C.A. Bernard, M.J. Shlomchik, S.S. Zamvil, MHC class 
II-dependent B cell APC function is required for induction of CNS autoimmunity 
independent of myelin-specific antibodies, J Exp Med. 210 (2013) 2921–2937. 
https://doi.org/10.1084/jem.20130699. 

[19] A.C. Lino, T. Dörner, A. Bar-Or, S. Fillatreau, Cytokine-producing B cells: a 
translational view on their roles in human and mouse autoimmune diseases, 
Immunol Rev. 269 (2016) 130–144. https://doi.org/10.1111/imr.12374. 

[20] C. Malmeström, B.A. Andersson, S. Haghighi, J. Lycke, IL-6 and CCL2 levels in 
CSF are associated with the clinical course of MS: implications for their possible 
immunopathogenic roles, J Neuroimmunol. 175 (2006) 176–182. 
https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2006.03.004. 

[21] E.R. Pierson, I.M. Stromnes, J.M. Goverman, B cells promote induction of 
experimental autoimmune encephalomyelitis by facilitating reactivation of T cells 
in the central nervous system, J Immunol. 192 (2014) 929–939. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1302171. 

[22] M. Mitsdoerffer, Y. Lee, A. Jäger, H.-J. Kim, T. Korn, J.K. Kolls, H. Cantor, E. 
Bettelli, V.K. Kuchroo, Proinflammatory T helper type 17 cells are effective B-cell 
helpers, Proc Natl Acad Sci U S A. 107 (2010) 14292–14297. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1009234107. 

[23] A. Peters, L.A. Pitcher, J.M. Sullivan, M. Mitsdoerffer, S.E. Acton, B. Franz, K. 
Wucherpfennig, S. Turley, M.C. Carroll, R.A. Sobel, E. Bettelli, V.K. Kuchroo, 



 133 Résultats 

Th17 cells induce ectopic lymphoid follicles in central nervous system tissue 
inflammation, Immunity. 35 (2011) 986–996. 
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2011.10.015. 

[24] J. Guo, C. Zhao, F. Wu, L. Tao, C. Zhang, D. Zhao, S. Yang, D. Jiang, J. Wang, 
Y. Sun, Z. Li, H. Li, K. Yang, T Follicular Helper-Like Cells Are Involved in the 
Pathogenesis of Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, Front Immunol. 9 
(2018) 944. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00944. 

[25] J.L. Quinn, G. Kumar, A. Agasing, R.M. Ko, R.C. Axtell, Role of TFH Cells in 
Promoting T Helper 17-Induced Neuroinflammation, Front Immunol. 9 (2018) 
382. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00382. 

[26] J.R. Moffitt, E. Lundberg, H. Heyn, The emerging landscape of spatial profiling 
technologies, Nat Rev Genet. (2022). https://doi.org/10.1038/s41576-022-
00515-3. 

[27] M. Pohl, M.-T. Fischer, S. Mader, K. Schanda, M. Kitic, R. Sharma, I. Wimmer, 
T. Misu, K. Fujihara, M. Reindl, H. Lassmann, M. Bradl, Pathogenic T cell 
responses against aquaporin 4, Acta Neuropathol. 122 (2011) 21–34. 
https://doi.org/10.1007/s00401-011-0824-0. 

[28] D. Sun, J.N. Whitaker, Z. Huang, D. Liu, C. Coleclough, H. Wekerle, C.S. Raine, 
Myelin antigen-specific CD8+ T cells are encephalitogenic and produce severe 
disease in C57BL/6 mice, J Immunol. 166 (2001) 7579–7587. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.166.12.7579. 

[29] M. Bettini, K. Rosenthal, B.D. Evavold, Pathogenic MOG-reactive CD8+ T cells 
require MOG-reactive CD4+ T cells for sustained CNS inflammation during 
chronic EAE, J Neuroimmunol. 213 (2009) 60–68. 
https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2009.05.017. 

[30] C.A. Wagner, P.J. Roqué, T.R. Mileur, D. Liggitt, J.M. Goverman, Myelin-specific 
CD8+ T cells exacerbate brain inflammation in CNS autoimmunity, J Clin Invest. 
130 (2020) 203–213. https://doi.org/10.1172/JCI132531. 

[31] C.B. Smarr, W.T. Yap, T.P. Neef, R.M. Pearson, Z.N. Hunter, I. Ifergan, D.R. 
Getts, P.J. Bryce, L.D. Shea, S.D. Miller, Biodegradable antigen-associated PLG 
nanoparticles tolerize Th2-mediated allergic airway inflammation pre- and 
postsensitization, Proc Natl Acad Sci U S A. 113 (2016) 5059–5064. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1505782113. 

[32] S. Prasad, T. Neef, D. Xu, J.R. Podojil, D.R. Getts, L.D. Shea, S.D. Miller, 
Tolerogenic Ag-PLG nanoparticles induce tregs to suppress activated 
diabetogenic CD4 and CD8 T cells, J Autoimmun. 89 (2018) 112–124. 
https://doi.org/10.1016/j.jaut.2017.12.010. 

[33] T.L. Freitag, J.R. Podojil, R.M. Pearson, F.J. Fokta, C. Sahl, M. Messing, L.C. 
Andersson, K. Leskinen, P. Saavalainen, L.I. Hoover, K. Huang, D. Phippard, S. 
Maleki, N.J.C. King, L.D. Shea, S.D. Miller, S.K. Meri, D.R. Getts, Gliadin 
Nanoparticles Induce Immune Tolerance to Gliadin in Mouse Models of Celiac 
Disease, Gastroenterology. 158 (2020) 1667-1681.e12. 
https://doi.org/10.1053/j.gastro.2020.01.045. 

[34] Z. Hunter, D.P. McCarthy, W.T. Yap, C.T. Harp, D.R. Getts, L.D. Shea, S.D. 
Miller, A biodegradable nanoparticle platform for the induction of antigen-specific 
immune tolerance for treatment of autoimmune disease, ACS Nano. 8 (2014) 
2148–2160. https://doi.org/10.1021/nn405033r. 

[35] R.M. Pearson, L.M. Casey, K.R. Hughes, L.Z. Wang, M.G. North, D.R. Getts, 
S.D. Miller, L.D. Shea, Controlled Delivery of Single or Multiple Antigens in 



 134 Résultats 

Tolerogenic Nanoparticles Using Peptide-Polymer Bioconjugates, Mol Ther. 25 
(2017) 1655–1664. https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2017.04.015. 

[36] J.J. Lochhead, R.G. Thorne, Intranasal delivery of biologics to the central 
nervous system, Adv Drug Deliv Rev. 64 (2012) 614–628. 
https://doi.org/10.1016/j.addr.2011.11.002. 

[37] S.M. Anderton, D.C. Wraith, Hierarchy in the ability of T cell epitopes to induce 
peripheral tolerance to antigens from myelin, Eur J Immunol. 28 (1998) 1251–
1261. https://doi.org/10.1002/(SICI)1521-4141(199804)28:04<1251::AID-
IMMU1251>3.0.CO;2-O. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 135 Résultats 

  



 136 Résultats 

 



 137 Résultats 

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 GluN1 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 GluN1 peptide (20µg/mL) specific reactivation or CLIP peptide (20µg/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 ; 

****p<0.0001), n=5 (spleen), n=4 (meninges). Orange : sham mice ; blue : AE mice. 
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Figure 4 : Effect of GluN1 in vitro exposure on T cells isolated from mice 15 days 

post-immunization with GluN1 peptide. A, Spleen cells were isolated 15 days post-

immunization, cultured and reactivated with either GluN1 peptide or CLIP peptide (both 

20µg/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 CD69- 

respectively, were identified. Th1, Th17 and Th follicular cells were characterized by 

CXCR3, 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 : CD4+ T cell responses of mice immunized with GluN1 peptide after 

treatment with nanoparticles. Splenocytes, from AE mice treated with ovalbumine 

nanoparticles (NP Ova) or GluN1 nanoparticles (NP GluN1) collected 15 days post-

immunization, were reactivated in vitro with GluN1 or CLIP control peptide at 20µg/mL. 

A, Schematic experimental protocol. Mice received nanoparticles loaded with GluN1 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 146 Résultats 

 

 

 

 

 

 



 147 Résultats 

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 : Characterization of nanoparticle formulations. Nanoparticles were 

prepared with GluN1 peptide and Ovalbumine peptide.  

  



 150 Résultats 

 

 

 

 

 

 

 



 151 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 2 : Activated CD8+ T cell response to a specific reactivation. Cells 

from spleen were cultured with GluN1 peptide (20µg/mL) or CLIP peptide (20µg/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. 
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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 GluN1 peptide (20µg/mL) or CLIP peptide (20µg/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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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 (20µg/mL) or CLIP peptide (20µg/mL) as control, for 4 days (n=5). B, 

Splenocytes collected 15 days post immunization were cultured with GluN1 or CLIP 

peptide (both 20µg/mL) during 10 days with IL-2. IFN-γ production is determined by 

ELISpot assay after stimulation with GluN1 or CLIP peptide (both 20µg/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 5 : CD8+ T cell responses of mice immunized with GluN1 peptide  

after treatment with nanoparticles. Splenocytes, from AE mice treated with 

ovalbumine nanoparticles (NP ova) or GluN1 nanoparticles (NP GluN1) collected 15 

days post-immunization, were reactivated in vitro with GluN1 or CLIP control peptide 

at 20µg/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. 
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Discussion 

L’EA à Ac anti-NMDAR est une pathologie autoimmune responsable de troubles 

neurologiques et psychiatriques invalidants et dont les séquelles altèrent la qualité de 

vie des patients (Dalmau 2016). Chez les patients, les auto-Ac vont cibler la sous-unité 

GluN1 du NMDAR causant ainsi les symptômes observés. Plusieurs modèles murins 

ont été mis en place afin d’améliorer la compréhension de cette maladie. Notre 

laboratoire a développé un modèle murin d’EA à Ac anti-NMDAR dans lequel est 

observé une production d’Ac spécifiques de la sous-unité GluN1 du NMDAR ainsi 

qu’une infiltration de lymphocytes B dans le SNC (Wagnon et al. 2020). Afin de mieux 

comprendre les mécanismes immunologiques à l’origine de la formation d’auto-Ac, le 

premier objectif de travail de thèse a été de caractériser la réponse lymphocytaire T 

dans notre modèle. Dans une seconde partie, nous avons mis en place une stratégie 

d’immunothérapie tolérogène à l’aide de NP dans le modèle. 

1. La réponse lymphocytaire dans le modèle EA à Ac anti-

NMDAR 

L’étude ex vivo à 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 

quantitative 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 spécifiques de GluN1 est très faible parmi la population cellulaire étudiée. 

Cependant, des effets cinétiques 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 (Wu et al. 2022). Cette population, qui reste à 

caractériser, pourrait correspondre à des lymphocytes T non conventionnels 

présentant un TCRγδ mais également à des NK-T (natural killer T) identifiables par les 

marqueurs NK1.1, NKG2D ou Ly49a (Simoni et al. 2012). D’autre part, toujours dans 

la rate, les proportions de cellules naïves et mémoires CD4 évoluent et à J15 après 

l’immunisation avec le peptide GluN1. Nous avons remarqué que la proportion de 

cellules naïves avait fortement diminuée comparé au 7e 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 l’Ag, qui participent au développement de la pathologie dans le 

modèle EAE, par amplification des cytokines pro-inflammatoires IL-17A, IFN-γ et GM-

CSF (H.-G. Lee et al. 2019). De manière hypothétique, les cellules mémoires que nous 

avons observées pourraient aussi participer au développement de la pathologie dans 

notre modèle. Etonnement, un « switch » des cellules naïves 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 

que Ly6C et CD25 (Carrio, Bathe, et Malek 2004). 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 

à J15 post-immunisation. Dans l’ensemble, ces effets cinétiques évoquent l’hypothèse 

d’un effet des adjuvants, CFA et/ou toxine pertussique, utilisés lors de l’immunisation 

des animaux. Afin de connaitre l’effet global des adjuvants, un phénotypage des 

lymphocytes T et B, dans la rate et les méninges, à J0 serait à réaliser pour obtenir 

une cinétique complète de l’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 à la réactivation in vitro avec le 

peptide GluN1. Le niveau d’expression (identifié par l’intensité moyenne de 

fluorescence, MFI) et parfois le pourcentage des marqueurs d’activation CD69, CD25 

et CD40L sont augmentés en présence de l’Ag. Nous avons mis en évidence que la 

présence de lymphocytes T spécifiques est nettement plus marquée à J15 qu’à J7 

post-immunisation. Des prémices d’activation sont visibles à J7 post-immunisation 

avec une augmentation de l’expression du marqueur CD25. Nos résultats sont en 

accord avec ce qui a été observé dans le modèle EAE, un autre modèle de 

neuroinflammation impliquant les lymphocytes T CD4. Une étude de la cinétique des 

profils cellulaires dans ce modèle EAE montre un pic de lymphocytes T CD4 12 jours 

après l’immunisation des animaux, retrouvé aussi pour leur prolifération (Sonobe et al. 

2007). Une autre étude dans ce même modèle EAE, fait état d’un pic de l’augmentation 

des lymphocytes T effecteurs, identifiés à l’aide de tétramère et du marqueur CD69, 

plus précoce, vers 7 à 8 jours après l’immunisation (Martinez-Pasamar et al. 2013). 

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 après 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 Th1, Th17 et Th2/Tfh et comparable 

avec celui observé dans l’EAE. Par exemple, Sonobe et collaborateurs ont montré qu’à 

12 jours post-immunisation, une forte production des cytokines IFN-γ et TNF-α est 

observée dans le modèle EAE (Sonobe et al. 2007). L’IL-4 est quant à elle produite 
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plus tôt, soit au 6e jour suivant l’immunisation. La production d’IL-17 croit jusqu’à la 

déclaration des symptômes cliniques. Ceci renforce l’idée de la présence de 

lymphocytes T spécifiques dans notre modèle d’EA à Ac anti-NMDAR et surtout 

l’implication de nombreux acteurs cellulaires potentiellement régulés par différentes 

populations de lymphocytes Th. Pour comparer la cinétique de la production de 

cytokines avec notre modèle, il nous faudrait réaliser leur dosage à différents temps 

afin de déterminer si les résultats que nous avons obtenus, à 15 jours suivant 

l’immunisation, se situent au pic ou non de leur production. 

Notre observation de lymphocytes T spécifiques va dans le sens de l’étude réalisée 

par Jones et collaborateurs, menée avec un autre modèle murin d’EA à Ac anti-

NMDAR,  qui a également montré l’implication des lymphocytes T dans la pathologie 

(Jones et al. 2019). En effet, des animaux déficients de la chaine α du TCR, ont été 

immunisés avec les protéines GluN1 et GluN2 mais n’ont pas développé la pathologie. 

De plus, il n’a pas été retrouvé de production d’Ac ciblant la sous-unité GluN1 du 

NMDAR. Cependant, une étude menée chez des patients atteints d’EA à Ac anti-

NMDAR montre une diminution de la fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques 

par rapport aux témoins sains (Dao et al. 2021). Le test a été effectué en mesurant la 

fréquence des cellules produisant des cytokines pro-inflammatoires, le TNF-α et l’IFN-

γ, après restimulation in vitro par le NMDAR recombinant. Néanmoins, ces analyses 

ont été effectuées après traitements immunomodulateurs. Les patients avaient déjà 

reçu des immunothérapies de première et/ou de deuxième 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 prélèvement n’est pas connu. Une variation des populations 

lymphocytaires au cours l’évolution de la maladie n’est pas à 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. Il serait nécessaire d’approfondir ces résultats et cela au préalable 

à tout traitement. 

Nous avons également étudié la réponse lymphocytaire T dirigée contre GluN1 

au niveau des méninges, zones identifiées comme porte d’entrée dans le SNC 

(Strominger et al. 2018). L’infiltration des méninges par des lymphocytes T spécifiques 

est peu décrite dans les modèles de neuroinflammation. Ceci peut s’expliquer par la 

très 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 GluN1 mais également des lymphocytes B activés. 

Ces résultats suggèrent une coopération T/B au niveau du SNC. Notre hypothèse 

serait que, les lymphocytes B activés auraient un rôle de CPA, comme dans le modèle 

EAE, et stimuleraient les lymphocytes T CD4 spécifiques. En retour, ces lymphocytes 

T CD4 activeraient les lymphocytes B ainsi que les plasmocytes pathogéniques 

(Mitsdoerffer et al. 2010). De manière différente, dans le modèle EAE, les lymphocytes 

T CD4 activeraient préférentiellement les cellules myéloïdes (microglie et 

macrophages) qui sont les effecteurs pathogéniques principaux (Figure 43).  
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Figure 43 : Hypothèses du rôle des lymphocytes B et T dans les modèles de l’EAE 

et de l’EA à Ac anti-NMDAR. 

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

L’activation des lymphocytes T conduit à l’activation des cellules myéloïdes et 

macrophages, participant à la destruction de la gaine de myéline. Dans l’EA, l’interaction 

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

produisant les Ac qui vont conduire à l’internalisation des NMDAR. EAE, encéphalomyélite 

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

 

Le profil lymphocytaire Th dans les méninges, analysable par la sécrétion de cytokines 

après réactivation avec le peptide GluN1, n’a pas pu être clairement établi faute d’un 

nombre suffisant de cellules. Cependant, nous avons mis en évidence une faible 

production spécifique d’IFN-γ indiquant au moins un profil lymphocytaire Th1 (Figure 

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

d’autres techniques plus performantes (cf supra).  

 

Figure 44 : Production d’IFN-γ par les cellules extraites des méninges des souris 

EA à Ac anti-NMDAR. 

Les cellules des méninges, issues des souris immunisées avec le peptide GluN1, à J15 

post-immunisation, ont été cultivées pendant 24h en présence du peptide GluN1. La 

production d’IFN-γ 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 

myéloïdes, de type CPA telles que les cellules dendritiques (CD11c+/CD11b+) ou les 

macrophages (CD11c-/CD11b+). Une information intéressante pour la compréhension 

de notre modèle serait de connaitre leur état d’activation mesurable, par exemple, par 

le niveau d’expression des molécules de CMH II et des molécules de co-stimulation 

CD80 et CD86. La recherche de polynucléaires neutrophiles (PNN) par le marqueur 

Ly6G pourrait également être pertinente. En effet, dans l’EAE, le recrutement des PNN 

permet l’accumulation des lymphocytes B dans les méninges (Parker Harp et al. 2019). 
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De plus, ces PNN ont la possibilité de se différencier en un sous type, les cellules 

suppressives dérivées des myéloïdes (MDSC) au niveau des méninges, via l’activation 

du facteur de transcription STAT3, permettant de contrôler l’accumulation et 

l’activation des lymphocytes B (Knier et al. 2018). L’absence de cette différenciation 

en MDSC pourrait donc permettre l’activation des lymphocytes B à 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 être des lymphocytes T non 

conventionnels porteurs d’un TCRγδ. Ce type cellulaire a été mis en évidence dans 

les méninges de souris naïves, dès la naissance et perdurant tout au long de la vie 

(Ribeiro et al. 2019). Ribeiro et collaborateurs ont également montré que les 

lymphocytes T γδ présents à ce niveau sont responsables de la production d’IL-17 et 

que celle-ci est requise dans les processus de mémorisation à court terme, sans 

impacter la motricité ou l’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 γδ mais également une diminution de l’état d’anxiété chez les souris 

déficientes en IL-17 (Alves de Lima et al. 2020). Ce comportement n’est pas associé 

à un déficit de mémorisation ni de sociabilité chez les animaux. La sécrétion d’IL-17 

par les lymphocytes T γδ 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 modèle, où des troubles de la 

mémorisation et un comportement anxieux ont été mis en évidence (Wagnon et al. 

2020). L’identification d’éventuels lymphocytes T γδ produisant de l’IL-17, mais aussi 

des lymphocytes Th17 est donc d’un intérêt majeur pour la caractérisation des 

mécanismes mis en jeu dans l’EA à Ac anti-NMDAR. 
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Au cours de nos travaux, nous avons mis en évidence des lymphocytes T CD8 

spécifiques dans notre modèle. Les lymphocytes T CD8 spécifiques de la myéline 

(peptides MOG et MBP) ont déjà été montrés comme étant impliqués dans l’EAE (Sun 

et al. 2001; Bettini, Rosenthal, et Evavold 2009). 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 rôle dans l’EA à Ac anti-NMDAR, et 

notamment leur rôle le plus connu, la cytotoxicité. Des tests de cytotoxicité in vitro sur 

des cellules exprimant le NMDAR mises en présence de lymphocytes T CD8 activés, 

issus d’animaux immunisés, pourraient permettre d’apporter un élément de réponse. 

Le rôle de ces lymphocytes pourrait également passer par la production de cytokines 

pro-inflammatoires et l’induction de ROS (espèces réactives de l’oxygène), participant 

ainsi à l’inflammation, comme cela a été montré dans l’EAE (Wagner et al. 2019). A 

l’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 choroïdes, un autre organe important pour l’immunité et 

l’inflammation dans le SNC (Strominger et al. 2018). 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 GluN1, nous avons obtenus lors de l’analyse en cytométrie en flux 

environ 70% de leucocytes pour les méninges contre 5% pour les plexus choroïdes. 

Nous estimons qu’entre 5 et 10 animaux seraient nécessaires pour obtenir le même 
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nombre de leucocytes dans les plexus choroïdes, ce qui est inenvisageable et nous 

oblige à 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 GluN1 de manière très précise au niveau de la rate. Les splénocytes 

des souris EA à Ac anti-NMDAR à J15 post-immunisation ont été réactivés par le 

peptide GluN1 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 techniques. Des analyses 

protéomiques sont néanmoins en cours sur les cellules totales issues des méninges 

et des plexus choroïdes d’animaux immunisés avec le peptide GluN1 vs les animaux 

« sham ».  

Par ailleurs, le rôle des lymphocytes T spécifiques dans la pathologie pourra 

être plus précisément caractérisé par l’utilisation d’un modèle de transfert passif. Les 

modèles d’immunisation passive sont bien connus dans l’EAE et ont permis de montrer 

le rôle pathogénique des lymphocytes T CD4 (Cross et Raine 1990). Ainsi, dans le cas 

de l’EA à Ac anti-NMDAR, un modèle possible consisterait à injecter, par voie i.v., des 

lymphocytes T CD4 spécifiques issus d’animaux immunisés avec le peptide GluN1, à 

des souris déficientes en lymphocytes T CD4 et immunisées avec ce même peptide. 

Un autre modèle consisterait à injecter à la fois des lymphocytes T CD4 spécifiques et 

des Ac anti-NMDAR, cette fois-ci à une souris naïve. Cependant, dans ce cas, le 

passage de la BHE reste essentiel, ce qui nécessiterait possiblement l’utilisation de 

toxine pertussique ou d’un modèle facilitant son ouverture tel que le modèle ApoE. 

Cette dernière stratégie d’utilisation de modèle de transfert passif a été utilisée dans 
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le modèle de la neuromyélite optique (NMO) pour mettre en évidence un effet délétère 

des lymphocytaires T CD4 (Duan et Verkman 2020). La NMO se caractérise par une 

névrite optique avec une perte visuelle, associée à une faiblesse progressive des 

membres et des contractures musculaires (Hardy et al. 2016). Cette pathologie est 

caractérisée par la production d’auto-Ac encéphalitogéniques, dirigés contre 

l’aquaporine-4.  

Enfin, nous pourrions utiliser d’autres technologies permettant une étude globale et la 

plus précise possible à l’heure actuelle des lymphocytes T impliqués dans notre 

modèle d’EA à Ac anti-NMDAR. La première étape consisterait à trier des lymphocytes 

T spécifiques de GluN1, au sein de la rate et des méninges, via l’utilisation de 

tétramères. S’en suivrait une analyse par « single cell RNA sequencing », sur 

l’ensemble des sous populations de lymphocytes T spécifiques (Th, T CD8, T 

régulateurs, T γδ). Cette technique a l’avantage de nécessiter qu’un nombre limité de 

cellules. Cette caractérisation est à poursuivre dans une analyse cinétique et dans 

différentes localisations anatomiques : la rate, les ganglions cervicaux, les méninges 

et les plexus choroïdes. Dans l’EAE, l’utilisation de cette technique a permis de mettre 

en évidence une réponse des lymphocytes Th17 différente en fonction de leur 

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

et al. 2015).  
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2. Induction d’une immunothérapie tolérogène dans le 

modèle EA à Ac anti-NMDAR 

La stratégie d’immunothérapie que nous développons dans notre modèle d’EA 

à Ac anti-NMDAR a pour objectif d’induire un état de tolérance vis-à-vis de GluN1 en 

absence de toxicité. Notre choix s’est porté sur les NP à base de PLGA pour leurs 

caractéristiques de biodégradabilité, les rendant utilisables chez l’homme. D’autre part, 

les NP PLGA se sont révélées efficaces dans la prévention de nombreuses 

pathologies autoimmunes et/ou inflammatoires dans des modèles animaux tels que 

l’EAE, le DT1, l’allergie respiratoire ou encore la maladie cœliaque (Hunter et al. 2014; 

Prasad et al. 2018; Smarr et al. 2016; Freitag et al. 2020). La formulation des NP PLGA 

contenant le peptide GluN1 encapsulé, a été réalisé grâce à 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 à 

mettre au point le procédé de formulation des NP PLGA en vue de leur utilisation en 

immunothérapie tolérogène. Des NP PLGA dites blanches (sans peptide encapsulé) 

ont donc été synthétisées. Nos NP PLGA blanches ont une taille de l’ordre de 410 nm 

et possèdent 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 l’ordre de 430 nm avec une charge de surface de l’ordre de 

-67 mV (Hunter et al. 2014).  

 

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. 

Taille (nm, Z-average) Potentiel zeta (mV)
409.3 +/- 8.84 -65.38 +/- 2.06
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Des tests d’injection de ces NP PLGA blanches à des animaux naïfs n’ont pas 

montré de toxicité apparente avec une absence à la fois de modification du 

comportement des animaux et de défaut de croissance pondérale.  

Ces résultats nous ont conduits à la formulation des NP PLGA avec le peptide GluN1. 

Les dosages par CBQCA (3-(4-carboxybenzoyl)-2-quinoline-carboxaldehyde), 

méthode de dosage fluorimétrique, après digestion des NP PLGA dans du DMSO afin 

de libérer le peptide, n’ont pas permis de mettre en évidence l’encapsulation du peptide 

GluN1 ou du peptide contrôle ovalbumine. Le manque de temps par rapport au déroulé 

de la thèse ne nous a pas permis d’optimiser la phase de synthèse des NP PLGA avec 

les peptides et nous a conduit à interagir directement avec l’équipe du Pr Miller de 

l’université de Northwestern de Chicago, Etats-Unis, pour la synthèse des NP PLGA 

encapsulant les peptides.  

Dans nos expériences, la stratégie d’immunothérapie par injection i.v. des NP 

PLGA GluN1 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 

tolérogène des NP contenant le peptide GluN1 encapsulé, sur la réponse à 

l’immunisation avec ce même peptide. Ces résultats seront à conforter avec le dosage 

des cytokines après réactivation avec le peptide GluN1, comme vu dans la partie 

précédente. De manière importante, il nous reste prochainement à évaluer l’effet du 

traitement par NP PLGA sur la production d’Ac anti-NMDAR dans le sérum des souris 

immunisées avec le peptide GluN1. Nous nous attendons à observer une diminution 

des Ac spécifiques comme ce qui a été observé dans le modèle de maladie cœliaque 

utilisant des NP PLGA encapsulant la protéine de la gliadine (Freitag et al. 2020).   
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Dans le modèle EAE, l’effet des NP suite à leur administration par voies i.p., s.c. et 

orale a été évalué (Hunter et al. 2014). 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 légère 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 à leur administration. Au sein de cet organe, 

les cellules de Kupffer et les cellules endothéliales sinusoïdales du foie joueraient un 

rôle indispensable à l’induction de la tolérance et à la génération de lymphocytes T 

régulateurs (Casey et al. 2022; Carambia et al. 2015). 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 à l’étude pour la délivrance de 

molécules dans le SNC (Gonzalez-Burgos et Lewis 2012; Musumeci et al. 2022). Un 

avantage conféré par cette voie est sa proximité anatomique avec le SNC et 

notamment son accès via la plaque cribiforme et les vaisseaux lymphatiques nasaux, 

permettant de s’affranchir du passage de la BHE (Engelhardt, Vajkoczy, et Weller 

2017). Cette voie serait donc intéressante à comparer à 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 tétramères par 

exemple, seront à réaliser. Des variations dans les populations lymphocytaires, et 

particulièrement des lymphocytes T régulateurs, seront à rechercher.  

D’autre part, la dose de NP PLGA a été déterminée en fonction de ce qui a déjà 

été effectué dans le modèle EAE (Hunter et al. 2014) et suivant les recommandations 

de l’équipe du Pr Miller. Une étude dose-réponse complète dans notre modèle reste à 

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 à Ac anti-NMDAR (Wagnon et al. 2020). D’autre part, un 

suivi sur 24h des animaux, permettant l’enregistrement de leurs phases d’activité et 

de repos, a été effectué et est en cours d’analyse. A ce jour, une explication possible 

à cette discordance est que les animaux peuvent être sensibles à des variations de 

conditions extérieures tels qu’un effet expérimentateur ou encore des modifications 

dans les conditions d’hébergement des animaux. Ces analyses sont à reproduire et 

bien que le modèle ait été validé avec le test du Y-maze et O-maze, d’autres tests 

pourraient être utilisés pour permettre de poursuivre la caractérisation de notre 

modèle, tels que le test de la nage forcée, la suspension par la queue ou encore le 

three-chamber test et l’open-field, ces derniers étant déjà utilisés dans d’autres 

modèles d’EA à Ac anti-NMDAR (Ding et al. 2021; Jones et al. 2019). Enfin, il est 

possible qu’une immunisation avec le peptide GluN1 ne soit pas totalement suffisante 

pour induire des modifications du comportement systématiquement caractérisables. 

Dans ce cas, un « reboost » d’immunisation pourrait être envisagé comme c’est déjà 

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

Pour résumer, l’utilisation de NP PLGA, contenant le peptide GluN1 encapsulé, 

a montré un effet biologique préventif sur notre modèle d’EA à Ac anti-NMDAR. La 

validation de cette étape est importante puisque l’intérêt d’une stratégie tolérogénique 

se situerait dans le traitement préventif d’éventuelles rechutes chez les patients 

atteints d’EA à Ac anti-NMDAR, s’élevant à environ 12% (Titulaer et al. 2013). Dans le 

modèle EAE récurrante-rémittente, les NP PLGA ont montré leur efficacité dans la 

prévention des rechutes (Hunter et al. 2014). Cependant, un modèle d’EA à Ac anti-
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NMDAR présentant des rechutes n’a pas été décrit à l’heure actuelle et serait donc à 

développer via par exemple, la réalisation de « reboost » d’immunisation. L’efficacité 

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

D’autres types de NP, tels que les liposomes ont également montré leur 

efficacité dans la prévention de l’EAE en induisant la diminution de cytokines pro-

inflammatoires et l’augmentation de cytokine anti-inflammatoire (Kenison et al. 2020). 

Dans divers modèles animaux dont l’EAE et souris humanisées, l’utilisation de NP 

d’oxyde de fer conjuguées à des molécules du CMH II liant l’Ag, induit la production 

de cellules T CD4 régulatrices permettant la rémission de la pathologie (Clemente-

Casares et al. 2016). Toujours dans un modèle 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 » (Krienke et al. 2021). 

Les études, menées chez l’animal, de l’utilisation des NP dans l’induction d’une 

immunothérapie tolérogène sont prometteuses et offrent de nouvelles perspectives de 

traitements chez l’homme. 
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Conclusion 

Pour conclure ce travail de thèse, nous avons identifié et caractérisé des 

lymphocytes T spécifique de GluN1 au niveau de la rate et du SNC dans notre modèle. 

Cette observation est un point de départ pour ultérieurement mieux comprendre le rôle 

des lymphocytes T dans la physiopathologie de l’EA à Ac anti-NMDAR.  

Nous avons également montré l’efficacité de l’utilisation de NP PLGA GluN1 sur la 

prévention de l’activation des lymphocytes T dans notre modèle. Bien que ces travaux 

offrent de nouvelles perspectives pour le développement de stratégies thérapeutiques 

tolérogéniques, il reste néanmoins à optimiser l’étude comportementale dans notre 

modèle d’EA à 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 à l’étude de la mise en place du 

modèle murin d’EA à Ac anti-NMDAR au sein de notre laboratoire. Au cours de ces 

travaux, j’ai participé à la réalisation d’expériences complémentaires demandées par 

les « reviewers ». Ces expériences consistaient à isoler les cerveaux d’animaux 

préalablement immunisés avec le peptide GluN1 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 GluN1 vs leur contrôle 

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 l’impact de l’activateur tissulaire du plasminogène 

(tPA) dans le modèle EAE. Pour cet article, j’ai réalisé et analysé l’ensemble des 

immunohistochimie présentées. Il s’agit de l’étude de l’infiltration des lymphocytes T 

dans la moelle épinière d’animaux déficients en tPA comparé à leur contrôle « 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 l’effet de ce dernier sur l’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 troisième article met en évidence les effets du tPA sur les acteurs de l’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 lymphoïdes secondaires ainsi que sur les 

expériences de cytométrie en flux. 
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Etude de la réponse lymphocytaire T contre le récepteur au N-Méthyl-D-Aspartate dans un 

modèle murin d’encéphalite autoimmune 

 

Résumé 
L’encéphalite autoimmune (EA) à anticorps (Ac) anti-récepteur au N-Méthyl-D-Aspartate (NMDAR) est 

une pathologie impliquant des auto-Ac ciblant la sous-unité GluN1 du NMDAR. Cette pathologie dont les étiologies, 

connues à ce jour, sont la présence d’une tumeur ou une infection à 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 rôle 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 rôle des lymphocytes T helper (Th). L’aide de ces derniers peut être requise pour la mise en place 

d’une réponse immunitaire avec production d’Ac. Notre laboratoire a développé un modèle murin d’EA à Ac anti-

NMDAR par immunisation active avec un peptide issu de la sous-unité GluN1. Le modèle présente des troubles 

comportementaux du même 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 l’EA à Ac anti-NMDAR, 

nous nous sommes intéressés à la réponse lymphocytaire T dirigée contre GluN1. Nous avons identifié et 

caractérisé cette réponse au niveau de la rate et du SNC. Quinze jours après l’immunisation des souris avec le 

peptide GluN1359-378, 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 tolérogène grâce à l’utilisation de nanoparticules (NP) 

à base de PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid)), encapsulant le peptide GluN1. L’injection de ces NP PLGA GluN1, 

7 jours en amont de l’immunisation des animaux, permet de prévenir l’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 

GluN1. Pour conclure, notre étude est un point de départ pour une meilleure compréhension du rôle des 

lymphocytes T dans l’EA à Ac anti-NMDAR. Bien qu’encore au stade d’étude pré-clinique, l’utilisation de NP PLGA, 

quant à elle, ouvre de nouvelles perspectives dans le développement de stratégies thérapeutiques tolérogéniques. 

Mots clés : EA à Ac anti-NMDAR, modèle 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 GluN1 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 GluN1359-378 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 (Th1, Th17 and Th follicular/Th2). We developed a tolerogenic immunotherapy strategy using 

nanoparticles (NP) based on PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid)), loaded with GluN1 peptide. The injection of these 

PLGA GluN1 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, GluN1 peptide, T and B cells, specific activation, NP PLGA, tolerogenic 

immunotherapy. 


