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Pathogénicité des lymphocytes dérivés de l’intestin dans la 
sclérose en plaques  

Résumé :  

 

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune, inflammatoire chronique du système 
nerveux central. L’étiologie de la SEP est mal connue mais plusieurs facteurs, notamment génétiques et 

environnementaux, sont associés à une susceptibilité à la SEP. L’intestin, exposé au microbiote 

intestinal, représente une interface majeure des cellules immunitaires avec l’environnement. Des études 
chez l’Homme ont montré que la composition du microbiote intestinal était différente entre sujets sains 

et patients SEP. Chez le modèle murin de la SEP, il a été observé que la composition du microbiote 

intestinal influence le développement de la maladie. De plus, les plasmocytes sécréteurs 

d’immunoglobulines de type A (IgA), présents dans le liquide céphalo rachidien des patients présentant 
une SEP active, ont été montrés comme provenant majoritairement de l'intestin. Historiquement, un rôle 

des LB a été proposé dans la SEP suite à la découverte d’anticorps dans le liquide céphalo rachidien des 

patients SEP, témoignant d’une expansion des LB. Or, le succès récent des thérapies de déplétion des 
LB a mis en évidence un rôle des LB indépendant de la production d’anticorps dans la pathologie de la 

SEP. Dans ce contexte, nous nous intéressons aux lymphocytes B (LB) dérivant de l’intestin dans la 

pathogénicité de la SEP. Pour identifier les LB dérivant de l’intestin nous utilisons l’expression de 

l’intégrine b7. En effet, l’expression de l’intégrine b7 est induite chez les lymphocytes naïfs au niveau 

de site inducteur de l’intestin. Une fois exprimée, les lymphocytes rejoignent alors la circulation 

sanguine pour finalement revenir dans l’intestin grâce au ligand de l’intégrine b7, MADCAM, exprimé 

par les cellules endothéliales mucosales. L’expression de l’intégrine b7 par les lymphocytes dans le sang 

nous permet alors d’identifier les cellules dites « primées » dans l’intestin.  
Nous avons tout d'abord étudié le phénotype de ces LB dérivant de l’intestin chez les sujets sains 

puisque leurs propriétés sont peu connues. Nous avons pu observer que les LB CD27+IgD+ dit 

marginaux b7+ ont un profil plus inflammatoire comparé aux LB mémoires (CD27+IgD-) dérivés ou 

non de l'intestin et aux LB marginaux n'exprimant pas l'intégrine b7. En effet, les LB marginaux b7+ 

sécrètent des niveaux de cytokines inflammatoires plus importants, notamment l'IL-6, le TNFa et la LT-

a. De façon intéressante, cette population sécrète également plus d’IL-10, une cytokine régulatrice. 

Dans un second temps, nous avons étudié les caractéristiques des LB chez les patients atteints 

de SEP. Nous avons deux séries d’expériences. Dans la première série d’expérience, nous avons pu 

observer que les LB CD27+ de certains patients SEP exprimaient plus d’IL-6 que les LB de donneurs 
sains comme précédemment décrit dans la littérature. Nous avons pu déterminer que cette augmentation 

était due à une proportion plus élevée de LB mémoires exprimant l'intégrine b7+ capable de sécréter 

l'IL-6. Lors de la seconde série d'expérience, nous n’avons pas observé de différence entre les patients 

et les donneurs sains pour l’expression de l’IL-6, car, sans doute, les patients étudiés étaient sous 

immuno-modulateurs/immuno-suppresseurs et/ou ne présentaient pas une maladie active au moment 
des prélèvements.  

 En résumé, chez les sujets sains, les LB de l’intestin présentent un profil cytokinique, à la fois 

plus inflammatoire et régulateur, potentiellement dû à leur exposition au microbiote intestinal. Dans la 

SEP, nous avons pu observer que la plus forte expression d’IL-6 par les LB décrite dans la littérature 

provenait des LB b7+, suggérant que les LB dérivés de l'intestin pourraient devenir pathogénique dans 
la SEP, notamment en favorisant l’inflammation au niveau du système nerveux central.   

 

Mots clés : Lymphocytes B intestinaux, intégrine b7, sclérose en plaques 

 



 
 
 

Pathogenicity of gut-derived lymphocytes in multiple sclerosis 

 

Abstract :  
 
 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoimmune disease of the central nervous system. 

The aetiology of MS is poorly understood but several factors, including genetic and environmental 

factors, are associated with susceptibility to MS. The gut, exposed to the intestinal microbiota, represents 

a major interface of immune cells with the environment. Studies in humans have shown that the 
composition of the gut microbiota is different between healthy subjects and MS patients. In the mouse 

model of MS, it has been observed that the composition of the gut microbiota influences the 

development of the disease. In addition, IgA-secreting B cells, present in the cerebrospinal fluid of 
patients with active MS, were found mainly originated from the intestine. In this context, we are 

interested in gut-derived B cells in the pathogenicity of MS. Historically, a role for B cells was proposed 

in MS following the discovery of antibodies in the cerebrospinal fluid of MS patients, as it indicates an 
abnormal expansion of B cells. However, the recent success of B cell depletion therapies has highlighted 

a role for B cells independent of antibody production in MS pathology. We therefore aimed at 

determining the role of gut-derived B cells in MS pathology. To identify gut-derived B cells we used 

integrin b7 expression. Indeed, the expression of integrin b7 is initiated in naive lymphocytes at the 

inducer site of the intestine. Once expressed, the lymphocytes then enter the bloodstream and finally 

return to the intestine via the integrin b7 ligand, MADCAM, expressed by mucosal endothelial cells. 

The expression of integrin b7 by lymphocytes in the blood then allows us to identify the cells primed in 

the gut.  
We first studied the phenotype of these gut-derived B cells in healthy subjects in order to 

characterise them physiologically as they are poorly described in the literature. We were able to observe 

that CD27+IgD+ B cells, also known as b7+ marginal B cells, have a more inflammatory profile 

compared to the memory B cells (CD27+IgD-) derived or not from the intestine and the marginal B cells 

not expressing the b7 integrin. Indeed, b7+ marginal B cells secrete higher levels of inflammatory 

cytokines, notably IL-6, TNFa and LT-a. Interestingly, this population also secretes higher levels of 

the immuno-regulatory cytokine IL-10. 

In a second step, we studied the characteristics of B cells in MS patients. We performed two 
sets of experiments. In the first set of experiments, we could observe that CD27+ B cells from some MS 

patients expressed more IL-6 than B cells from healthy donors as previously described. We determined 

that this higher secretion originates from b7+ memory B cells. In the second series of experiments, we 

did not observe any difference between patients and healthy donors for IL-6 expression, probably 

because the patients studied were on immunomodulators/immunosuppressants and/or did not have 
active disease at the time of the sampling.  

 In summary, in healthy subjects, B cells from the gut show both a more inflammatory and 

regulatory cytokine expression profiles, probably due to their exposure to the highly inflammatory 

environment of the intestine. In MS, we observed that the increased expression of IL-6 by B cells 

described in the literature is originated from b7+ B cells, suggesting that gut-derived B cells could be 
highly pathogenic in MS, notably by promoting inflammation in the central nervous system. 

Keywords : Gut-derived B cells, integrin b7, multiple sclerosis 
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Chapitre 1 : Les Lymphocytes B  

 

Les lymphocytes B (LB) appartiennent à la réponse immunitaire adaptative et sont des 

acteurs majeurs dans la défense de l’organisme contre des pathogènes. Ils sont responsables de 

la réponse humorale grâce à la production d’immunoglobulines (Ig). Cependant, les LB sont 

également impliqués dans la réponse immunitaire via des fonctions indépendantes de la 

sécrétion d’anticorps : la présentation de l’antigène notamment à des lymphocytes T (LT), la 

production de cytokines inflammatoires et régulatrices agissant notamment sur les LT. Les LB 

sont aussi impliqués dans la formation de centres germinatifs (GC) dans les organes lymphoïdes 

secondaires (SLO) ainsi que dans des tissus non-lymphoïdes, on parle alors de centres 

germinatifs ectopiques.  

I- Le développement des LB dans la moelle osseuse 

 

Le développement des LB a lieu dans la moelle osseuse à partir de cellules souches 

hématopoïétiques. La première étape du processus de développement va être la différenciation 

de cette cellule souche en cellule lymphoïde progénitrice. La cellule lymphoïde va donner le 

premier précurseur des LB, la cellule pré-pro-B. Le microenvironnement de la moelle osseuse 

et notamment la présence de cellules stromales est nécessaire pour le développement des LB1. 

Les cellules stromales vont fournir des signaux nécessaires au développement des LB 

particulièrement via la sécrétion de CXCL12 pour les maintenir dans la moelle osseuse et d’IL-

7 pour leur différenciation. Tout au long du développement, les cellules B seront plus au moins 

sensibles au gradient de cytokines produites par les cellules stromales.  

Les différentes étapes du développement des LB seront marquées par l’expression et le 

réarrangement des gènes des immunoglobulines du récepteur à l’antigène des LB, le BCR (« B 

cell receptor »). Les immunoglobulines sont composées de chaines lourdes H et de chaines 

légères L, qui sont elles-mêmes constituées de segments VDJ et VJ respectivement. Les 

mécanismes de réarrangement du BCR font intervenir les enzymes RAG1 et RAG2 qui 

interagissent avec l’ADN pour initier le réarrangement génique1–3. La première étape du 

réarrangement des Ig se fait au sein de la cellule pro-B et consiste au réarrangement des 

segments D et J de la chaine lourde puis du segment V avec la section DJ réarrangée. On est 

alors au stade de cellule pré-B. Il y a donc l’expression d’une chaine lourde ainsi que 
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l’expression d’une chaine légère de substitution pour former le pré-BCR. Le réarrangement va 

ensuite concerner la chaine légère afin d’exprimer un BCR fonctionnel et ainsi arriver au stade 

de LB immature. 

Maintenant que les LB ont un BCR fonctionnel, leur réactivité contre des molécules du 

soi va être testée afin de prévenir la production de LB auto-réactifs. Les LB qui réagissent 

contre les protéines du soi vont subir différents mécanismes d’éliminations ou de corrections. 

En effet, ils peuvent être éliminés par apoptose, on parle alors de délétion clonale. Ils peuvent 

également devenir anergique ne répondant plus à aucun stimuli. Enfin, ils peuvent subir un 

autre réarrangement génique en réactivant les enzymes RAG1 et RAG2 afin de ne plus réagir 

contre les antigènes du soi, on parle ici d’édition du récepteur. Cependant, ces mécanismes 

n’étant pas parfait, quelques LB auto-réactifs échapperont à ces processus et rejoindront la 

circulation4.  

 

Au terme de ces étapes, les LB immatures expriment un BCR avec une Ig de type IgM 

et peuvent maintenant sortir de la moelle osseuse et rejoindre la circulation lymphatique et 

sanguine pour poursuivre leur maturation au sein des SLO.  

 

II- Maturation des LB dans les organes lymphoïdes secondaires  

 

Les LB immatures qui transitent de la moelle osseuse aux SLO sont également définis 

comme des LB transitionnels. Il existe deux populations, les LB transitionnels T1 et T25 qui 

sont définis en fonction de leur phénotype. Les LB T1 sont CD19+, CD38+, CD24fort, 

CD21faible, CD23faible, IgMfort, IgDfaible. Les LB arrivent dans les SLO avec un profil T1 et vont 

subir un contrôle de reconnaissance antigénique du soi6. Les LB non réactifs vont se différencier 

en LB T2 et vont finir leur maturation au sein du SLO. Les T2 diffèrent phénotypiquement des 

T1 par une plus forte expression de CD21, de CD23 et de l’IgD. Une autre population de LB 

transitionnels les LB T3 existe mais leur fonction est inconnue. Chez les souris, il a été proposé 

que ces cellules seraient la partie de LB anergiques ou des précurseurs de la voie des LB naïfs7.  

 

Le LB T2 a deux choix possibles pour poursuivre sa maturation, il va entrer soit dans la 

voie de génération LB de la zone marginale soit dans la voie des LB naïfs. La voie de la zone 

marginale va donner les LB de la zone marginale impliqués dans les réponses indépendantes 

de l’aide des LT CD4. La voie des LB naïfs va permettre la différentiation des LB en LB 
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mémoires et plasmocytes au sein des follicules des SLO ou à l’extérieur des follicules de façon 

T-dépendante (Figure 1).  

 

 

Figure 1 : Les différentes étapes du développement des lymphocytes B. D'après Sanz et 

al., 20198.  

Le développement des LB débute dans la moelle osseuse à partir de cellules souches hématopoïétiques. Au 

fur et à mesure du réarrangement des gènes du BCR, le LB va passer du stade pro-B à pré-B pour aboutir au 

stade LB immature exprimant une IgM de surface. Les LB vont alors rejoindre la périphérie pour atteindre 

la rate ou d’autres SLO. Les LB sont dit transitionnels et passent du stade T1 au stade T2. Le LB T2 peut 

alors se différencier en LB naïf ou en LB de la zone marginale. Les LB naïfs vont continuer leur maturation 

dans le centre germinatif à l’aide des LT CD4 présents pour devenir des LB mémoires ou des plasmocytes. 

Les LB naïfs peuvent aussi choisir de se développer à l’extérieur des follicules pour se différencier en 

plasmocytes à courte durée de vie. Les LB de la zone marginale vont continuer leur maturation dans la zone 

marginale des SLO.  
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A) La voie de maturation des LB naïfs  
 

Les LB naïfs sont des LB n’ayant pas encore rencontrés leur antigène. Les LB naïfs 

peuvent circuler à travers la circulation sanguine et les SLO pour rencontrer leur antigène. Ils 

vont poursuivre leur maturation soit dans les follicules des SLO, on parle de LB folliculaires, 

soit à l’extérieur des follicules, ce sont des LB extra-folliculaires. Les LB extra-folliculaires se 

différencieront en plasmocytes à courte durée de vie, tandis que les LB folliculaires vont se 

différencier en LB mémoires et plasmocytes à longue durée de vie. La différenciation des LB 

naïfs fait intervenir des LT CD4 folliculaires (TFh) qui sont un sous-type de LT CD4 spécialisé 

dans l’aide aux LB. Ils sont notamment présents au niveau des centres germinatifs des SLO où 

ils expriment le facteur de transcription Bcl-6 ainsi que CXCR5 leur permettant de répondre au 

gradient de la chimiokine CXCL139.  

 

1. Les premières étapes d’activation  
 

Plusieurs acteurs immunitaires vont activer les LB naïfs, notamment les cellules 

dendritiques folliculaires (FDC) et les macrophages. Ces cellules vont présenter aux LB naïfs 

l’antigène directement à leur surface cellulaire ou sous forme de complexe immun. Le LB naïf 

va alors migrer à la périphérie du follicule, au niveau de la zone T pour y rencontrer un pré-

TFh préalablement activé par les cellules dendritiques. Le pré-TFh est présent grâce à un 

gradient de CXCL13, et l'interaction des pré-TFh avec les LB naïfs entraine leur prolifération. 

La majorité des LB ayant interagi avec les pré-TFh va entrer dans la réaction du centre 

germinatif (voie folliculaire). Les LB ne rentrant pas dans la réaction du GC vont poursuivre 

leur maturation à l’extérieur des follicules (voie extrafolliculaire). 

 

2. La voie extra-folliculaire  
 

Des LB activés par les pré-TFh empruntant la voie extrafolliculaire vont se différencier 

en LB mémoires ou en plasmocytes à courte durée de vie10. Les plasmocytes à courte durée de 

vie constituent une première ligne de défense en produisant notamment des IgM de faibles 

affinités contre des pathogènes permettant une première réponse rapide bien que peu 

spécifique10. Ces plasmocytes ont une durée de vie de seulement quelques jours et peuvent subir 

un faible taux d'hypermutations somatiques juste après leur rencontre avec l’antigène11.  
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3. La voie folliculaire 
 

L’interaction entre les LB et les pré-TFh à la frontière de la zone T-B permet aux pré-

TFh d’acquérir leur phénotype de TFh et de migrer dans le follicule. Les LB activés vont ensuite 

migrer à leur tour dans le follicule. La migration des LB et des TFh activés va initier la 

conversion du follicule primaire en centre germinatif. Au sein du centre germinatif, les LB et 

les TFh vont proliférer pendant plusieurs jours jusqu'à la polarisation du centre germinatif en 

deux zones : la zone claire (LZ) et la zone sombre (DZ) (Figure 2). Le centre germinatif est 

alors dit mature. Les LB vont circuler entre la LZ et la DZ entrainant des cycles de maturations 

aboutissant à la sélection de LB de très hautes affinités qui se différencieront en LB mémoires 

ou en plasmocytes à longue durée de vie. Les cycles de maturations des LB au niveau des 

centres germinatifs reposent sur les mécanismes d’hypermutation somatique (SHM) au sein de 

la DZ et de commutation de classe dans la LZ12.   

La SHM est un processus qui consiste à la mutation de la région V des chaines lourdes 

et légères du BCR pour sa diversification modifiant ainsi la spécificité et l’affinité du BCR pour 

l’antigène donné, on parle de maturation d’affinité. Ce processus a lieu dans la DZ et implique 

l’enzyme AID (« activation induced deaminase »). Cette enzyme remplace une cytosine par un 

uracile induisant des mutations dans la séquence d’ADN qui peuvent augmenter l’affinité et la 

spécificité de liaison à l’antigène mais également induire des LB auto-réactifs qui seront 

éliminés par apoptose13.  

L’enzyme AID est également impliquée dans le mécanisme de commutation de classe 

qui prend place dans la LZ et consiste au remplacement de la région constante des Ig constituant 

le BCR13. L’IgM sera alors remplacée par une IgG, IgA ou IgE. Ces Ig ont des spécificités 

différentes dans l’élimination du pathogène, la commutation de classe est donc un mécanisme 

qui permet également d’augmenter la diversité de la réponse des LB.  
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Figure 2 : Formation du centre germinatif. D'après De Silva et Klein, 201510. 

Les LB sont premièrement activés par la reconnaissance de leur antigène présenté notamment par les cellules 

dendritiques folliculaires ou les macrophages. Ils vont ensuite rencontrer, au niveau de la région inter-

folliculaire, un pré-TFh préalablement activé par une cellule dendritique. Après contact avec les LB, les pré-

TFh migrent dans les follicules. Les LB migrent ensuite dans le follicule primaire initiant ainsi sa conversion 

en centre germinatif. Après plusieurs étapes de proliférations des LB, deux zones distinctes se constituent : 

la zone claire (LZ) et la zone sombre (DZ). La DZ contient les centroblastes qui prolifèrent et subissent la 

SHM, tandis que la LZ contient des cellules dendritiques folliculaires et des TFh qui vont être primordiaux 

pour sélectionner des LB de haute affinité et pour la différenciation des LB en LB mémoires et plasmocytes.  

 

La DZ est donc le lieu où les LB subissent la SHM. La DZ est caractérisée par une 

concentration importante de LB appelés centroblastes qui prolifèrent et expriment CXCR4. Le 

ligand de CXCR4, CXCL12, est présent dans la DZ permettant la rétention des LB dans ce 

compartiment. Les LB migreront ensuite dans la LZ grâce à l’expression de CXCR5 en suivant 

un gradient de CXCL13 produit dans la LZ où les LB sont également appelés centrocytes14. 

Dans la LZ, les centrocytes ont un phénotype activé avec notamment l’expression de CD86, 

une molécule de co-stimulation impliquée dans l’interaction LT/LB. La LZ est moins dense 

que la DZ en LB et contient une part importante de FDC et de TFh. Les TFh vont sélectionner 

les LB les plus affins et spécifiques d'un antigène donné (Figure 3). Au niveau de la LZ, les 

LB présentent l’antigène au TFh via le complexe majeur d’histocomptabilité (CMH) de classe 
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II entrainant une compétition entre les LB pour pouvoir présenter l’antigène aux TFh. En retour, 

les TFh vont fournir des signaux de survie et de prolifération aux LB qui vont alors migrer à 

nouveau dans la DZ pour proliférer et subir d'autres SHM. Le LB muté retournera dans la zone 

claire et présentera à nouveau l’antigène aux TFh pour aboutir à un BCR muté de plus en plus 

affin pour l’antigène. Le TFh va donc sélectionner des LB de très haute affinité pour l’antigène 

et les moins spécifiques ne recevrons pas de signaux de survie, entrainant leur mort par 

apoptose9. Il a été suggéré que les TFh peuvent participer à l’élimination des LB moins affins 

et auto-réactifs via l’axe FAS/FASL15. 

Les TFh apportent leur aide aux LB via l’expression de molécules de surface notamment 

CD40L, PD-1, ICOS ainsi que par la sécrétion de facteurs solubles dont les cytokines IL-21 et 

l’IL-4. Ces signaux sont importants pour la survie, la prolifération et la différentiation des LB 

mais également pour la commutation de classe des Ig9. Les TFh produisent CXCL13 et 

participent donc à la rétention des LB dans la LZ. Par ailleurs, les TFh et les LB vont s’entraider 

mutuellement via l’interaction avec des molécules de co-stimulations. La liaison de ICOSL, 

exprimé par les LB, avec ICOS, exprimé par les TFh, entraine une augmentation de l’expression 

de CD40L par les TFh qui se lient à CD40 sur les LB. Cette boucle de régulation positive 

favorise ainsi le maintien du contact T/B12. Ce contact cellulaire va permettre aux TFh de 

sécréter des molécules importantes pour la survie des LB tel que l’IL-4, l’IL-21 et BAFF. BAFF 

produit par les TFh est nécessaire pour la survie des LB affichant une haute affinité pour 

l’antigène16. L’IL-21 est impliquée dans le dans la commutation de classe ou switch isotypique 

des Ig des LB, en favorisant notamment le switch vers la production d’IgG et d’IgA17. L’IL-4, 

en agissant en synergie avec l’IL-21 est impliquée dans le switch isotypique vers la production 

d’IgG et d’IgE18. De plus, l’IL-21 joue un rôle clé dans l’induction de la différentiation des LB 

en plasmocytes notamment en favorisant l’expression du facteur de transcription Blimp-1 via 

l’activation de STAT319.  

Concernant la différentiation en LB mémoire, une  hypothèse serait que, au niveau de 

la LZ, les LB, avec un BCR moins affin, ne recevraient pas de signaux de différentiation en 

plasmocytes et se différencieraient alors en LB mémoires20. Des investigations supplémentaires 

sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse. En fonction de l’environnement du centre 

germinatif, les LB vont donc se différencier en plasmocytes à longue durée de vie ou en LB 

mémoires.  
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Figure 3 : Sélection des LB par les TFh au sein du centre germinatif. D'après Kurosaki et 

al., 201520. 

Les LB naïfs, vont rencontrer leur antigène présenté par les cellules dendritiques folliculaires ou par des 

macrophages. Une fois activés, ils rejoignent au niveau de la bordure T-B les pré-TFh parallèlement activés 

par des cellules dendritiques. Les LB vont alors proliférer et la plupart vont rentrer dans la réaction du centre 

germinatif. Au niveau de la DZ, les LB vont subir plusieurs étapes de diversification de leur BCR via les 

SHM. Les LB vont alors migrer au sein de la LZ pour présenter l’antigène aux TFh qui vont les sélectionner 

en fonction de leur affinité pour l’antigène. Les LB peuvent alors subir une commutation de classe ou bien 

retourner dans la DZ pour avoir un BCR encore plus affin. Les TFh vont induire la différenciation des LB en 

LB mémoires ou en plasmocytes à longue durée de vie. Après leur interaction avec les Pré-TFh à la bordure 

T-B, et une partie des LB ne va pas entrer dans la réaction du centre germinatif. Ces LB extra-folliculaires, 

vont se différencier rapidement en plasmocytes à courte durée de vie ou en LB mémoires.  

 

Une fois la différentiation terminée, les plasmocytes et LB mémoires vont quitter les 

centres germinatifs. Les plasmocytes différenciés vont quitter les SLO pour rejoindre 

notamment la moelle osseuse qui constitue une véritable niche pour les plasmocytes avec de 

nombreux signaux de survie tel que CXCL12, l’IL-6, BAFF et APRIL11. Ces plasmocytes 

produisent constamment des anticorps contre leur antigène, conférant une protection de haute 

affinité et de longue durée21. Les LB mémoires, quant à eux, vont patrouiller entre la circulation 

sanguine et les SLO pour rencontrer leur antigène. Ce sont des cellules à très longue durée de 

vie qui permettent de répondre rapidement à une seconde infection par un pathogène en se 

différenciant en plasmocytes sécréteurs d’anticorps ou en initiant une nouvelle réaction du 

centre germinatif20,22.  
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B) Indépendant des LT CD4 : les LB de la zone marginale 
 

Les LB T2 choisissant la voie de la zone marginale vont se différencier en LB de la zone 

marginale (LB MZ). Ils tiennent leur nom de leur localisation importante dans la zone marginale 

de la rate (Figure 4). Il a été observé chez des patients ayant subi une ablation de la rate une 

diminution de la proportion des LB MZ suggérant que la rate constitue une niche pour ces 

cellules23. Les LB MZ sont également retrouvés dans d’autres SLO, qui possèdent aussi une 

zone marginale, notamment les ganglions lymphatiques, les amygdales et les plaques de Peyers 

dans les GALT (gut-associated lymphoid tissues)23. Les signaux aboutissant à la différenciation 

des LB T2 en précurseur MZP puis en LB MZ ne sont pas bien connus mais dépendraient de la 

force de reconnaissance du BCR pour l’antigène, de l’expression de Notch2 ainsi que de la 

présence de BAFF24,25. La signalisation Notch2 est importante pour le développement des LB 

MZ puisque des souris déficientes en Notch 2 ou en son ligand DL-1 présentent un défaut de 

développement des LB MZ26,27. Une étude chez l’homme a également montré l’importance de 

la signalisation Notch2/DL-1 pour la génération de LB MZ28. Une fois différencié, les LB MZ 

peuvent se retrouver dans la circulation sanguine affichant un phénotype : IgM+IgD+CD27+23. 

 

La localisation marginale des LB MZ permet un contact privilégié avec les antigènes 

présents dans la circulation sanguine et de ce fait les LB MZ seraient spécialisés dans la 

reconnaissance d’antigènes présents dans le sang, notamment ceux provenant  de bactéries 

encapsulées29. En accord avec cette spécialisation, il a été observé que des patients 

splénectomisés et donc ayant une proportion de LB MZ plus faible ont une susceptibilité accrue 

aux infections à bactéries encapsulées30. Des études ont également montré que les LB MZ 

pouvaient se différencier en cellules sécrétrices d’anticorps, notamment IgM et IgG, après 

stimulation in vitro en présence ou non de Staphylococcus aureus31,32.  

Les LB MZ développent des réponses antigéniques indépendamment de l’aide aux LT. En effet, 

les patients splénectomisés ne répondent pas à des vaccins constitués de polysaccharides connus 

pour induire une immunité LT-CD4 indépendante30. Une autre étude a montré une expansion 

clonale de LB IgM+IgD+CD27+ de la rate et du sang lors d’une vaccination contre 

Streptococcus pneumoniae qui elle aussi induit une réponse LT CD4 indépendante33. Des 

études ont cependant montré que les LB MZ présentent des mutations des chaines variables de 

leur BCR bien qu’en moindre nombre que les LB mémoires31,34,35. Ainsi il a été observé chez 

les patients ne possédant pas de centres germinatifs du fait d'une déficience en CD40L, la 

présence de LB MZ présentant des mutations au niveau de leur BCR indiquant que les LB MZ 
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peuvent se développer et effectuer des SHM indépendamment de la réaction du centre 

germinatif et de l’aide des LT CD436. Les LB MZ possèdent un BCR muté mais peu spécifique 

des antigènes et développent une réponse B qui est T-indépendante.  

 

Figure 4 : Anatomie de la rate. D'après Pillai et Cariappa, 200925. 

Les LB de la zone marginale doivent leur nom à leur localisation. La zone marginale se trouve en périphérie 

de la pulpe blanche de la rate. Elle est séparée des follicules par ce qu’on appelle le sinus marginal. Les LB 

MZ se développent au sein de la zone marginale de la rate ou d'autres SLO.  
 

Toutefois, des études réalisées chez la souris ont pu montrer que les LB MZ pouvaient 

être impliqués dans des réponses dépendantes des LT CD437,38. Il y a peu de données chez 

l’homme mais une étude a montré que les LB MZ peuvent induire une réponse contre la toxine 

du choléra, un antigène protéique de façon dépendant des LT CD439.  

 

III- Les fonctions des lymphocytes B 

 

Les LB sont classiquement décrits comme des cellules spécialisées dans la sécrétion 

d’anticorps lors de la réponse humorale. Cependant les LB peuvent également présenter 

l’antigène notamment aux LT CD4 et sécréter des cytokines inflammatoires ou régulatrices 

participant ainsi à la régulation de la réponse immunitaire.  
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A) La sécrétion d’anticorps  
 

Les plasmocytes à courte et longue durée de vie sont les cellules spécialisées dans la 

production d’anticorps. Les plasmocytes à longue durée de vie sont issus de la réaction du centre 

germinatif. Avant de devenir un plasmocytes mature, les LB passent par un stade de 

plasmablaste avant d’atteindre le dernier stade de maturation correspond au plasmocytes qui 

sont CD38+CD138+40,41.  

 

Les plasmocytes différenciés vont assurer leur fonction de cellule productrice 

d’anticorps. Les anticorps ont une structure biochimique en Y. Ils sont composés de deux 

chaines légères identiques (LC) et de deux chaines lourdes identiques (HC). Les LC sont 

composées d’un domaine constant et d’un domaine variable. Il existe deux types de chaines 

légères, k ou l. Les HC sont composées d’un domaine variable et de 3 ou 4 domaines constants 

constituant la région constante (Figure 5). Il existe cinq types de région constante que l’on 

appelle isotype et qui détermine la classe des Ig : µ, d, g (1 à 4), e et a (1 à 2). Ces HC vont 

donner respectivement des IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. Chaque anticorps est composé d’un seul 

type de LC et HC. Les IgM et les IgA présentent une particularité, une chaine J leur permettant 

de former respectivement des pentamères et des dimères. Le type d'Ig sécrété dépend des 

signaux reçus par le LB dans le centre germinatif lors de la commutation de classe ou switch 

isotypique et est influencé notamment par les cytokines exprimées par les TFh (IL-21, IL-4). 

Les différents isotypes ou classes d’anticorps ont des propriétés et des fonctions différentes 

permettant une réponse diversifiée et adaptée contre un large panel de pathogènes42. Les 

fonctions associées aux anticorps incluent la neutralisation, l’activation du complément, 

l’opsonisation et la cytotoxicité dépendante des anticorps.  
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Figure 5 : Structure des anticorps. D'après Hansel et al., 201043. 

Les anticorps, ou immunoglobulines, sont composés de deux chaines légères ici notés L et de deux chaines 

lourdes notés ici H. La LC est composée d’un domaine variable (VL) et d’un domaine constant (CL). Les 

HC sont reliées entre elles et aux LC par des ponts disulfures. Chaque HC est composé d’un domaine variable 

(VH) et de trois ou quatre domaines constants (CH). Il y a deux régions distinctes. La région Fab correspond 

à une LC et au VH et au premier CH de la HC. Cette partie reconnaît l’antigène. Elle est reliée par des ponts 

disulfure au reste des HC qui constitue la région Fc.  

 

 Les IgM sont produites par les plasmocytes à courte durée de vie lors d’une réponse 

immunitaire des LB avec une faible spécificité pour le pathogène. En effet, les IgM sont dites 

polyréactifs et sont ainsi impliqués dans la lutte contre des agents infectieux de type bactérien, 

viral ou parasitaire. Leur structure en pentamère s’avère être efficace pour l’élimination des 

pathogènes et peuvent se lier aux protéines du complément44.  

 

 Les IgG sont les Ig les plus abondantes dans le sérum et les plus diversifiées avec quatre 

différentes sous-classes qui ont des fonctions différentes : IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4. Les sous-

types d’IgG sont capables de se lier aux récepteurs FC favorisant ainsi l’opsonisation par les 

cellules phagocytaires. Les IgG1 et les IgG3 se lient à tous les FCgR (FCgR I à III), l’IgG4 se 

lient à FCgRII et FCgRIII tandis que les IgG2 se lient seulement au FCgRII. Les IgG3 et IgG1 

sont les plus efficaces pour lier les protéines du complément. Par ailleurs, les IgG1 et IgG3 sont 

majoritairement impliquées dans les réponses contre des antigènes protéiques tandis que les 

IgG2 et IgG4 sont principalement générées contre des antigènes polysaccharidiques45.  
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 Les IgA sont les Ig les plus abondantes dans le sérum après les IgG. Les IgA sont par 

contre plus nombreuses que les IgG au niveau des muqueuses, notamment dans les GALT. Les 

IgA ne lient pas les protéines du complément mais les neutrophiles possèdent les récepteurs des 

IgA qui peuvent être activés pour induire la cytotoxicité dépendante des anticorps46. Au niveau 

de l’intestin, les IgA pourront donc être directement en contact avec des bactéries, des virus ou 

diverses toxines. Il existe deux sous types d’IgA : les IgA1 et les IgA2. Les IgA1 se retrouvent 

majoritairement dans le sérum (environ 90% des IgA sériques) et sous forme monomérique 

alors que les IgA2 sont localisées majoritairement dans les sécrétions des muqueuses sous 

forme dimérique avec 60% d’IgA2 dans le colon. Cependant les IgA1 peuvent également être 

retrouvées dans des muqueuses (80% des IgA au niveau nasal) et peuvent également être 

rencontrées sous forme dimériques46. Les IgA ont donc un rôle important dans la protection 

contre les infections en neutralisant directement ou en bloquant la liaison des pathogènes au 

niveau des muqueuses45,47.  

 

 Enfin, les IgE sont les Ig retrouvées en plus faible quantité dans le sérum et également 

celles avec la plus courte demi-vie. Les IgE se lient à leur récepteur présent sur les basophiles 

et mastocytes induisant leur dégranulation. Les IgE sont impliquées dans les infections aux 

helminthes ainsi que dans l’hypersensibilité et les réactions allergiques45,48. 

 

B) Cellule présentatrice d’antigène  
 

Les LB sont des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) professionnelles. Les LB 

reconnaissent l’antigène grâce à leur BCR entraînant l’internalisation de l’antigène qui va être 

par la suite exprimé sur les molécules du CMH de classe I et II. Les LB expriment de plus les 

signaux de co-stimulation tel que CD80, CD86 et CD40 qui sont nécessaires pour présenter 

l’antigène aux LT CD449. Ainsi, une étude a montré que des LB pouvaient induire, in vitro, la 

prolifération des LT CD4 via le CMH-II après avoir été préalablement activés par des protéines 

de Candida albicans. De plus, les auteurs ont montré que les LB pouvaient induire une 

polarisation des LT en Th1 et Th17 médiée par Candida albicans via les molécules de co-

stimulation CD80 et CD8650. Ces données montrent un rôle de présentation d’antigène des LB 

au LT CD4. Les LB sont aussi capables de présenter des antigènes viraux aux LT CD451. En 

effet, une étude a montré que les LB étaient les principales CPA induisant l’activation des LT 

CD4 dans un modèle utilisant des dérivés de particules virales52.  
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C) Sécrétion de cytokines inflammatoires  
 

Les LB sécrètent une large gamme de cytokines notamment inflammatoires tel que l’IL-

6, le TNFa ou encore l’IFNg qui peuvent modifier les propriétés d'autres cellules du système 

immunitaire incluant les LT CD449. En effet, des auteurs ont montré que dans un modèle murin 

infecté par Toxoplasma gondii, les LB par leur sécrétion de TNFa induisent la production, par 

les LT CD4, d’IFNg, cytokine effectrice d’une réponse Th153. Une autre étude, dans un modèle 

murin d’infection bactérienne à Salmonella enterica, montre qu'une déficience en IFNg 

spécifiquement dans les LB impacte grandement la réponse Th1, avec notamment une 

diminution de la production d’IFNg par ces cellules. De plus, cette même étude montre 

l’importance de l’IL-6 sécrétée par les LB sur la réponse Th17 puisque des souris déficientes 

en IL-6, spécifiquement dans les LB, présentent une importante diminution de la production 

d’IL-1754. 

Il a été observé chez des enfants infectés par le virus de la Dengue, que les LB isolés 

des patients produisent spontanément de l’IL-6 et du TNFa55. Après culture des LB, le 

surnageant récolté induit l’activation des LT CD4 in vitro. Les cytokines sécrétées par les LB 

peuvent également impacter les propriétés des cellules de l’immunité innée. Une étude a 

observé que les LB induisent l’activation de macrophages via la production d’IFNg56. Enfin, le 

GM-CSF produit par des LB est capable d’activer des cellules dendritiques dans un modèle 

murin d’artériosclérose57. Par ailleurs, des LB producteurs d’IL-2 pouvaient induire la 

différenciation des LT en Th2 lors d’infection parasitaire dans un modèle murin58.  

 

D) Sécrétion de cytokines régulatrices 
 

Les LB ont également la capacité de réguler la réponse immunitaire via la production 

de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 et le TGFb. En effet, il a été montré que les 

LB activés de donneurs sains sécrétant de l’IL-10 suppriment la différentiation en Th159. Une 

étude sur des patients greffés rénaux a mis en évidence une plus forte expression d’IL-10 par 

les LB T1 et T2 après activation in vitro chez les patients tolérants la greffe comparé à ceux 

nécessitant le maintien sous immunosuppresseurs et aux donneurs sains, suggérant un rôle des 

LB dans la tolérance au greffon60. Enfin, il a été montré que les LB exprimant à la fois l’IL-10 

et le TGFb suppriment la prolifération des LT CD4 activés in vitro61. De plus, les LB sont 
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capables d’induire une diminution de la production d’IFNg et de IL-17 par des LT CD4 in vitro 

et de favoriser l’orientation des LT en LT régulateurs via notamment la production d’IL-1062.  

 

E) Formation de centres germinatifs ectopiques  
 

La formation de structures lymphoïdes tertiaires peut avoir lieu dans les organes cibles 

de maladies inflammatoires chroniques telles que les pathologies auto-immunes et les cancers. 

Ces structures tertiaires sont également appelées centres germinatifs ectopiques (ELS) 

puisqu’ils partagent des similitudes avec les centres germinatifs des SLO. Les ELS sont 

caractérisés par l’accumulation de LT CD4, LB, FDC, plasmocytes et macrophages. La 

présence de ces cellules est possible grâce aux chimiokines également retrouvées dans les 

centres germinatifs des organes lymphoïdes secondaires tel que CXCL13, CXCL12, CCL19 et 

CCL21. Les ELS supportent une réponse de type centre germinatif via la production 

d’anticorps, la maturation d'affinité du BCR des LB via des SHM, la commutation de classe et 

l’expansion clonale des LB63,64. Des ELS peuvent être détectés au niveau du liquide synovial 

dans la polyarthrite rhumatoïde, des reins dans le lupus érythémateux systémique, des glandes 

salivaires dans le syndrome de Gougerot-Sjögren et également au niveau des méninges dans la 

sclérose en plaques. La présence de ces ELS dans ces pathologies est associée à la gravité de la 

maladie65.  

 

IV- Implication des lymphocytes B dans les maladies auto-immunes 

 

Dans les maladies auto-immunes, les LB peuvent reconnaître des protéines ou des 

antigènes du soi conduisant à la production d’auto-anticorps. Les LB sont également impliqués 

dans ces pathologies indépendamment de la production d’anticorps en participant à 

l'établissement de l'inflammation. Ces dernières années, un rôle des LB dans des pathologies 

auto-immunes a été mis en évidence, notamment dans le lupus érythémateux systémique et dans 

la polyarthrite rhumatoïde. 

  

A) Le lupus érythémateux systémique 
 

Le lupus érythémateux systémique (SLE) est une maladie auto-immune systémique, qui 

peut toucher la peau, les poumons et les reins. Les LB sont particulièrement impliqués dans la 
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pathogenèse du SLE par la production d’auto-anticorps dirigés contre des composants 

nucléaires tel que de l’ADN double brin et l’ARN. Il y a également des auto-anticorps anti-

Smith (sm), dirigés contre des composants du splicéosome66. La présence de ces auto-anticorps 

est utilisée pour diagnostiquer la maladie. Les auto-anticorps sont particulièrement virulents 

lorsqu’ils forment des complexes immuns au niveau des organes cibles, favorisant une 

inflammation au sein de ces organes. Des études ont ainsi montré une corrélation entre la gravité 

de la maladie et le taux de plasmocytes dans le sang de patients SLE67,68. Par ailleurs, il a été 

proposé que les LB, via la production d’IL-6, participeraient à la pathogenèse du SLE. En effet, 

une étude dans le modèle murin du SLE a montré que les LB producteurs d’IL-6 favorisent 

l’inflammation. De plus, la production d’IL-6 par les LB initie la génération de centre 

germinatif dit auto-immun. En effet, des souris déficientes spécifiquement en IL-6 dans les LB 

ne développent pas de centre germinatif ni d’auto-anticorps69.  Par ailleurs, il a été observé une 

plus faible proportion de LB exprimant l’IL-10 chez les patients SLE comparé à des individus 

sains témoignant d’une potentielle perte de fonction régulatrice des LB chez les patients SLE70.  

Enfin, les patients SLE peuvent présenter des ELS au niveau des reins associés avec la 

présence de complexes immuns, suggérant que la production locale d’auto-anticorps participe 

à l’inflammation rénale71.  

 

B) La polyarthrite rhumatoïde 
 

La polyarthrite rhumatoïde (PAR) est une maladie auto-immune systémique qui touche 

principalement les articulations mais peut impacter d’autres organes tels que les poumons ou le 

cœur72. Des auto-anticorps ont pu être identifiés dans la PAR notamment dans le sérum mais 

aussi dans le liquide synovial. Tout comme dans le SLE, ces auto-anticorps peuvent former des 

complexes immuns entrainant une inflammation chronique dans les articulations73. Les patients 

qui ont ces auto-anticorps ont une maladie plus agressives comparé aux patients séronégatifs74. 

Par ailleurs, il a été proposé que les LB pourraient avoir un rôle indépendant de la production 

d’anticorps dans la PAR. Dans un modèle murin de la PAR, le modèle PGIA (proteoglycan-

induced arthritis), les LB sont des cellules présentatrices indispensables au développement de 

la pathologie. En effet, les LB dirigés contre le proteoglycan induisent des LT auto-réactifs dans 

ce modèle. En absence de LB, les LT auto-réactifs ne sont plus induits et les souris ne 

développent pas de maladie75. La production de cytokines inflammatoires par les LB peut aussi 

favoriser le développement de lésions dans les articulations. En effet, une étude dans un modèle 

murin de la PAR montre que, via la production de TNFa et de CCL3, les LB bloquent la 
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différenciation des ostéoblastes, cellules impliquées dans la synthèse de la matrice osseuse76. 

Les auteurs ont confirmé leurs résultats chez des patients PAR. En effet, comparé à ceux de 

donneurs sains, les LB de patients inhibent la différenciation des ostéoblastes in vitro via la 

production de CCL3 et de TFNa. En accord avec cette observation, les LB de patients PAR 

stimulés in vitro, expriment plus de TNFa comparé à ceux des individus sains77. De plus, il a 

été observé chez des patients PAR une diminution de la fréquence de LB exprimant l’IL-10 

comparé à des individus sains. Cette diminution est corrélée à la gravité de la maladie78. Enfin, 

une étude a montré une diminution des LB CD27+IgD+ (LB MZ) chez les patients PAR 

comparé à des sujets sains79. Les auteurs de cette étude proposent que les propriétés 

fonctionnelles des LB CD27+IgD+ sont impactées chez les patients PAR. Ils observent chez 

des patients répondants positivement à des traitements anti-TNFa, une restauration de la 

proportion des LB CD27+IgD+ par rapport aux patients qui n’y répondent pas. Ils suggèrent 

donc que la déficience de ces cellules pourrait être impliquée dans la progression de la maladie. 

Dans la PAR, environ 40% des patients présentent des ELS au niveau du tissus synovial 

des articulations et leur présence est associée à la sévérité de la maladie65.  

 

C) La sclérose en plaques  
 

Le rôle des LB dans la sclérose en plaques a été mis en évidence suite aux succès des 

immunothérapies supprimant les LB. Durant ma thèse, nous nous sommes particulièrement 

intéressés à l’implication de LB dans la pathogenèse de la sclérose en plaques. Nous verrons 

dans le chapitre suivant la physiopathologie de cette maladie.    
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Chapitre 2 : La sclérose en plaques  

I- Historique de la sclérose en plaques  

 

Les premières descriptions de patients atteints de la sclérose en plaques (SEP) datent du 

début du 19ème siècle. Cependant, c’est en 1868 que le terme sclérose en plaques fut utilisé pour 

la première fois par deux neurologues français, Jean-Martin Charcot et Aflred Vulpian dans 

« Histologie de la sclérose en plaques »80 qui décrit cliniquement et anatomiquement la SEP. 

Pour Charcot, trois symptômes principaux permettent de différencier la SEP des autres maladies 

neurologiques, la dysarthrie (trouble de l’élocution), le nystagmus (mouvement involontaire 

des yeux) et les tremblements intentionnels (tremblement des bras lors d’un mouvement 

volontaire vers une cible) : c’est la triade de Charcot. C’est à partir de l’observation, après 

autopsie, de petites plaques au niveau du cerveau et de la moelle épinière que Charcot nomma 

cette pathologie la sclérose en plaques80. Les nombreuses observations de patients lui 

permettent alors d’identifier trois formes de la SEP : la forme spinale, la forme céphalique et la 

forme cérébrospinale.  

Charcot constate une atteinte des fibres nerveuses, avec une démyélinisation et une perte 

axonale. Ces observations seront confirmées au milieu du 20ème siècle81-82. Les travaux publiés 

par Charcot témoignent d’une difficulté à diagnostiquer la SEP, se reposant d’abord sur les 

symptômes de patients puis sur l’observation, post-mortem, des plaques dans le SNC. A la fin 

du 19ème siècle, les premières ponctions lombaires sont réalisées chez des patients suspectés 

d’avoir une maladie neuronale à syphilis ou une SEP dans l’espoir de différencier ces deux 

pathologies. Vers 1960, la découverte de bandes oligoclonales d'immunoglobulines dans le 

liquide céphalo-rachidien (LCR) encourage un diagnostic de la SEP. L’apparition des 

techniques d’imagerie à résonnance magnétique (IRM) vers les années 1980 permet 

l’observation de plaques de démyélinisation dans le SNC, facilitant ainsi le diagnostic81.  

Concernant l’étiologie de la SEP, les premières hypothèses portent sur une infection 

d’origine virale ou bactérienne, ainsi que sur une origine génétique, en témoigne des cas de SEP 

dans des familles83. Ce n’est qu’au début des années 1940 que l’implication du système 

immunitaire sera évoquée avec la découverte de g-globuline dans le LCR de patients84. Deux 

décennies plus tard, la découverte de bandes oligoclonales dans le LCR ainsi que l’implication 
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du système HLA dans la susceptibilité à la SEP confirmeront l’implication du système 

immunitaire dans la pathologie de la SEP81.  

Aujourd’hui, grâce aux progrès de la science et aux avancées technologiques, la SEP est 

définie comme une maladie auto-immune du système nerveux central (SNC) pour laquelle il 

existe des options thérapeutiques. Cependant, les causes de cette maladie multifactorielle 

restent peu connues et il n'existe pas de traitement efficace pour lutter contre les formes les plus 

invalidantes de la SEP. Il est donc nécessaire de mieux comprendre la pathogénicité de la SEP 

pour proposer de nouveaux traitements.  

 

II- La sclérose en plaques  

 

La SEP est une maladie auto-immune, inflammatoire, chronique du système nerveux 

central qui est le résultat de la destruction de la gaine de myéline et des tissus associés. Cette 

maladie affecte plus de 2,5 millions de personnes dans le monde et environ 100 000 personnes 

en France selon Santé publique France. C’est une maladie du jeune adulte, diagnostiquée aux 

alentours de 30 ans85, affectant trois femmes pour un homme86. Les symptômes altèrent la 

qualité de vie des patients, avec notamment des perturbations motrices, sensorielles et 

cognitives. La SEP se manifeste selon différentes formes cliniques : la forme récurrente-

rémittente (RRMS), la forme secondairement progressive (SPMS) et la forme premièrement 

progressive (PPMS). Au diagnostic, 85% des patients présentent une forme RRMS, caractérisée 

par des épisodes d’atteintes neuronales suivies de rémissions complètes ou quasi-complètes. 

Néanmoins, 10 à 25 ans en moyenne après le diagnostic, 80% de ces patients vont évoluer en 

phase SPMS, caractérisée par des atteintes neuronales continues, sans période de rémission. 

Enfin, 15% des patients présentent au diagnostic une forme PPMS définie par des atteintes 

neuronales continues sans période de rémission. Cette forme affecte autant les hommes que les 

femmes (Figure 6).  

 

Le diagnostic de la SEP repose sur l'examen clinique du patient, l’IRM ainsi que 

l’analyse du LCR. Chez la majorité des patients, la manifestation clinique commence par un 

premier épisode d’atteinte neuronale appelé le syndrome clinique isolé (CIS). Tous les patients 

CIS ne développeront pas une SEP. En effet, des études ont montré que dans le cas où une 

lésion du SNC typique de la SEP est identifiée par IRM, 60 à 80% des patients CIS 

développeront une SEP. Cependant, si aucune lésion n’est observée à l’IRM, 80% des patients 
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CIS ne développeront pas de SEP et l'épisode de CIS restera donc l'unique épisode d’atteinte 

neuronale87. Un patient CIS sera en effet diagnostiqué SEP dès lors qu’un deuxième épisode 

d’atteinte neuronale se produit. La localisation des lésions dans le temps et dans l’espace 

(localisation des lésions dans le SNC propre à la SEP) associés à l'examen clinique permet de 

diagnostiquer la SEP en s’appuyant sur les critères de McDonald88. Une ponction lombaire peut 

être également réalisée pour déterminer la présence de bandes d’immunoglobulines de type G 

(IgG) oligoclonale dans le LCR des patients. Ces bandes sont identifiées par électrophorèse du 

LCR, elles ne sont pas présentes dans le sérum et reflètent donc une réaction inflammatoire 

propre au SNC. Ces bandes oligoclonales d'IgG sont présentes chez environ 90% des patients 

SEP et aident au diagnostic de la SEP89,90. Cependant, elles sont également retrouvées dans 

d’autres pathologies inflammatoires du SNC. En 1983 est publié une échelle permettant 

d’évaluer le handicap du patient SEP et l’évolution de la maladie, c’est l’EDSS (Expanded 

disability status scale)91.  

 

Des options thérapeutiques sont disponibles pour prévenir les poussées en phase RRMS. 

Concernant les formes progressives de la maladie, il n’existe actuellement aucun traitement 

d'efficacité avérée pour ces patients. Il est possible que certaines des thérapies nouvellement 

utilisées en phase RRMS permettent d’éviter ou de ralentir le passage en phase SPMS. 

Cependant, les données disponibles à ce jour ne permettent pas au vue de la progression de la 

SEP dans le temps et de la nouveauté de ces traitements de déterminer leurs impacts sur la 

progression de la maladie. 
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Figure 6 : Les différentes formes cliniques de la SEP 

Il existe trois différentes formes cliniques de la SEP. Au diagnostic, la majorité (85%) des patients présentent 

une forme RRMS caractérisée par des atteintes neuronales suivie de rémissions complètes ou quasi 

complètes. Dix à 25 ans après le diagnostic de RRMS, 80% des patients vont développer une forme SPMS 

qui est plus agressive et caractérisée par des dommages neurologiques continus sans période de rémission. 

Dix à 15% des patients présentent au diagnostic, une forme PPMS caractérisée par des dommages neuronaux 

sans période de rémission dès le début de la maladie. Il n’existe pas de traitements efficaces pour les formes 

progressives (SPMS et PPMS) de la SEP.  

 

A) Étiologie de la sclérose en plaques 
 

L’étiologie de la SEP est peu connue et multifactorielle. Différents facteurs notamment 

génétiques, environnementaux et infectieux ont été identifiés comme impliqués dans la 

susceptibilité à la SEP.  

 

Les premières hypothèses concernant une implication génétique viennent des 

observations de plusieurs cas de SEP au sein d’une même famille. En effet, si un membre de sa 

famille au premier, deuxième ou troisième degré est atteint de la SEP, le risque pour un individu 

de développer une SEP est environ de 10 à 15%92. Dans le cas de jumeaux monozygotes, le 

risque de développer une SEP est de  30 à 40% pour un individu dont le jumeau est atteint de 

SEP93. A partir de ces observations, de nombreuses études à l’échelle du génome ont vu le jour, 

les GWAS (genome-wide association studies). Ces études ont permis l’identification de gènes 

conférant une susceptibilité à la SEP, notamment des gènes associés au système immunitaire 

comme les gènes du système HLA. En effet, l’allèle associé à une plus forte susceptibilité à la 

SEP est HLA-DRB1*15:01 et les personnes possédant cet allèle ont trois fois plus de risques 

de développer la SEP94. En revanche, d’autres allèles peuvent être associés à une protection, tel 
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que l’allèle HLA-A*02:0194,95. D’autres variants génétiques, en dehors du système HLA, ont 

pu également être identifiés comme conférant une susceptibilité à la SEP. Il s’agit notamment 

de variant du gène codant pour la chaine a du récepteur à l’IL-7 (allèle IL7RA) et du gène 

codant pour la chaine a du récepteur à l’IL-2 (allèle IL2RA)96. Ces facteurs génétiques ne 

suffisent pas à expliquer le développement de la SEP, mais mettent en avant l’implication du 

système immunitaire dans la susceptibilité à la SEP.  

 

La distribution de la SEP n’est pas homogène dans le monde, indiquant l’implication de 

facteurs environnementaux dans le développement de la SEP. En effet, la répartition de la SEP 

suit un gradient Nord-Sud. Plus on s’éloigne de l’équateur, plus le risque de développer la SEP 

augmente97. Une raison pouvant expliquer ce gradient est l’exposition au soleil notamment via 

la vitamine D, produite après une exposition au soleil, puisque les pays avec la plus forte 

prévalence se trouvent dans des régions du monde moins ensoleillées. Un taux élevé de 25-

hydroxyvitamin D3 (vitamine D) dans le sérum est en effet associé à une diminution du risque 

de SEP98. De plus, un taux élevé de vitamine D est associé à une baisse des dommages axonaux 

chez les patients SEP99, ainsi qu’à une baisse du risque de poussée chez les patients en phase 

RRMS100. Une étude a montré que l’alimentation riche en vitamine D était associée à une 

diminution du risque de SEP chez des personnes peu exposées à la lumière du soleil101. D’autres 

facteurs environnementaux sont aussi impliqués dans le développement de la SEP, tel que le 

tabagisme, une alimentation déséquilibrée, l’obésité. 

  

Il existe également une association entre susceptibilité à la SEP et infection virale. En 

effet, l’Epstein-Barr virus (EBV) est proposé comme pouvant être impliqué dans le 

développement de la SEP102. Tout d’abord, il a été observé qu’une infection symptomatique à 

l’EBV multiplie par 2 le risque de développer la SEP103. D’autres observations ont conduit à 

montrer un plus haut taux sérique d’anticorps dirigé contre des antigènes nucléaires de l’EBV 

(EBNA-1) chez les patients SEP comparés à des individus sains104. Une autre étude a montré 

que l’ensemble des patients qui allaient développer une SEP et qui avaient une sérologie 

négative pour l’anticorps anti-EBNA-1 se sont converti en sérologie positive pour ces anticorps 

avant le début de la maladie105. De plus, des anticorps anti-EBNA-1 ont été retrouvés dans le 

LCR de patients SEP et la présence d’anticorps anti-EBNA-1 dans le sérum est corrélée avec 

l’apparition de nouvelles lésions dans le SNC, suggérant un effet de l’infection à EBV sur 

l’activité de la maladie106,107. Des LB et des plasmocytes infectés par l’EBV ont également été 

retrouvés dans le SNC de patients SEP notamment au niveau de lésions corticales chez des 
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patients SPMS108,109. Par ailleurs, la présence de LT spécifiques de l’antigène EBNA-1 a été 

décrite chez les patients SEP. Ces LT réagissent également contre les protéines de la myéline, 

faisant naître l’hypothèse d’un mécanisme de mimétisme moléculaire par lequel l’EBV 

favoriserait la susceptibilité à la SEP110. Il est aussi proposé que l’EBV pourrait favoriser la 

production de cytokines pro-inflammatoires par les LB et ainsi participer à 

l’inflammation111,112.  

Enfin, deux récentes études renforcent l’hypothèse qu’une infection à l’EBV est 

impliquée dans le développement de la SEP. La première étude est réalisée sur une cohorte de 

plus de 10 millions de personnes dont 955 individus qui vont développer une SEP113. Les 

auteurs ont recueilli des prélèvements avant l'apparition des premiers signes cliniques de la SEP 

et ont identifié 801 individus qui n’étaient pas infectés pas l’EBV à l'époque où les premiers 

prélèvements avaient été effectués. Parmi les 801 personnes non infectés, 800 ont été infectés 

par l’EBV avant le développement de la SEP. Le taux de séroconversion chez les personnes 

ayant développées une SEP était donc de 97% alors qu'il était de 57% chez les patients n'ayant 

pas développés de SEP. Ainsi les auteurs identifient un risque 32 fois plus important de 

développer la SEP après une infection à l’EBV. La deuxième étude montre que des anticorps 

présents dans le LCR de patients SEP lient un épitope de la protéine EBNA1 de l’EBV et qu’ils 

réagissent par mimétisme antigénique contre une protéine du système nerveux central, 

GlialCAM, exprimée par les astrocytes et oligodendrocytes. Ces anticorps sont présents chez 

20 à 25% des patients SEP étudiés114.  

L’ensemble de ces données indiquent un lien entre l’infection à l’EBV et le 

développement de la SEP. Toutefois, d’autres investigations sont nécessaires pour prouver 

l’implication de l’EBV dans le développement de la SEP notamment du fait que la majorité des 

individus dans le monde présentent une infection à l’EBV (90%)115.  

 

L’ensemble des facteurs génétiques, environnementaux et infectieux connus ne suffisent 

pas à expliquer totalement l'étiologie de la SEP. D’autres investigations sont donc nécessaires, 

même si une combinaison de certains facteurs pourrait augmenter la susceptibilité à la SEP 

comme dans le cas de l'association entre la présence de l’allèle HLA-DRB1*15:01 et l’infection 

à l’EBV 116,117. 
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B) Traitements 
 

De nombreuses options thérapeutiques, ayant pour but de traiter l’inflammation et 

prévenir les poussés, existent pour les formes RRMS de la SEP118–120. En revanche, peu ou pas 

d’options existent pour les phases progressives de la maladie. Les traitements ciblent en 

majorité le système immunitaire, en le modulant, ce sont les immunomodulateurs ou bien en le 

supprimant, on parle alors d’immunosuppresseurs.  

 

Les traitements de première ligne en phase RRMS :  

La majorité des traitements utilisés en première ligne sont des immunomodulateurs, tels que :  

- L’interféron bêta (1a,1b) qui est un anti-inflammatoire.  

- Les corticoïdes tel que le Méthylprednisolone sont utilisés pour traiter les poussées.   

- L’acétate de glatiramère, qui est un anti-inflammatoire composé de peptides de 

synthèses. Avec l’interféron bêta ce sont les traitements de fond les plus utilisés.  

- Le diméthyle fumarate qui cible NRF2 (nuclear factor erythoid-derived 2-like2) qui est 

impliqué dans les réponses aux réactifs de l’oxygène. Ce traitement permet une réponse 

anti-inflammatoire. 

- Le tériflunomide qui cible la synthèse des pyrimidines ce qui empêche la prolifération 

des lymphocytes activés. 

 

Les traitements de seconde ligne en phase RRMS :  

Lorsque les traitements de première ligne ne s’avèrent pas assez efficaces, des traitements de 

seconde ligne sont administrés aux patients. Ces traitements ciblent directement le système 

immunitaire, soit pour éliminer les cellules immunitaires pathogéniques, soit pour leur 

empêcher l’accès au SNC :  

- Le Rituximab et l’Ocrelizumab sont des anticorps dirigés contre la molécule CD20 qui 

provoque l’élimination des LB.  

- Le Natalizumab, un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre la sous-unité a4 de 

l’intégrine a4b1 inhibe la migration des lymphocytes dans le SNC121.  

- L’Alemtuzumab est un anticorps monoclonal, ciblant le CD52 qui induit l’élimination 

à la fois des LT et des LB.  
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- Le Fingolimod est un analogue de la sphingosine-1-phosphate qui agit en modulant son 

récepteur. Il permet de bloquer la sortie des lymphocytes des SLO et limite donc leur 

accès au SNC.  

- Le Mitoxantrone est un intercalent de l’ADN ciblant les cellules immunitaires. 

 

Les traitements pour les phases progressives de la maladie  

- Certains traitements utilisés en RRMS comme les interférons et le Mitoxantrone 

peuvent aussi être utilisés pour les formes progressives.  

- Le cyclophosphamide est un agent alkylant et interagit donc avec l’ADN. Il cible 

principalement les LB et LT. 

- Le méthotrexate cible l’acide folique ce qui bloque la synthèse de l’ADN et ralentie la 

prolifération immunitaire. 

- L’Ocrelizumab peut être bénéfique pour certains patients en phase PPMS. 

 

C) Physiopathologie de la sclérose en plaques 
 

Les études sur les prélèvements humains, incluant les études à l’échelle du génome, 

ainsi que les études dans le modèle murin de la SEP, ont permis de mettre en évidence 

l’implication du système immunitaire dans cette pathologie. Les études chez l’homme sont 

réalisées à partir de prélèvements sanguins, de prélèvements de LCR et sur des échantillons de 

cerveaux post-mortem. Les études murines font appel principalement au modèle de 

l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE).  

 

1- Modèle EAE : encéphalomyélite auto-immune expérimentale 
 

Les études sur l’EAE ont permis d’étudier l’implication du système immunitaire dans 

la SEP mais également l’efficacité de certaines options thérapeutiques. Le modèle EAE est né 

aux alentours des années 1930 lorsque un groupe de chercheur a tenté de reproduire les 

complications encéphaliques observées après des vaccinations contre la rage. Au fur et à 

mesures de leurs observations, ils se sont rendus compte que les animaux partageaient des 

similitudes avec la SEP observée chez l’homme122. Le modèle EAE reproduit certaines 

caractéristiques pathologiques présentent chez l’homme notamment des lésions du SNC avec 

une perte axonale et une démyélinisation. Pour initier le développement de l’EAE chez les 
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souris, une des méthodes est l’injection de peptides de la myéline, notamment MOG (myelin 

oligodendrocyte glycoprotein), MBP (myelin binding protein) ou PLP (protéine 

protéolipide)123. L’injection de ces peptides est couplée à l'injection d'un adjuvant comme par 

exemple l’adjuvant complet de Freund et de la toxine pertussique pour perméabiliser la barrière 

hémato-encéphalique (EAE active). Une autre méthode d’induction de l’EAE est le transfert 

adoptif dans des souris naïves de LT CD4 spécifique de la myéline induit par immunisation 

(EAE passive). De plus, il existe des modèles d’EAE spontanée, reposant sur des souris 

modifiées génétiquement pour exprimer des TCR ou des BCR spécifiques de la myéline124. Le 

modèle d'EAE transgénique le plus utilisé est celui des souris SJL/J dont les LT CD4 expriment 

un TCR dirigé spécifiquement contre le peptide MOG92-106 ce qui induit le développement 

d'une EAE spontanée chez ces souris125.  

  

Cependant, l’utilisation du modèle EAE peut entrainer des biais dans l’étude de la SEP. 

En effet, l’utilisation d’adjuvant force la réaction immunitaire et l’utilisation de la toxine 

pertussique perturbe l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique. De plus, les modèles d’EAE 

active et passive mais aussi reposant sur des TCR transgéniques induisent un biais en faveur 

d’une réponse dépendante des LT CD4. Enfin, le modèle EAE ne reproduit que partiellement 

les aspects pathologiques observés chez l’homme et ne reflète donc pas l’entière complexité de 

la pathogénicité de la SEP.  

 

2- Migration des cellules du SI dans le SNC  
 

Le SNC est composé du cerveau et de la moelle épinière et du LCR qui est produit 

localement au niveau du plexus choroïde. Il est aujourd’hui établi que le SNC et le système 

immunitaire communiquent dans les deux sens. Cependant, l’accès au SNC des cellules 

immunitaires est hautement régulé. Il existe trois barrières physiologiques majeures permettant 

le trafic moléculaire et cellulaire entre le SNC et la circulation sanguine : la barrière hémato-

méningée (BHM), la barrière hémato-encéphalique (BHE), et la barrière sang-LCR (Figure 

7)126.  
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Figure 7 : Migration des cellules immunitaires dans le SNC d’après Furtado et. al, 2018127 

et Prinz et Priller, 2017128. 

Il existe trois différentes barrières pour accéder au SNC. En A) la barrière hémato-méningée qui correspond 

à la séparation entre les vaisseaux sanguins et le LCR au niveau de l’espace sous arachnoïdien. En B) la 

barrière hémato-encéphalique composée de cellules endothéliales, de péricytes et d'astrocytes. La migration 

à travers la BHM et la BHE fait intervenir différentes molécules d’adhésions comme par exemple les axes 

ICAM-1/LFA-1 et VCAM-1/VLA-4 ainsi que ALCAM, notamment exprimées par les LB. En C), la barrière 

sang-LCR située au niveau du plexus choroïde, fait intervenir les molécules CCL20 et CCR6 pour le 

processus de migration des cellules du système immunitaire.   

 

La BHE est la barrière du SNC la plus étudiée, elle sépare la circulation sanguine du 

parenchyme cérébral. Elle est composée principalement de cellules endothéliales, liées par des 

jonctions serrées formant une monocouche cellulaire ainsi que par des péricytes et des 

astrocytes129. La BHM, quant à elle, correspond à l’interface entre les vaisseaux sanguins situés 

dans les méninges et l’espace sous-arachnoïdien. Elle est composée d’une couche unicellulaire 

d’endothélium vasculaire liée aussi par des jonctions serrées130. Le processus de migration à 

travers la BHE et la BHM fait intervenir des molécules d’adhésions, de migration, d’activation 

exprimées à la fois par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins mais également par les 

cellules immunitaires souhaitant accéder au SNC126.  
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Les molécules exprimées par les cellules endothéliales sont131 : 

- ICAM-1(intracellular adhesion molecule 1) et ICAM-2, qui vont interagir avec leur 

ligand LFA-1 (lymphocyte function associated molecule 1) également connu sous le nom 

d’intégrine aLb2.  

- VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) qui interagit avec son ligand VLA-4 

(very late antigen 4), appelée aussi intégrine a4b1, exprimée par les cellules immunitaires. 

-  La P-sélectine qui va interagir avec son ligand PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand 

1).  

- ALCAM (activated leukocyte cell adhesion molecule) est exprimée par les cellules 

endothéliales et peut se lier à son ligand CD6 ou à une autre molécule ALCAM exprimée par 

les cellules immunitaires. L’expression de ALCAM par les LB semble favoriser leur migration 

à travers la BHM132.   

 

Des chimiokines tel que CCL2, CCL4, CCL5 et CXCL12 peuvent aussi être sécrétées 

par les cellules endothéliales, ces chimiokines vont interagir avec leur récepteurs respectifs 

CCR1, CCR2, CCR5 et CXCR4/7 exprimés par les cellules immunitaires126.  

  

La barrière sang-LCR est située au niveau du plexus choroïde qui est le lieu de 

production du LCR. Cette barrière est composée de cellules épithéliales du plexus choroïde qui 

séparent le LCR du stroma vascularisé où circulent les cellules du SI. Les cellules épithéliales 

sont liées par des jonctions serrées et le passage des cellules immunitaires à travers cette barrière 

fait appel à des molécules d’adhésions comme la P-sélectine et à la sécrétion de chimiokines 

comme CCL20, sécrétée par les cellules épithéliales du plexus choroïde, et  son récepteur 

CCR6, exprimé notamment par les LT133,134,135.  

 

La présence de cellules immunitaires chez des individus sains dans le LCR suggère la 

perméabilité de la BHE et/ou de la BHM et/ou du plexus choroïde134.  

  

3- Phase inflammatoire aigüe  
 

La phase RRMS est caractérisée par des lésions démyélinisées actives au niveau du SNC 

avec la présence d’infiltrat de cellules de l’immunité innée et adaptative136. Les lésions 

démyélinisées du SNC sont localisées majoritairement dans la substance blanche en phase 
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RRMS. L’utilisation du gadolinium pour la réalisation des IRM permet de mettre en évidence 

la perméabilité de la BHE137. Cette perturbation de l’intégrité de la BHE favorise le passage de 

cellules du système immunitaire activées notamment des macrophages, des LT et des LB138 

(Figure 8).  

 

a) Les cellules de l’immunité innée 
 

Les cellules de l’immunité innée, notamment des macrophages, des microglies et des 

cellules dendritiques sont présentes dans les lésions du SNC de patients SEP139,140.  

Les microglies sont des cellules gliales apparentées à des macrophages du SNC qui ont 

comme principale fonction de surveiller le SNC pour détecter la présence de pathogènes. Une 

étude chez des patients SEP a montré que les microglies activées sont une source de stress 

oxydatif notamment via la production d’espèce réactive de l’oxygène, ce qui pourrait participer 

aux développements des lésions du SNC141. Dans le modèle EAE, il a été observé au niveau 

des sites des dommages axonaux, une accumulation de microglie. Les auteurs ont alors bloqué 

l’accumulation de ces cellules réduisant ainsi les dommages axonaux142. De plus, les microglies 

sont capables de sécréter des cytokines pro-inflammatoires tel que l’IL-6, l’IL-18, l’IL-1b et le 

TNFa. Elles sécrètent également les chimiokines CCL2 et CCL5. La sécrétion de ces molécules 

a un rôle important dans le développement de l’EAE, notamment en favorisant l’inflammation 

et le recrutement de cellules immunitaires au niveau du SNC143. Cependant, les microglies sont 

aussi capables de produire des cytokines anti-inflammatoires tel que l’IL-10 et sont également 

impliquées dans la réparation tissulaire en favorisant la remyélinisation. En effet, une étude a 

montré que les microglies peuvent induire la différentiation des oligodendrocytes, cellules 

impliquées dans la formation de la myéline144. De plus, les microglies phagocytent les débris 

de myéline ce qui est indispensable pour le phénomène de remyélinisation145. Les microglies 

ont donc différents rôles dans la pathogenèse de la SEP, en favorisant l’inflammation mais sont 

également impliquées dans les phases de remyélinisation.  

A l’image des microglies, les macrophages peuvent également produire des réactifs de 

l’oxygène et participer ainsi aux lésions du SNC141. Les monocytes infiltrent le SNC dès 

l’initiation de l’EAE, pour se différencier ensuite en macrophages et induire la 

démyélinisation146. Les macrophages sont capables de sécréter des facteurs pro-inflammatoires 

tel que le TNFa. Ces facteurs inflammatoires sont impliqués dans la sévérité de l’EAE, 

notamment en orientant la réponse des LT CD4 en faveur d’une réponse inflammatoire mais 
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également en perturbant l’intégrité de la BHE147. Cependant, tout comme les microglies, les 

macrophages participent également à la remyélinisation et à la réparation neuronale, notamment 

via la phagocytose des débris de myéline148.  

 

b) Les LT CD4 
 

Les données obtenues à partir du modèle EAE et des prélèvements de patients en phase 

RRMS ont permis d’identifier les LT CD4 en particulier les Th1, Th17 et les Th1/Th17 comme 

des acteurs clés dans la pathogenèse de la SEP. En effet, le transfert adoptif de Th1 ou Th17 

dans des souris naïves induit le développement de l’EAE contrairement au transfert de Th2149. 

Il a été observé chez des souris déficientes pour la sous unité p40 de l’IL-12, une résistance à 

l’induction à l’EAE. Suite à cette observation, il a été conclu que les Th1 étaient impliqués dans 

le développement de l’EAE puisque la différentiation d’un LT naïf en Th1 nécessite l’IL-12. 

150. Cependant, la découverte de l’IL-23 a remis en question le rôle des Th1 dans l’EAE. En 

effet, l’IL-12 et l’IL-23 partagent la sous unité p40. L’IL-23 est une cytokine impliquée dans la 

différentiation des LT naïfs en Th17. Il a alors été observé chez des souris déficientes en p19, 

l’autre sous unité de l’IL-23, une résistance à l’induction à l’EAE ce qui n’est pas le cas chez 

les souris déficientes en p35 l’autre sous unité de l’IL-12151. Ces données montrent que l’IL-

23, et non l’IL-12, est nécessaire à l’induction de l’EAE suggérant une implication des Th17 

plutôt que des Th1 dans l’EAE. D’autres signaux que l’IL-23 sont nécessaires à la 

différenciation en Th17 notamment le signal médié par l’IL-1. Des souris déficientes en 

récepteur à l’IL-1 affichent une résistance à l’induction à l’EAE152. Des études se sont alors 

intéressées aux cytokines produites par les Th1 et les Th17 pour déterminer le mécanisme 

d'action de ces cellules dans la pathogenèse de la SEP. Il a ainsi été montré que les souris 

déficientes en IFNg sont sensibles à l’induction de l’EAE153. Les cytokines sécrétées par les 

Th17, tel que l’IL-17, IL-21 et l’IL-22 ne semblent pas non plus jouer un rôle clé dans 

l’induction à l’EAE puisque les souris déficientes en ces cytokines sont toujours sensibles à 

l’induction de l’EAE154–156. 

 Des LT CD4 présentant des caractéristiques de Th1 et Th17, notamment co-exprimant 

l’IL-17 et l’IFNg ainsi que Tbet et RORgt, les facteurs de transcription des Th1 et Th17 

respectivement, ont été retrouvés dans le SNC des souris EAE157 et de patients. Ces LT CD4 

sont appelés Th1/Th17 et il a été proposé que les Th17 se différenciaient en Th1/Th17 sous 

l’influence de l’IL-1b et de l’IL-12158. Le GM-CSF sécrété par les Th1 et les Th1/Th17 est 
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impliqué dans la pathogenèse de l’EAE puisque le blocage spécifique de la sécrétion de GM-

CSF par les LT CD4 réduit la sévérité de l’EAE159,160. 

  

Chez l'homme, un groupe de chercheur a pu observer une augmentation de la fréquence 

de Th1 et Th17 dans le LCR de patients en phase RRMS comparé à leur fréquence dans la 

circulation sanguine161. De manière intéressante, les auteurs ont également observé une plus 

forte proportion de Th17 dans le LCR de patients en rechute comparé aux patients en 

rémissions. Par ailleurs, une signature Th1 et Th17, avec une augmentation de l’expression des 

gènes codant pour l’IFNg et l’IL-17A, pu être observée dans des lésions du SNC de patients162. 

Concernant les Th1/Th17, une étude a montré la présence de LT CD4 produisant de l’IL-17 et 

de l'IFNg au niveau de lésions du SNC chez des patients en phase RRMS163. Les auteurs ont pu 

également observer que les LT sécrétant à la fois de l’IL-17 et de l’IFNg migraient de manière 

plus importante à travers la BHE dans un modèle de migration in vitro. Enfin, une plus forte 

proportion de Th1/Th17, produisant de l’IFNg et du GM-CSF, a été identifié dans le LCR que 

dans le sang de patients RRMS164.  

La SEP étant une maladie auto-immune, des études se sont intéressées aux LT CD4 

réagissant contre les protéines de la myéline. Il a ainsi été observé, chez des patients SEP, une 

réactivité des LT CD4 contre des protéines de la myéline notamment MOG et MBP. Ces LT 

dit auto-réactifs ont également été observés chez des individus sains165. Cependant, les LT auto-

réactifs de patients SEP possèdent un profil plus inflammatoire que les LT CD4 auto-réactifs 

de donneurs sains, avec une expression plus importante de CCR6 et une plus forte sécrétion 

d’IL-17, d’IFNg et de GM-CSF suggérant ainsi une implication des Th1/Th17 dans la 

SEP166,167. 

 

c) Les LT CD8 
 

Les LT CD8 sont plus nombreux à infiltrer le SNC que les LT CD4 en phase RRMS. 

Ces lymphocytes cytotoxiques sont retrouvés en grand nombre au niveau de lésions 

démyélinisées chez des patients en phase RRMS et leur nombre corrèle avec la sévérité de la 

maladie168. Il a été observé une expansion clonale de LT CD8 au niveau des lésions du SNC, 

du LCR et également dans le sang169. La présentation antigénique aux LT CD8 se fait via le 

CMH-I qui contrairement aux CMH-II est exprimé par la plupart des cellules gliales et des 

neurones qui peuvent donc présenter des antigènes neuronaux aux LT CD8170. Les LT CD8 de 
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par leur fonction cytotoxique via la production de perforine et granzyme peuvent participer 

directement au développement des lésions du SNC. En outre des LT CD8 sécréteur d’IL-17 ont 

été retrouvés au niveau de lésions actives du SNC suggérant que les LT CD8 peuvent également 

participer à l’inflammation du SNC171.   

 

 
 

Figure 8 : Immunopathologie de la SEP dans le SNC en phase inflammatoire aigüe 

d’après Afzal et al. 2020172. 

Les cellules immunitaires peuvent accéder au SNC notamment via la BHE et vont s’accumuler dans le 

parenchyme cérébral. Les cellules ayant migrées et les cellules résidentes, tel que les microglies, vont initier 

la dégradation neuronale et la démyélinisation, via la sécrétion de facteurs pathogéniques solubles ou 

directement par contact cellulaire.  

 

d) Les lymphocytes B 
 

Différents sous types de LB sont présents dans le LCR de patients en phase RRMS, avec 

notamment une augmentation de la proportion de LB mémoires et LB CD27+IgD+ dans le LCR 

comparé à leur proportion dans la circulation sanguine173. De plus, il a été observé une 

Blood

CNS parenchyma
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augmentation de l’expression de ALCAM par les LB chez les patients en phase RRMS comparé 

à des individus sains132. Ces LB ALCAM+ sont également retrouvés au niveau de lésions dans 

le SNC de patients SEP. La migration des LB dans le LCR suggère leur implication dans la 

pathogénicité de la SEP.  

 

i.  Les anticorps 
 

Historiquement, une implication des LB dans la SEP a été proposée suite à la découverte 

de bandes oligoclonales d’IgG dans le LCR de patients SEP, en 1959174. Il a également été 

montré, dans une plus faible proportion (environ 40% de patients SEP), la présence dans le 

LCR de patients SEP de bandes oligoclonales d’IgM qui est associée à une maladie plus active 

et inflammatoire175,176,177.  

 

Plusieurs études se sont intéressées aux anticorps présents dans le LCR de patients afin 

de déterminer la présence et la spécificité d'éventuels auto-anticorps dans la SEP. Une étude a 

montré que des anticorps du LCR de patients SEP réagissent contre des auto-protéines 

ubiquitaires intracellulaires178. Les auteurs suggèrent que les bandes oligoclonales pourraient 

être générées à cause de débris de cellules mortes induits lors de lésions du SNC plutôt que 

d’être à l’origine de ces lésions. Leur réelle implication dans la SEP n’est pour l’instant pas 

connue. 

D’autres groupes ont cherché à déterminer si les anticorps du LCR de patients SEP 

étaient spécifiques d'antigènes du SNC et plusieurs candidats ont été proposés, notamment des 

protéines de myéline comme la MOG. Des anticorps anti-MOG ont été retrouvés au niveau de 

lésions de démyélinisations179. Des études ont également montré que des anticorps extrait du 

LCR de patients avec la SEP pouvaient induire, via le système du complément, la 

démyélinisation du SNC in vitro180,181. Cependant, l’implication d’auto-anticorps anti-MOG 

reste un sujet controversé. En effet, des pathologies inflammatoires avec démyélinisation du 

SNC présentent aussi des anticorps anti-MOG et ce en une plus grande proportion que chez les 

patients atteint de la SEP, le terme de trouble du spectre MOG a été proposé pour faire référence 

à ces pathologies inflammatoires182. D’autres auto-antigènes ont été proposés tel que MBP suite 

à la découverte d’anticorps anti-MBP dans le sérum des patients SEP. Cependant, des anticorps 

anti-MBP ont également été retrouvés dans le sérum de donneurs sains183. Il a été proposé que 

la présence d’anti-MOG et anti-MBP chez les personnes CIS était un pronostic en faveur du 
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développement de la SEP. Néanmoins, Khule et. al, n’ont pas trouvé d’association entre la 

présence de ces anticorps dans le sérum de patients CIS et le développement de la SEP184. Enfin, 

des auto-anticorps dirigés contre KIR4.1, un canal potassique exprimé notamment par des 

astrocytes et oligodendrocytes, ont été retrouvés chez la moitié de patients SEP dans une 

étude185 tandis qu’une autre étude montre un pourcentage de patients avec des anti-KIR4.1 plus 

faibles186. Ces études témoignent de la complexité d’étudier la présence d’auto-anticorps et de 

la diversité des patients atteints de SEP.   

 

La présence d’auto-anticorps, leur spécificité et leur fonction pathologique est donc un 

sujet controversé, dépendant des méthodes de détections des anticorps. Cette difficulté de 

détection d’auto-anticorps fait opposition à d’autres maladies du SNC tel que la neuromyélite 

optique (NMO) où des anticorps anti-aquaporine-4 sont présents et servent au diagnostic de 

cette pathologie187. Plus généralement, c’est également le cas dans de nombreuses de maladies 

auto-immunes, avec l’identification claire d’auto-anticorps, notamment dans le lupus 

érythémateux systémique et la polyarthrite rhumatoïde permettant le diagnostic de ces 

maladies188,73. L’implication pathogénique des LB dans la SEP via la production d’auto-

anticorps reste encore à être clarifiée. La présence chez certain patient d’auto-anticorps ainsi 

que la présence de bandes oligoclonales chez 90% des patients témoigne cependant d’une 

activation des LB dans le SNC. Bien que la pathogénicité des bandes oligoclonales ne soit pas 

établie, leur présence est un outil diagnostic de la SEP.  

 

Le rôle des LB dans la pathogenèse de la SEP a été réévalué au milieu des années 2000, 

suite au succès en phase RRMS du traitement par le Rituximab, un anticorps monoclonal 

chimérique dirigé contre la molécule CD20 exprimé par les LB189,190. Le Rituximab induit la 

déplétion des LB exprimant CD20 par différents mécanismes, tels que la cytotoxicité médiée 

par le complément et la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps191. La déplétion des LB 

par le Rituxumab induit une amélioration symptomatique des patients en phase RRMS en 

réduisant notamment les rechutes. Cependant, le nombre de plasmocytes et le niveau sérique 

d’anticorps ne sont pas altérés par le Rituximab puisque la molécule CD20 n’est pas exprimée 

par les plasmocytes ce qui indique que les LB sont impliqués dans la SEP indépendamment de 

leur production d’anticorps. L’Ocrelizumab a lui aussi été utilisé pour traiter les patients en 

phase RRMS. L’Ocrelizumab est un anticorps humanisé qui cible un épitope de CD20 différent 

du Rituximab permettant de favoriser la cytotoxicité dépendante des anticorps192. Tout comme 
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le Rituximab, l’Ocrelizumab induit efficacement la déplétion des LB, avec une diminution de 

l’activité de la maladie et des rechutes, tout en conservant les plasmocytes et les anticorps193.  

 

Le succès de ces thérapies anti-CD20 a permis de mettre en évidence le rôle 

pathogénique des LB, indépendant de la production d’anticorps, en phase RRMS. Plusieurs 

fonctions des LB dans la SEP, en phase RRMS ont alors été proposées : rôle de cellule 

présentatrice d’antigène, rôle d’activation des LT indépendants de la reconnaissance 

antigénique via la sécrétion de cytokines, et rôle régulateur également via la sécrétion de 

cytokines (Figure 9).  

 

ii.  Cellules présentatrices d’antigènes 
 

Les LB sont des CPA professionnelles pouvant présenter un antigène au LT via les 

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH-II). Les LB sont 

capables de reconnaître des épitopes dit conformationnels et sont efficaces pour présenter un 

antigène même présent en faible quantité194,195. La fonctionnalité et l’implication des LB en tant 

que CPA ont été mises en évidence dans différentes pathologies et notamment lors 

d’infections196,197,198. Les résultats observés dans le modèle murin de la SEP indiquent une 

implication des LB dans la SEP en tant que CPA. En effet, des souris avec des LB déficients 

en CMH-II deviennent résistantes à l’induction de la maladie dans le modèle EAE induit par 

l’injection de la protéine MOG199,200.  

  

Le CMH-II sert de signal 1 pour l’activation des LT, le signal 2 se fait via les molécules 

de co-stimulations notamment CD80, CD86 et CD40. Des études montrent une plus forte 

expression de CD80, CD86, CD40 et des molécules de CMH-II par les LB des patients en phase 

RRMS, comparé aux LB de donneurs sains201–203. De plus, il a été montré que des LB mémoires 

provenant de patients en phase RRMS sont capables d’induire, en présence de MOG ou MBP, 

une meilleure prolifération des LT CD4 ainsi qu’une plus forte sécrétion d’IFNg par les LT 

CD4 que des LB provenant de donneurs sains, in vitro204. L’ensemble de ces travaux supporte 

un rôle des pathogéniques des LB en phase RRMS médié par leur capacité à  présenter 

l'antigène aux LT CD4 et à les activer.  

 



 40 
 

iii.  Sécrétion de cytokines 
 

Les LB sont capables d’orienter une réponse immunitaire via la sécrétion de cytokines 

pro ou anti-inflammatoires indépendamment de contact cellulaire, on parle d’« effet 

bystander »205. Dans la SEP, le profil cytokinique des LB est impacté comparé aux individus 

sains en faveur d’un profil cytokinique inflammatoire qui peut notamment modifier les 

propriétés des LT CD4. En effet, des études ont montré que les LB de patients SEP sécrètent 

plus de TNFa, LTa et d' IL-6 que ceux de donneurs sains. Une plus forte proportion de LB 

exprimant du GM-CSF a également été observée chez les patients SEP après activation in 

vitro206–208. Barr et al., ont montré que lorsque des souris étaient déficientes en IL-6 

spécifiquement dans les LB, le développement de l'EAE était atténué avec une diminution de 

la réponse Th17 identifiée par une plus faible sécrétion d’IL-17. De plus, ces auteurs ont montré 

chez les patients en phase RRMS, que les LB avaient un plus haut niveau de sécrétion d’IL-6 

que les donneurs sains mais qu’après traitement au Rituximab, la production d’IL-6 par les LB 

de patients était identique à celle des individus sains. Ils ont également observé une plus faible 

production d’IL-17 par les PBMC de patients RRMS après déplétion des LB207. Ces données 

suggèrent que la sécrétion plus importante d'IL-6 par les LB en phase RRMS induit une 

augmentation de la réponse Th17. Par ailleurs, une autre étude a montré que le Rituximab 

diminue à la fois la prolifération des LT CD4 mais aussi des LT CD8 avec une plus faible 

proportion de LT CD4 exprimant l’IFNg et l’IL-17 et une plus faible proportion de LT CD8 

exprimant l’IFNg206. La prolifération et la sécrétion de cytokines des LT CD4 et CD8 sont 

restaurées en présence de surnageant de culture de LB de patients RRMS non traités. De plus, 

le blocage, de la LTa et du TNFa présent dans ces surnageant des LB, diminue la prolifération 

des LT CD4 et LT CD8, suggérant que les LB sont impliqués dans l’inflammation et la réponse 

LT via la sécrétion de LTa et de TNFa. Il a également été montré une augmentation de la 

fréquence de LB exprimant le GM-CSF chez des patients non traités en phase RRMS208. Le 

surnageant de ces LB permet l’induction d’une réponse pro-inflammatoire des macrophages 

dépendante du GM-CSF puisque le blocage du GM-CSF dans le surnageant empêche 

l’induction de cette réponse. De façon consistante, une déplétion des LB par traitement au 

Rituximab entraine une plus faible réponse inflammatoire par les macrophages de patients 

RRMS. 
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 L’ensemble de ces données de la littérature supporte une implication des LB dans la 

SEP de manière indépendant de la production d’anticorps et de contact cellulaire direct via la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par « effet bystander ».  

 

 Les LB sont aussi capables de réguler la réponse immunitaire via la production de 

cytokines régulatrices telles que l’IL-10 et le TGF-b. Il a été observé, chez l’homme, une 

diminution de sécrétion d’IL-10 par les LB de patients SEP comparativement à ceux de 

donneurs sains après stimulation in vitro209. Chez la souris, dans un modèle de déficience de 

l’IL-10 uniquement chez les LB, il a été observé un développement de l’EAE plus sévère210. 

En revanche, le transfert adoptif de LB produisant de l’IL-10 diminue la sévérité de l’EAE211. 

De même, des souris déficientes en TGF-b spécifiquement parmi les LB montrent une 

induction de l’EAE plus rapide. Il a également été observé une plus forte inflammation du SNC 

dans les premières phases de l’EAE en absence de TGF-b produit par les LB, cette inflammation 

étant associée à une réponse Th1 et Th17. Ces données indiquent que le TGF-b et l'IL-10 

produits par les LB ralentissent le développement de l’EAE212. Chez la souris, l’IL-35 est aussi 

une cytokine régulatrice et il a été observé une implication de l’IL-35 dans les phases de 

récupération de l’EAE et que la production de cette cytokine par les LB limite les réponses 

inflammatoires. L’IL-35 peut également agir directement sur les LB en induisant des LB 

producteurs d’IL-10213,214.  

 

Il est intéressant de noter que suite au succès des thérapies anti-CD20, un autre 

traitement a été proposé pour les patients SEP en phase RRMS pour cibler cette fois-ci 

l’ensemble des populations de LB, y compris les plasmocytes : l’Atacicept215. L’Atacicept est 

une protéine de fusion entre une portion du récepteur TACI (transmembrane activator and 

calcium modulator and cyclophilin-ligand interactor) et le fragment Fc des IgG. Ce traitement 

bloque la maturation et la différentiation des LB en se liant aux cytokines BAFF et APRIL. 

Chez les patients RRMS traités par Atacicept, il a été observé de manière surprenante une 

augmentation de la fréquence des poussées. Cela met en lumière un potentiel rôle régulateur 

des LB dans la SEP et notamment des plasmocytes. Dans ce contexte, une étude a montré que 

des plasmocytes sécréteurs d’IL-10 sont présents au niveau de lésions du SNC chez des patients 

SEP, suggérant que les plasmocytes pourraient être impliqués dans la régulation de 

l’inflammation dans la SEP216. Deux récentes études montrent la présence de plasmocytes 

sécréteurs d’IgA dans le SNC de patients SEP en phase active et dans le SNC de souris 



 42 
 

EAE217,218. L’étude chez la souris montre que ces plasmocytes producteurs d’IgA sécrètent de 

l’IL-10 et participent à la régulation de l’inflammation du SNC, suggérant donc un potentiel 

rôle protecteur des plasmocytes dans la SEP.  

 

 
 

Figure 9 : Les rôles proposés des LB dans la SEP 

Différents rôles des LB dans la pathogenèse de la SEP ont été proposés. Les LB pourraient présenter des 

auto-antigènes de myéline pour activer les LT CD4. Ils pourraient aussi être impliqués dans la réponse 

inflammatoire médié par les LT CD4 en les activant par la sécrétion de molécules inflammatoires telle que 

l’IL-6, on parle « d’effet bystander ». Enfin, une diminution de la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, 

notamment l’IL-10, par les LB pourrait diminuer leur fonction régulatrice.  

 

4- Phase inflammatoire chronique 
 

 Dans les phases progressives de la SEP, la BHE n’est plus perméable. Les patients en 

phase progressive présentent des lésions de la substance grise avec des atteintes corticales 

associées à la gravité de la maladie219. Il a également été observé de la substance grise 

d’apparence normale chez les patients en phase progressive, caractérisée par un faible infiltrat 

immunitaire mais avec une inflammation diffuse et une dégénérescence des axones220. Les 

patients présentent, en outre, moins d’inflammation et de lésions de la substance blanche. 

Cependant, dans les formes progressives de la SEP, il a été observé la présence au niveau de la 
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substance blanche de lésions inactives ainsi que de plaques chroniquement actives, avec un 

infiltrat immunitaire en bordure des lésions et des dommages axonaux en continue136. Il existe 

également de la substance blanche d’apparence normale219. La remyélinisation des lésions est 

possibles chez les patients en phases progressives de la SEP, mais ce phénomène est observé 

plus largement en phase RRMS221. 

 

a) Les centres germinatifs ectopiques dans la SEP 
 

Par ailleurs, des structures lymphoïdes ectopiques ou ELS ont été retrouvées dans le 

SNC chez 40% des patients en phase SPMS et leur présence corrèle avec la gravité de la 

maladie220,222. Ces structures sont localisées au niveau des méninges et notamment dans les 

sillions cérébraux220. Pour rappel, ces centres ectopiques germinatifs ou ELS sont composés de 

LB, plasmocytes, LT CD4 ainsi que des cellules dendritiques folliculaires. La présence de ces 

structures est associée à une atrophie et démyélinisation corticale marquée par la présence de 

larges lésions sous-piales adjacentes aux ELS. Une étude a pu observer un gradient de perte de 

neurones, d’astrocytes et d'oligodendrocytes dans la substance grise à partir de ces structures 

méningées, suggérant la diffusion de facteurs solubles des ELS vers le cortex223. Ces facteurs 

solubles entraineraient la formation de lésions corticales, soit directement, soit indirectement 

en activant les microglies. De plus, il a été montré en post mortem chez des patients SPMS, une 

plus forte expression d'IL-6, LT-a, CXCL13 et CXCL10 et dans le LCR et les méninges de 

patients ayant un haut niveau d’inflammation méningée et de démyélinisation de la substance 

grise224. Ces molécules sont connues pour leur rôle dans les processus d'activation des LB et de 

formation de structures lymphoïdes. Leur présence, à des taux plus élevés dans le LCR et les 

méninges de patients présentant une atteinte corticale plus sévère, est donc en faveur d'un rôle 

pathogénique des ELS dans la pathogenèse de la SEP.  

En revanche, les centres germinatifs ectopiques sont peu ou pas présents en phase 

RRMS et PPMS. Toutefois, une étude montre la présence de ELS et des lésions de la substance 

grise chez des patients présentant une forme fulminante de SEP (SEP aiguë de Marburg)225. De 

plus, il a été observé une inflammation des méninges chez des patients RRMS associée à la 

présence de lésions corticales226. Magliozzi et al, observent que les patients RRMS, au 

diagnostic présentant une charge lésionnelle de la substance grise importante, ont une plus forte 

concentration de cytokines soutenant une activité des LB dans le LCR, telles que CXCL13, 

APRIL, BAFF, l’IL-6 et l’IL-10, comparé aux patients RRMS ayant une faible charge 



 44 
 

lésionnelle de la substance grise224. De plus, dans une autre étude les auteurs montrent une 

association entre un taux élevé de CXCL13 dans le LCR des patients RRMS et l’évolution de 

la maladie, notamment l’apparition lésions corticales227.   

  

 Concernant la phase PPMS, il n’a pas été observé d'ELS dans les méninges des patients 

lors d'une étude post mortem. En revanche 30% des patients PPMS de cette étude présentaient 

une inflammation des méninges caractérisée par la présence d'agrégats de LT et de LB non-

prolifératifs228. Cette inflammation était associée à une plus forte démyélinisation et perte 

neuronale corticale ainsi qu'au développement d'une pathologie plus sévère et des décès à un 

âge plus jeune.   

 

 La présence de structures tertiaires, partageant des propriétés des centres germinatifs 

des organes lymphoïdes secondaires, suggère l’implication des LB mais également des TFh en 

phase SPMS.  

 

b) Les lymphocytes B  
 

La présence d’IgM oligoclonales dans le LCR est associée à une évolution plus rapide 

des patients en phase RRMS vers la phase SPMS176. Ces bandes oligoclonales d’IgM sont aussi 

présentes chez les patients en phase PPMS et leur présence est associée à une inflammation 

active229. Dans les phases progressives de la SEP (SPMS et PPMS), la présence de LB dans le 

SNC est associée aux lésions démyélinisées, et des plasmocytes sont retrouvés en plus forte 

quantité dans les lésions actives de la substance blanche et dans les méninges que dans la phase 

RRMS168.  

  

Le profil cytokinique des LB semble être altéré dans les phases progressives de la 

maladie. Cependant, cette altération a été moins étudiée et décrite qu'en phase RRMS.  Une 

étude s'intéressant au profil cytokinique des LB selon les phases de la maladie230 montre une 

plus forte expression d’IL-6 par les LB de patients SEP, toutes phases confondues après 

stimulation des PBMC in vitro par un peptide MOG. En revanche, les LB de patients en phase 

PPMS ont une plus forte expression de TNFa et IFNg, comparés aux patients RRMS, SPMS et 

aux donneurs sains. Enfin, durant toutes les phases de la maladie, les LB de patients expriment 

moins d’IL-10 par rapport aux individus sains.  
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 D’autres travaux ont montré un taux plus élevé de CXCL13 dans le LCR de patients en 

phase PPMS comparés à des donneurs ayant des céphalées de tension sans signe apparent 

d’inflammation231. De même, parmi les patients en phase progressive (SPMS et PPMS), le taux 

de CXCL13 dans le LCR est plus élevé chez les patients actifs (rechute dans les 3 mois ou 

lésions apparues à l’IRM), que chez les patients sans activité récente de la maladie232. Ces 

données sont donc en faveurs de l’implication des LB en phase progressive de la SEP, puisque 

les LB répondent par chimiotactisme au CXCL13.  

 

 Concernant les patients en phases PPMS, un essai clinique a montré un léger bénéfice 

pour les patients traités par l’Ocrelizumab233. En effet, à 24 semaines de traitement, 29,6% des 

patients avaient une progression de la maladie parmi les patients traités, contre 35,7% dans le 

groupe placebo. Les lésions observées à l’IRM sont diminuées de 3,4% chez les patients traités 

et augmentées de 7,4% chez les patients du groupe contrôle. Ainsi, l’Ocrelizumab est associé à 

taux de progression plus faible comparé aux contrôles, confirmant une potentielle implication 

des LB en phase SPMS. Le mécanisme par lequel l’Ocrelizumab est bénéfique en phase PPMS 

n’est pas connu mais des auteurs ont notamment proposé que cela permettrait l’élimination des 

LB inflammatoires. En effet, les LB pourraient participer à l’inflammation dans le SNC via la 

sécrétion de molécules neurotoxiques234. Les auteurs s’appuient sur des travaux de Lisak et. al, 

qui montrent que le surnageant de LB de patient SEP présente des molécules à haut poids 

moléculaires qui induisent la mort d’oligodendrocytes in vitro235,236.  

  

5- Les LT folliculaires auxiliaires dans la SEP  
 

Les LT CD4 mémoires exprimant CXCR5 représentent la forme circulante des TFh des 

centres germinatifs. Les TFh circulants peuvent être catégorisés en différentes populations 

partageants des similarités avec les LT CD4 conventionnels Th1, Th2 et Th17. Ces TFh peuvent 

être identifiés dans le sang en fonction de l’expression différentielle de CCR6 et CXCR3. Les 

TFh2 (CCR6-CXCR3-) et TFh17 (CCR6+CXCR3-) ont été montrés comme aidant la 

différenciation des LB naïfs, contrairement au TFh1 (CCR6-CXCR3+)237. Au vu du rôle 

pathogénique des LB dans la phase RRMS mais aussi en phase SPMS du fait de la présence 

d’ELS, il est proposé que les TFh, de par leur fonction spécialisée d'aide aux LB jouent un rôle 

important dans la pathogenèse de la SEP. L’implication des TFh a été mise en évidence dans 

d’autres maladies auto-immunes notamment dans le lupus érythémateux systémique et la 
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polyarthrite rhumatoïde238. En revanche, peu d’études se sont intéressé aux rôle des TFh dans 

la SEP. Les TFh pourraient cependant être impliqués dès les premières phases de la maladie. 

En effet, la concentration de CXCL13, le ligand de CXCR5, est plus importante dans le LCR 

de patients en phases RRMS que dans le LCR de patients souffrant de maladie neuronales non 

inflammatoires ou de contrôles227. Une concentration de CXCL13 plus élevée dans le LCR en 

phase RRMS est de plus associée à une activité de la maladie plus importante. Par ailleurs, il a 

été montré que dans le LCR de patients atteints de maladies neuronales la concentration de 

CXCL13 est corrélée à la fréquence de LT CD4 CXCR5+239. De plus, il a été retrouvé au niveau 

de lésions actives de patients SEP la présence de LT exprimant l’IL-21, cytokine sécrétée par 

les TFh 240. Une étude par RNAseq sur cellule unique a permis d’identifier des gènes signatures 

des TFh plus représentés dans le LCR de patients SEP comparé au LCR d'individus contrôles, 

ce qui n'était pas le cas dans la circulation sanguine241. Ces résultats ont été confirmés par 

cytométrie en flux montrant une plus forte proportion de TFh au sein des LT CD4 dans le LCR 

de patients SEP comparé au groupe contrôle. De plus, la proportion de TFh ayant un phénotype 

activé (PD-1+ ou ICOS+) est augmentée dans le LCR de patients SEP et l’augmentation de TFh 

PD1+ est corrélée avec la proportion de plasmocytes présents dans le LCR de patients SEP. 

Ces données montrent donc une migration des TFh dans le SNC de patients SEP et sont en 

faveur d'un rôle pathogénique de ces cellules. 

Des modifications du phénotype des TFh ont aussi été mises en évidence dans la 

circulation sanguine. Une étude a, en effet, montré une augmentation de la fréquence de TFh 

ICOS+ chez les patients en phase RRMS et SPMS comparé à des sujets sains242. De plus, en 

phase SPMS, la présence de TFh ICOS+ corrèle à la gravité de la maladie. Ces mêmes auteurs 

ont observé une diminution de la proportion de TFh1 dans toutes les phases de la maladie ainsi 

qu’une augmentation de TFh17 en phase PPMS suggérant une augmentation de la capacité 

d'aide aux LB des TFh circulant. Parmi les LT CD4 spécifique de la myéline, Cao et al. ont mis 

en évidence une surexpression de gènes exprimés par les TFh, notamment CXCR5, IL-21 et 

ICOS166.  

L’ensemble de ces travaux montre une expansion des TFh chez les patients SEP 

notamment dans le LCR avec un profil activé, suggérant une aide active des TFh aux LB dans 

la SEP.  

 

Pour conclure, la SEP est une pathologie complexe, multifactorielle, impliquant de 

nombreux composant du système immunitaire notamment les LB. L’origine de la SEP reste à 

être déterminée. Des chercheurs se sont récemment intéressés à l’implication de facteurs 
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environnementaux dont le microbiote intestinal dans le développement de la SEP. En effet, des 

études ont mis en évidence que les patients en phase RRMS ont un microbiote intestinal 

différents par rapport à des individus sains. De plus, une étude récente a identifié des 

plasmocytes d’origine intestinale exprimant des IgA dans le LCR de patients en phase 

RRMS218. Au cours de ma thèse, nous nous sommes donc intéressés à l’implication des LB 

d’origine intestinale dans la pathogenèse de la SEP. 
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Chapitre 3 : Le microbiote intestinal dans 

la SEP 
 

 

Le tractus gastro-intestinal représente la plus grande surface d’interaction entre 

l’homme et l’environnement. Il est colonisé par des bactéries, des archées, des virus et des 

champignons qui constituent le microbiote intestinal. Plus de 1014 microorganismes colonisent 

ainsi le tractus gastro-intestinal243. Le microbiote se développe dès la naissance et sa 

composition est influencée par la nourriture, l’environnement, la prise de médicaments, et la 

génétique. Il se stabilise vers l’âge de 3 ans pour ressembler à la composition du microbiote de 

l’adulte. La composition du microbiote est stable et propre à chaque individu mais avec une 

base microbienne commune. Des signatures microbiennes propre à des régions ont été 

identifiées, indiquant que le microbiote est sensible à l’environnement244. 

 

En situation physiologique, le microbiote intestinal est bénéfique pour l’homme, il le protège 

contre des attaques de pathogènes et lui fournit des nutriments et vitamines établissant une 

relation symbiotique avec son hôte. Cet échange est contrôlé, et une véritable communication 

existe entre le microbiote intestinal et l’organisme notamment avec le SNC. Les 

communications vers le SNC sont médiées par la voie nerveuse, la voie métabolique/hormonale 

et la voie immunitaire (Figure 10). Le microbiote intestinal produit en effet des molécules telles 

que la vitamine B12 ou des acides gras à chaine courte, des acides aminés ou des 

neurotransmetteurs qui peuvent agir directement sur la barrière intestinale et notamment sur les 

cellules immunitaires avoisinantes mais aussi sur le système nerveux via les afférences 

nerveuses présentes dans l’intestin. Ces molécules peuvent également rejoindre la circulation 

sanguine et avoir un effet direct sur divers organes, notamment sur le cerveau245,246.  

 

Dans ce chapitre nous allons particulièrement nous intéresser à l’axe microbiote-

système immunitaire, et son implication dans des maladies auto-immunes.  
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Figure 10 : Les voies de communications entre le microbiote intestinal et le cerveau. 

D’après Cryan et al, 2020247.  

Différentes voies de communications entre le microbiote intestinal et le cerveau existent :  

1)  La voie nerveuse médiée par les nerfs entériques et la sécrétion de neurotransmetteur par le microbiote 

agissant sur le SNC.  

2) La voie métabolique/humorale via la sécrétion de différents métabolites par les microbes  

3) La voie immunitaire lorsque le microbiote intestinal influence les propriétés des cellules immunitaires 

intestinales.  
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I- Relation entre le microbiote intestinal et les cellules du système 
immunitaire  

 

A) Généralités sur l’organisation des GALT 
 

La communication entre l’organisme et le microbiote intestinal est fondamentale pour 

maintenir l’homéostasie. L’enjeu est de préserver l'intégrité du microbiote intestinal tout en 

évitant l'invasion de pathogènes. Il existe différentes lignes de défense pour prévenir une 

infection. La première ligne de défense est assurée par une couche de mucus. Les cellules 

épithéliales intestinales sont en effet recouvertes du côté apical d'une couche de mucus qui 

contient des peptides antimicrobiens permettant d’empêcher le passage de microbes à travers 

la barrière de cellules épithéliales intestinales. Il existe plusieurs types de cellules épithéliales 

avec des fonctions différentes. Par exemple, un type de cellules épithéliales, les cellules de 

Paneth, après liaison d’un motif microbien, vont sécréter, dans le mucus intestinal, des 

molécules antimicrobiennes telles que l’a-defensin ou le lysosyme C248. Les cellules 

épithéliales intestinales sont reliées entre elles par des jonctions serrées formant une barrière 

physique entre les microbes et l’intérieur de l’intestin et constituent la deuxième ligne de 

défense. Les propriétés des cellules intestinales épithéliales permettent de moduler la 

perméabilité de la barrière intestinale. En effet, ces cellules expriment des récepteurs leur 

permettant de distinguer les microbes, ce sont les PRR pour « pattern recognition receptor ». 

Elles participent donc étroitement à l’immuno-surveillance en empêchant le passage de 

potentiels pathogènes à travers la barrière intestinale249 (Figure 11).  

 

Enfin, en dessous de la barrière de cellules épithéliales se situe la lamina propria avec 

la présence de cellules immunitaires constituant la dernière ligne de défense. Dans la lamina 

propria, des tissus lymphoïdes sont présents, notamment les plaques de Peyer (PP) qui 

appartiennent aux GALT. Les GALT comprennent également les ganglions mésentériques 

(MLN) et les follicules lymphoïdes isolés (ILF)250. L’accès aux prélèvements intestinaux étant 

limité chez l’homme, la plupart des études sur les GALT sont réalisées dans les modèles murins. 

Les études chez des souris dépourvues de germes ou « germ free » (GF) ont montré que la 

présence du microbiote intestinal était impliquée dans le développement des GALT. En effet, 

des souris GF possèdent des PP de taille réduite. La formation d’ILF nécessite également la 

présence et la reconnaissance de bactéries, puisque des souris dépourvu de PRR ne développent 

pas d’ILF251.  
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Figure 11 : Structure du système immunitaire intestinal. D'après Burgueño et Abreu, 

2020248. 

Plusieurs barrières existent pour éviter l’invasion de pathogènes au niveau de l’intestin. Les cellules 

épithéliales intestinales, qui constituent une barrière physique, sont séparées des microbes par une couche de 

mucus dans l’intestin grêle et par une bicouche de mucus dans le côlon. Il y a différents types de cellules 

épithéliales. Dans l’intestin grêle, les entérocytes sont liées entre elles par des jonctions serrées, tandis que 

dans le côlon ce sont les colonocytes. Les cellules de Paneth sécrètent des peptides antimicrobiens dans la 

lumière intestinale. Les cellules de type M (microfold) peuvent capturer l’antigène au niveau des PP pour 

qu’il soit accessible aux cellules dendritiques initiant ainsi une réponse immunitaire. Enfin, les cellules 

épithéliales permettent aussi le passage dans la lumière intestinale des IgA dimériques, produites par les LB 

localisés dans la lamina propria.  

 

B) Communication entre le microbiote intestinal et les cellules 
immunitaires des GALT 

 
Un déséquilibre dans la composition du microbiote, ou dysbiose, est observé dans de 

nombreuses pathologies, notamment auto-immunes. Au cours des dernières années, de 

nombreuses études ont montré que la composition du microbiote intestinal peut impacter les 

propriétés des cellules du système immunitaire intestinal et modifier la susceptibilité à certaines 

pathologies, ainsi que la réponse aux immunothérapies dans les cancers  (Figure 12). Des 

études ont montré que les souris GF et des souris traitées avec des antibiotiques ont un nombre 

diminué de Th17 intestinaux252,253. La reconstitution du microbiote chez une souris GF restaure 

le nombre de Th17 dans les GALT indiquant que la présence du microbiote favorise le 

développement des Th17 intestinaux254. La colonisation de souris GF par une bactérie, la 

Segmented filamentous bacteria (SFB) induit une augmentation de l’expression des ARNm de 
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l’IFNg et de l'IL-17 dans l’intestin, ainsi que le développement de Th17 intestinaux253,255,256. Il 

a été montré, en présence de SFB, que les cellules épithéliales intestinales vont produire la 

protéine SAA (serum amyloid A) qui va agir sur les cellules dendritiques de la lamina propria 

qui en retour vont sécréter des cytokines impliquées dans la différentiation de Th17, notamment 

de l’IL-6 et de l’IL-23256. De plus, une étude chez des souris GF a montré que l’IL-1b produite, 

notamment par des macrophages intestinaux, est également importante dans la génération de 

Th17 intestinaux257.  

 

Les études réalisées dans les modèles murins ont montré que la présence et la 

composition du microbiote impactaient également la génération de LT CD4 régulateurs (Treg) 

intestinaux. Au niveau des tissus intestinaux les Treg régulent la réponse immunitaire. En effet, 

le transfert adoptif de LT CD4 dans des souris dépourvues de Treg induit une inflammation au 

niveau de l’intestin (colite) qui n’est pas induite lorsque les LT CD4 sont transférés en présence 

de Treg258. Chez des souris traitées par antibiotiques ou GF, le nombre de Treg dans la lamina 

propria du côlon est très largement diminuée et la colonisation de ces souris GF avec une 

bactérie commensale humaine, Bacteroides fragilis, restaure la génération de Treg259,260,261. Les 

auteurs montrent que c’est une molécule produite par la bactérie, le polysaccharide A (PSA), 

qui stimule les TLR2 des LT CD4 pour induire le développement de Treg producteurs d’IL-10. 

Par ailleurs, la composition du microbiote peut aussi moduler les propriétés des LT CD4 de 

façon indirecte. Par exemple les cellules dendritiques (CD103+) de la lamina propria exposées 

à des bactéries peuvent induire la différenciation de LT CD4 naïfs en Treg via la production de 

TGFb 262.  

 

Le microbiote intestinal peut également moduler les propriétés des LB notamment leur 

sécrétion d'IgA. La génération de LB producteurs d’IgA a lieu dans l'intestin au niveau des 

centres germinatifs des GALT où les LB se différencient en plasmocytes. Les cellules 

épithéliales de type M capturent des antigènes qui vont être reconnus par les cellules 

dendritiques. Les cellules dendritiques vont jouer un rôle important dans l'activation de LB 

IgA+ en transportant l’antigène au niveau des GALT où la réaction du centre germinatif se 

déroule. L’environnement des GALT, riche en TGFb, en acide rétinoïque et en IL-21, favorise 

le switch isotypique en faveur d’une production d’IgA263,264. Les cellules dendritiques au niveau 

de la lamina propria ou dans les ILF sécrétent également des cytokines telles que du TNFa, 

BAFF, APRIL qui favorisent la production d’IgA par les LB265.  
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Les IgA produites en grande quantité dans l’intestin au niveau des GALT peuvent 

rejoindre la lumière intestinale via des protéines de transport, les pIgR (polymeric 

immunoglobulin receptor), exprimées par les cellules épithéliales intestinales. Les IgA 

sécrétées sont dimériques et se lient à des microbes ou des antigènes microbiens évitant ainsi 

la fixation d’éventuels pathogènes aux cellules épithéliales et l'invasion de la lamina propria266. 

Des études ont montré que les souris GF ont une concentration d’IgA dans le sérum et dans 

l’intestin fortement diminuée265. Chez l’homme, une déficience en IgA peut entrainer une 

augmentation des infections et le développement de pathologies auto-immunes267. 

 

Les composants du système immunitaire peuvent altérer la composition du microbiote 

intestinal. En effet, il a été observé chez la souris, que la déficience en AID, une enzyme 

nécessaire pour la commutation de classe, impacte la génération d’IgA entrainant une altération 

de la composition du microbiote intestinal268. De plus, des mutations de l’enzyme AID peuvent 

mener à la production d'IgA de plus faible affinité altérant également la composition du 

microbiote269.  
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Figure 12 : Communication entre le microbiote intestinal et les cellules immunitaires. 

D'après Uribe-Herranz et al, 2021270. 

La communication entre le système immunitaire et le microbiote intestinal est bidirectionnelle. En effet, la 

présence de certains microbes (par exemple SFB) et la sécrétion par ces microbes de certaines molécules (par 

exemple PSA) peuvent conduire à l’activation du système immunitaire. Les antigènes peuvent être capturés 

par les cellules dendritiques au niveau des PP grâce aux cellules de type M pour induire notamment la 

génération de plasmocytes sécréteurs d’IgA au sein des PP ou des MLN.  

 

C) Identification des lymphocytes intestinaux : le « gut homing » 
 

Dans les GALT, les lymphocytes sont présents au niveau des sites inducteurs de la 

réponse immunitaire que sont les MLN et les PP. Ils sont aussi présents au niveau des sites 

effecteurs, dans la lamina propria, où ils participent à la régulation du microenvironnement 

intestinal.  

 La migration au sein des GALT fait intervenir des molécules d’adressages ou molécules 

de « homing » exprimées par les lymphocytes. La migration dépend également des ligands de 

ces molécules d’adressages exprimés au niveau des cellules endothéliales des vaisseaux 

sanguins intestinaux271.  
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Les LT  et LB naïfs circulent en permanence entre le sang et les SLO pour rencontrer 

leur antigène. Ils expriment de façon constitutive l’intégrine a4b7 à un faible niveau. L’entrée 

des LT et LB naïfs dans les GALT fait intervenir les interactions entre : l’intégrine a4b7 

exprimée par les LT et LB naïfs et MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-

1) exprimée par les HEV (high endothelial venules), l’expression de la L-sélectine (CD62L) 

par les lymphocytes naïfs et de son ligand, PNAd (peripheral lymph node addressin) exprimé 

par les HEV des PP et MLN. La migration implique également les chimiotactismes entre CCR7 

exprimé par les lymphocytes naïfs et les chimiokines CCL19/CCL21 produites par les HEV 

ainsi que l’expression de l’intégrine aLb2 par les lymphocytes et son ligand ICAM-1 exprimés 

par les HEV. Ces interactions moléculaires vont permettre le roulement des LT CD4 et LB naïfs 

le long des HEV, puis l’arrêt et l’adhésion des lymphocytes qui vont migrer à travers les HEV 

dans les PP ou les MLN271,272. Les LT et LB naïfs vont alors être activés par les DC mucosales 

intestinales. L’activation des LT CD4, LT CD8 et LB naïfs par ces DC va induire l’expression 

de CCR9 et une augmentation de l’expression de l’intégrine a4b7 à leur surface273.  

 

L’induction de l’expression de CCR9 et de l’intégrine a4b7 par les DC mucosales 

intestinales CD103+ est due au haut niveau d'expression de RALDH (retinal dehydrogenase)274. 

Cette enzyme permet, à partir de la vitamine A, la génération d’acide rétinoïque (RA) qui est 

nécessaire pour l’induction de l’expression de l’intégrine a4b7 à haut niveau et de CCR9 à la 

surface des LT CD4, des LT CD8 et des LB264,271,273,275,276. Une étude a montré que des souris 

dépourvues de vitamine A avaient des LT CD4 effecteurs avec une expression de l’intégrine 

a4b7 fortement diminuée ainsi qu’un faible nombre de lymphocytes au sein de la lamina 

propria sans modification des autres populations lymphocytaires dans l’organisme274. Les 

auteurs ont également observé que le RA était capable d’induire l’expression de l’intégrine 

a4b7 et de CCR9 sur des LT CD4 effecteurs, sans DC, in vitro. De plus, l’inhibition de la 

RALDH bloque l’induction de ces molécules d'adressage intestinal par les DC.  

Une fois activés, ces LT CD4, LT CD8 et LB vont rejoindre la circulation sanguine dans 

laquelle leur haut niveau d’expression de l’intégrine a4b7 permet de les identifier comme 

lymphocytes d’origine intestinale. La forte expression de l’intégrine a4b7 et de CCR9 par les 

LT CD4, les LT CD8 et les LB circulants activés dans les GALT va leur permettre de retourner 

spécifiquement dans les GALT notamment au niveau de la lamina propria via l’interaction de 

l'intégrine a4b7 et de CCR9 avec MAdCAM-1 et CCL25 respectivement271 (Figure 13). Le 

ligand de l’intégrine a4b7, MAdCAM-1, est exprimé par les HEV des PP, des MLN ainsi que 
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par les veinules post-capillaires de la lamina propria de l’intestin grêle et du côlon. Une étude 

a montré l’importance de l’intégrine a4b7 pour le développement de SLO. En effet, des souris 

déficientes en intégrine a4b7 ne présentent pas de défaut de développement des LT ou LB mais 

la formation des GALT y est impactée avec des PP et des MLN de plus petite taille, et une 

migration des LT CD4 et LB au sein de ces sites fortement diminuée277. Le ligand de CCR9, 

CCL25, est exprimé au niveau des cellules épithéliales intestinales de l’intestin grêle mais pas 

du côlon. Une étude montre de façon consistante que les DC du côlon, contrairement à celles 

de l'intestin grêle, n'induisent pas l’expression de CCR9 à la surface des LT CD4 et des LB278. 

La migration dans les GALT et la lamina propria des lymphocytes mémoires dépend donc de 

leur expression de l’intégrine a4b7 et de CCR9, tandis que la rétention dans les sites intestinaux 

fait intervenir l’intégrine aEb7. L'intégrine b7 peut, en effet, s’associer avec l'intégrine a4 ou 

l'intégrine aE pour former en hétérodimère l’intégrine a4b7 ou l'intégrine aEb7 

respectivement.  

 

Concernant l'expression de l’intégrine aEb7, des auteurs ont proposé que l'expression 

de l’intégrine a4b7 à la surface des lymphocytes intestinaux est remplacée par celle de 

l’intégrine aEb7 au niveau des sites effecteurs (Figure 13). Ce phénomène implique le TGFb 

produit localement par les cellules épithéliales intestinales. En effet, le TGFb induit 

l’augmentation de l’expression de l’ARNm des intégrines aE et b7 tout en diminuant 

l’expression de l’ARNm de l’intégrine a4279. La rétention des lymphocytes au niveau des sites 

effecteurs de l’intestin est permise par l’expression du ligand de l’intégrine aEb7, l’E-cadhérine 

par les cellules épithéliales intestinales de la lamina propria271.  
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Figure 13 : Génération du "gut homing" par les cellules dendritiques. D'après Adams et 

Eksteen, 2006280. 

L’induction de l’expression de l’intégrine a4b7 à la surface des LT CD4, LT CD8 et LB naïfs a lieu dans les 

sites inducteurs des GALT les PP et les MLN et fait intervenir les cellules dendritiques CD103+. Ces DC 

CD103+ ont la particularité d’exprimer la RALDH, qui produit du RA à partir de la vitamine A. En retour, 

les lymphocytes intestinaux activés par les DC CD103+ vont augmenter leur expression de l’intégrine a4b7 

et de CCR9 et rejoindre la périphérie. Ils vont revenir dans les sites effecteurs de l’intestin notamment dans 

la lamina propria grâce à l’expression de MAdCAM-1 et CCL25.  

 

 En plus de l’intégrine a4b7 et de CCR9, une autre molécule d’adressage intestinal a 

récemment été identifiée : GPR15 (G-protein-coupled-receptor). Une étude a montré que la 

prise d’antibiotique chez des souris entraine la diminution de l’expression de GPR15 à la 

surface des Treg de la lamina propria281. Les auteurs montrent que l’expression de GPR15 est 

modulée par la composition du microbiote intestinal et le TGFb mais pas par le RA. GPR15 est 

particulièrement exprimé au niveau du côlon notamment par des Treg et, de fait, des souris 

déficientes en GPR15 présentent une inflammation intestinale marquée au niveau du côlon. 

Cette inflammation est restaurée par le transfert de Treg exprimant GPR15.  
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D) Implication des lymphocytes intestinaux dans des pathologies  
 

Une dysbiose est observée dans de nombreuses pathologies, notamment auto-immunes, 

mais également chez des patients atteints de cancer (Figure 14).  

 
Figure 14 : Dysbiose dans le développement de pathologies. 

De nombreuses pathologies auto-immunes présentent une dysbiose indiquant une potentielle implication du 

microbiote intestinal dans leur développement. Une dysbiose est également observée chez certains patients 

avec un cancer ne répondant pas ou faiblement aux immunothérapies. Des lymphocytes intestinaux sont 

retrouvés dans des organes cibles extra-intestinaux des modèles murins de maladies auto-immunes : au 

niveau des articulations dans la polyarthrite rhumatoïde, dans les reins dans le lupus systémique 

érythémateux, dans le SNC dans la sclérose en plaques. Schéma réalisé à partir de BioRender.  

 
1. Implication des lymphocytes intestinaux dans le cancer : 

succès des immunothérapies 
 

Les mécanismes qu’utilisent les cellules cancéreuses pour échapper au système 

immunitaire sont les « immune checkpoint » incluant notamment l’axe PD1 (programme cell 

death) et PD-L1 (PD1 ligand). Des immunothérapies ciblant ces checkpoints ont été 

développées pour lever l’échappement immunitaire des cellules cancéreuses. Les anticorps 

dirigés contre PD1 et PD-L1 sont bénéfiques pour environ 40% des patients dans certains 

cancers (rénal, colorectal, mélanome)282. Des auteurs se sont alors intéressés aux mécanismes 
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responsables des échecs thérapeutiques chez les patients ne répondant pas aux 

immunothérapies. Des études chez la souris et chez l’homme ont montré que la composition du 

microbiote intestinal influence la réponse aux immunothérapies. Chez l’homme, la prise 

d’antibiotiques à spectre large entrainant une perturbation du microbiote intestinal diminue la 

réponse aux anti-PD1283. De façon consistante, les souris GF ou traitées avec des antibiotiques 

répondent moins bien aux anti-PD1 comparés aux souris possédant un microbiote intestinal 

intact283. Il a également été montré que la composition du microbiote intestinal diffère entre les 

patients atteints de mélanome métastasique qui répondent aux anti-PD1 et ceux qui n’y 

répondent pas284. Suites à ces observations, Routy et al., ont effectué des transferts de matières 

fécales (FMT) de patients qui répondent ou de patients qui ne répondent pas aux 

immunothérapies dans des souris GF et ont traités ces souris avec des anti-PD1283. Cette étude 

a montré que le traitement anti-PD1 était plus efficace chez les souris GF colonisées avec les 

FMT de patients répondeurs que chez les souris GF colonisées avec les FMT de patients non 

répondeurs. L’ajout d’une bactérie, Akkermansia muciniphila chez les souris colonisées avec 

les FMT de patients non-répondeurs permettait de restaurer l’efficacité des anti-PD1. De plus, 

ces souris supplémentées en Akkermansia muciniphila présentaient une augmentation du taux 

de LT CD4 infiltrés dans la tumeur exprimant la molécule d’adressage intestinal CCR9 ainsi 

que CXCR3, récepteur associé au profil Th1, indiquant que les lymphocytes intestinaux migrent 

au niveau du site cancéreux, suggérant que ces lymphocytes sont impliqués dans la réponse aux 

immunothérapies.  

 

2. Implication des lymphocytes intestinaux dans les maladies 
auto-immunes  

 
a) Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

 

Il a été observé une perturbation du microbiote intestinal chez des patients atteints de 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (IBD) notamment la maladie de Crohn 

(CD)285,286. Ces pathologies sont caractérisées par la présence importante de lymphocytes 

inflammatoires dans l'intestin. Une augmentation de l’expression de MAdCAM-1, par les HEV 

des GALT, qui pourrait favoriser la migration des lymphocytes circulant qui expriment 

l’intégrine a4b7 au niveau de l’intestin, a été décrite chez les patients IBD 287,288. Le profil 

inflammatoire des lymphocytes intestinaux dans les IBD a conduit au développement de 

thérapies ciblant ces lymphocytes, notamment à l’utilisation d’anticorps bloquant la migration 
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des lymphocytes dans l’intestin. Le premier anticorps autorisé pour traiter les IBD a été le 

Natalizumab, qui est dirigé contre la sous unité a4 partagé par les intégrines a4b7 et a4b1289. 

Cependant, la prise de Natalizumab entraine une inhibition de la migration des lymphocytes 

dans le SNC et est donc associée à un risque de développer une leucoencéphalopathie 

multifocale progressive suite à la réactivation du virus de John Cunningham290,291. Un autre 

traitement est donc actuellement utilisé pour les IBD, le Vedolizumab, un anticorps monoclonal 

dirigé contre l’intégrine a4b7 possédant une bonne efficacité clinique 292.  

 

b) La polyarthrite rhumatoïde 
 

La PAR est une maladie auto-immune médiée notamment par des auto-anticorps 

présents dans le liquide synovial des articulations. Il a été observé une dysbiose chez les patients 

développant une PAR293. Dans le modèle murin SKG de la PAR, les transferts de matières 

fécales de patients PAR dans des souris GF induisent une pathologie plus sévère que lorsque 

les souris sont colonisées par transfert fécal de donneurs sains294. Une étude dans un autre 

modèle de la PAR, le modèle K/BxN,  montre que des souris GF développent une pathologie 

atténuée295. La colonisation chez des souris GF par la bactérie SFB rétablit la sensibilité à la 

PAR via la génération de Th17 intestinaux induisant via l'IL-17 la production d’auto-anticorps 

par les LB 295. Enfin, une autre étude utilisant la colonisation de souris GF avec la bactérie SFB 

montre l’implication des TFh intestinaux, dans le développement de la PAR296. En effet, les 

auteurs montrent que la monocolonisation de souris GF par la bactérie SFB induit une 

augmentation du nombre de TFh présents dans l’intestin mais aussi dans la rate et que ces TFh 

sont requis pour le développement de la PAR. De manière intéressante, la colonisation par SFB 

induit la différenciation de TFh au sein des PP, ainsi des TFh exprimant l’intégrine a4b7 sont 

retrouvés à distance de l’intestin, notamment dans la rate de souris PAR296. De plus, les auteurs 

confirment, par photoconversion, que des cellules des PP, notamment les TFh, migrent dans la 

rate des souris PAR. Les auteurs, en supprimant les PP chez les souris, montrent également que 

les TFh des PP sont essentiels pour le développement de la PAR dans ce modèle.  

Ces données montrent que des lymphocytes intestinaux peuvent migrer dans des sites 

extérieurs à l’intestin et participer à la pathogenèse de maladies auto-immunes. Une migration 

de lymphocytes intestinaux dans les reins est également observée dans le modèle murin de 

glomérulonéphrites auto-immunes297. 
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II- Implication des lymphocytes intestinaux dans la sclérose en plaques  
 

La majorité des données portant sur l’implication du microbiote intestinal dans la SEP 

proviennent du modèle murin, le modèle EAE. En effet, des études ont montré que des souris 

traitées aux antibiotiques ainsi que des souris GF développaient une EAE atténuée298,299. 

L’atténuation de l’EAE s’accompagne d'une diminution de l’inflammation à la fois dans 

l’intestin et dans le SNC avec notamment une diminution de la sécrétion de cytokines 

inflammatoires telles que l’IL-17 et l’IFNg, et une augmentation de la proportion des Treg 

présents dans l’intestin et le SNC. La colonisation de souris GF par la bactérie SFB restaure la 

susceptibilité à l’EAE et impacte les propriétés des lymphocytes à la fois au niveau de l’intestin 

et du SNC en induisant un augmentation de l’inflammation dans l’intestin et le SNC via la 

restauration de la production d’IL-17 et l’IFNg298. En revanche, une étude montre que le PSA 

de la bactérie Bacteroides fragilis protège contre l’induction de l’EAE en favorisant la 

différenciation des Treg exprimant l’IL-10. Des souris déficientes en IL-10 perdent la 

protection conférée par la présence de PSA confirmant que la protection apporté par le PSA est 

dépendante de l’IL-10300.  

 

Une altération dans la composition du microbiote intestinal a été observée chez les 

patients SEP en phase RRMS comparé à des sujets sains301. La composition du microbiote est 

également différente chez les patients en phase RRMS active comparé aux patients RRMS en 

période de rémission302.  Dans un modèle murin spontané d'EAE récurrente-rémittente (souris 

SJL/J), une étude montre que le transfert de matière fécale de patients SEP en phase RRMS 

dans ces souris GF favorise le développement d'une EAE comparativement aux GF ayant reçue 

un FMT des jumeaux homozygotes sains des patients RRMS. Ces expériences indiquent que la 

composition du microbiote intestinal peut augmenter l’incidence du développement de 

l’EAE303.  

Concernant les lymphocytes intestinaux, il a été observé dans des pathologies non-

inflammatoires du SNC, la présence de LT CD4 exprimant l’intégrine a4b7 (b7+) et CCR9 

(CCR9+) dans le LCR des patients304. Ces données indiquent que les cellules intestinales ont la 

capacité de migrer dans le SNC. Dans la SEP, une étude montre une diminution du pourcentage 

de LT CD4 CCR9+ circulant et une plus forte proportion de LT CD4 CCR9+ dans le LCR de 

patients en phase SPMS comparé à des sujets sains305. La proportion des LT CD4 CCR9+ 

exprimant le facteur de transcription RORgt est en outre plus importante chez les patients en 
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phase SPMS comparés aux patients en phase RRMS et aux sujets sains, ce qui n'est pas le cas 

pour les LT CD4 CCR9-. De plus, les patients SPMS présentent un ratio, entre la production 

des cytokines IL-17 et IFNg par les LT CD4 CCR9+ et celle par les LT CD4 CCR9-, plus élevé, 

indiquant un profil plus inflammatoire des LT CD4 CCR9+ comparativement au LT CD4 

CCR9- chez ces patients.  

 

Deux études récentes se sont intéressé au rôle des LB et plasmocytes intestinaux dans 

la pathogénie du modèle EAE et dans la SEP. Une première étude montre la présence de 

plasmocytes IgA+ dans le SNC de souris EAE217. De manière intéressante, les souris déficientes 

à la fois en plasmocytes et plasmablastes développent une EAE plus sévère. Les auteurs 

observent également une diminution des plasmocytes au niveau de la lamina propria durant les 

phases actives de l’EAE, avec une augmentation des plasmocytes dans le SNC suggérant que 

les plasmocytes IgA+ migrent depuis l’intestin vers le SNC. En accord avec cette hypothèse, 

l'étude montre que les plasmocytes IgA+ dans le SNC de souris ayant une EAE active sont 

dirigés contre un rotavirus retrouvé spécifiquement dans l’intestin, suggérant la migration des 

plasmocytes intestinaux dans le SNC de souris. De plus, ces plasmocytes IgA+ régulent 

l’inflammation dans le SNC via la production d’IL-10. Ces données montrent donc un rôle 

protecteur des plasmocytes intestinaux sécréteurs d’IgA dans l’EAE. Dans un autre modèle 

murin de la SEP, le modèle OSE (opticospinal encephalomyelitis), il a été observé une 

implication de lymphocytes intestinaux. En effet, cette étude montre que la surexpression de 

Smad7, un inhibiteur du TGFb, augmente la sévérité de la maladie, notamment en favorisant le 

développement de LT CD4 intestinaux inflammatoires. Les auteurs montrent que des LT CD4, 

surexprimant Smad7 et provenant de l'intestin, sont retrouvés dans des lésions du SNC chez des 

souris EAE, représentant jusqu'à 40% des LT CD4 présents dans les lésions de la moelle 

épinière306. De plus, des LT CD4 provenant de souris OSE traitées in vitro avec de l'acide 

rétinoïque (RA) pour induire l'expression de CCR9 et de l’intégrine a4b7, induisent le 

développement d'une EAE plus sévère lorsqu'ils sont transférés in vivo comparé à des LT CD4 

non traités avec du RA, indiquant que l'activation des LT CD4 dans les GALT est impliquée 

dans le développement de l’EAE.  

 

Chez l'homme, des auteurs observent, à partir de l’analyse de matières fécales de 

patients RRMS actifs ou en rémission, une diminution des plasmocytes IgA+ intestinaux se 

liant à des bactéries chez les patients en phase RRMS active. Ces données montrent chez 
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l’homme, une potentielle sortie des plasmocytes IgA+ de l’intestin vers la périphérie217. De 

plus, une augmentation du niveau d’IgA ainsi que de plasmocytes exprimant l’IgA dans le LCR 

de patients en phase RRMS active, par rapport à des patients en phase RRMS inactive et des 

contrôles, a été décrite218. En accord avec les données observées chez la souris, les plasmocytes 

IgA+ expriment de l'IL-10 dans le SNC des patients SEP. Les auteurs montrent également que 

des clones de LB et plasmocytes IgA+ sont présents à la fois dans la circulation sanguine et le 

LCR, suggérant une migration de ces cellules depuis la périphérie vers le SNC. De manière 

intéressante, la majorité des plasmocytes IgA+ dans le LCR de patients SEP exprime le gène 

qui code pour l’intégrine b7. De plus, des plasmocytes IgA+ dans le LCR réagissent contre des 

bactéries commensales intestinales et non contre des antigènes du SNC, confirmant que ces 

plasmocytes sont d’origine intestinale218. La présence de plasmocytes IgA+ exprimant de l'IL10 

dans le LCR de patients en phase RRMS suggère un potentiel rôle régulateur de ces cellules 

dans la SEP. Cependant, le potentiel rôle régulateur des plasmocytes IgA+ n’exclut pas une 

implication des LB mémoires intestinaux dans l’inflammation dans la SEP puisque la dysbiose 

observée chez les patients en phase RRMS pourrait impacter les propriétés des LB intestinaux, 

en faveur d’un profil plus inflammatoire.  

 

 Les données recueillies chez les patients SEP et dans le modèle EAE montrent donc que 

la composition du microbiote intestinal impacte la pathologie de la SEP. La composition du 

microbiote intestinal est capable de modifier les propriétés des lymphocytes intestinaux qui ont 

la capacité de migrer dans le SNC dans le modèle EAE mais également chez les patients SEP. 

Cependant, l’implication des différentes populations de lymphocytes intestinaux et les 

mécanismes par lesquels ils impactent la pathogenèse de la SEP restent à être déterminés.  
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Problématique et hypothèses 

 

Nous venons de voir que la SEP est une maladie auto-immune, chronique et 

inflammatoire du SNC. Les causes du développement de la SEP sont multiples et peu connues. 

Cependant, des facteurs environnementaux semblent conférer une susceptibilité à la SEP. La 

compréhension des mécanismes immunitaires impliqués dans la pathogenèse de la SEP est 

nécessaire pour proposer de nouvelles options thérapeutiques, notamment pour empêcher le 

passage dans les phases les plus agressives de la maladie. Depuis une décennie, l’implication 

des LB dans la pathogénicité de la SEP a été étudiée suite à l’introduction des thérapies ciblant 

les LB. Par ailleurs, les études menées dans le modèle EAE ainsi que chez l’homme ont montré 

l’implication du microbiote intestinal et des lymphocytes intestinaux dans la maladie.  

 

Notre hypothèse de travail est donc que les LB dérivés de l’intestin sont 

pathogéniques dans la SEP (Figure 15). Ces cellules étant peu étudiées, il a été nécessaire, 

dans un premier temps, de les caractériser en conditions physiologiques chez des sujets sains 

pour ensuite déterminer si leurs propriétés sont impactées dans la SEP. Au cours de nos travaux, 

nous avons identifié les LB dérivés de l’intestin présents dans la circulation sanguine par leur 

expression de l’intégrine b7. Pour caractériser les LB dans des conditions physiologiques et 

dans la SEP, nous nous sommes intéressés à leur 1) différenciation en plasmocytes et 

sécrétion d’anticorps, 2) sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoires, et 3) capacité 

à orienter la polarisation des LT CD4.   

 

La caractérisation des LB dérivés de l’intestin chez les sujets sains pourrait permettre 

de préciser leur éventuelle implication dans des pathologies auto-immunes présentant une 

altération du microbiote intestinal. L’étude des propriétés des LB dérivés de l’intestin dans la 

SEP pourrait permettre la mise en évidence du rôle de nouveaux acteurs impliqués dans cette 

maladie complexe et multifactorielle.  
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Figure 15 : Hypothèse sur l'implication des lymphocytes B dérivés de l'intestin dans la 

pathogénicité de la SEP. 

Nous formulons l’hypothèse que les LB dérivés de l’intestin sont pathogéniques dans la SEP. Le microbiote 

intestinal module les propriétés des lymphocytes intestinaux pouvant ainsi impacter les propriétés des LB 

exprimant l’intégrine b7 en faveur d’un profil inflammatoire. Ainsi, les LB intestinaux pourraient participer 

à l’inflammation, à la fois dans l’intestin, et/ou dans le SNC chez les patients SEP.  
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Objectifs de la thèse 

 

 L’objectif de mes travaux de thèse a été d'étudier le rôle des lymphocytes dérivés de 

l'intestin, notamment les LB, dans la pathogenèse de la SEP. Les propriétés des LB dérivés de 

l'intestin étant peu décrites dans la littérature, je les ai, tout d’abord, caractérisés chez des sujets 

sains, en les identifiant dans la circulation sanguine par leur expression de l’intégrine b7. Je me 

suis ensuite intéressé à leurs propriétés dans la SEP afin d'évaluer leur potentiel pathogénique 

dans les différentes phases de la maladie.  

Je me suis également intéressé à l’effet du Natalizumab sur les propriétés des LT CD4 

mémoires dérivés de l’intestin chez des patients SEP traités en phase RRMS.  

 

Ma thèse comporte donc deux projets :  

 

Projet 1 : Rôle des LB dérivés de l’intestin dans la pathogénicité de la SEP. Ce projet s’est 

effectué selon deux axes : 1) étude des propriétés phénotypiques et fonctionnelles des LB 

exprimant l’intégrine b7 chez les sujets sains et 2) étude de leurs propriétés chez les patients 

SEP.  

 

Projet 2 : Étude des LT CD4 exprimant l’intégrine b7 chez les patients en phase RRMS sous 

Natalizumab. Un article présentant les résultats de ce projet a été soumis.  
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Projet 1 : Rôle des lymphocytes B dérivés de l’intestin dans la 

pathogénicité de la SEP.  
 
 

 Les études sur le modèle murin de la SEP et sur les échantillons de patients atteints de 

SEP ont permis de mettre en évidence l’implication du système immunitaire et du microbiote 

intestinal dans la pathogénicité de la SEP. Le succès récent des immunothérapies anti-CD20 a 

permis d'identifier les LB comme des acteurs immunitaires clés impliqués dans la SEP. Dans 

ce contexte, nous avons émis l'hypothèse que les LB dérivés de l’intestin sont impliqués dans 

la pathogenèse de la maladie. Nous avons tout d'abord caractérisé, phénotypiquement et 

fonctionnellement, les différentes populations de LB dérivés de l'intestin chez les donneurs 

sains. Dans un second temps, nous avons étudié si leurs propriétés étaient impactées dans la 

SEP. L’obtention d’échantillons intestinaux étant limité aux pathologies associées à l’intestin, 

nous avons identifiés les LB dérivés de l’intestin dans la circulation sanguine par leur 

expression de l’intégrine b7.  

 Nous avons tout d’abord étudié les propriétés phénotypiques et le profil cytokinique des 

LB CD27+IgD- et des LB CD27+IgD+ exprimant l’intégrine b7 chez des individus sains. Nous 

observons que les LB CD27+IgD- dérivés de l’intestin produisent plus d’IgA notamment 

d'IgA2 par rapport aux LB CD27+IgD- non intestinaux. Nous montrons également que les LB 

CD27+IgD+ exprimant l’intégrine b7 sécrètent des quantités plus importantes de cytokines 

inflammatoires et régulatrices que leurs homologues non intestinaux.  

 Nous avons ensuite étudié les propriétés des LB intestinaux chez les patients SEP. Nous 

avons constaté que les LB CD27+IgD- intégrine b7+ exprimaient plus l’IgA à leur surface lors 

des phases progressives de la maladie comparés aux patients RRMS et aux donneurs sains. 

Nous avons aussi déterminé que chez les patients RRMS possédant un pourcentage de LB 

CD27+ totaux exprimant l'IL-6 plus élevé que les donneurs sains, le pourcentage de LB dérivés 

de l'intestin produisant de l'IL-6 était particulièrement augmenté comparativement à celui des 

LB ne dérivant pas de l'intestin.  

 En conclusion, les LB dérivés de l’intestin ont des propriétés différentes de celles des 

LB non intestinaux. Ces spécificités suggèrent que les LB intestinaux pourraient jouer un rôle 

clé dans diverses pathologies, particulièrement lorsqu'une altération du microbiote intestinal est 

observée. Les LB intestinaux pourraient ainsi participer à l’inflammation observé chez les 

patients SEP en phase RRMS mais également favoriser le développement et/ou le maintien des 

ELS en phase SPMS. 
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Matériels et méthodes  

Prélèvements de patients SEP et donneurs sains 

 Les échantillons de sang de patients SEP et de donneurs sains sont prélevés dans des 

tubes de collecte de 7mL contenant un anticoagulant, l’EDTA (Éthlyènediaminetétraacétique). 

Les échantillons de sang de donneurs sains sont obtenus auprès de l’Établissement Français du 

Sang (EFS). Les prélèvements de sang de patients SEP sont obtenus auprès du service de 

neurologie du CHU de Bordeaux (4 tubes) après consentement des patients (Protocole T4MS : 

accords du CPP Sud-Ouest et outre-mer III et du CPP Sud Mediterrannée IV N° ID-RCB : 

2021-A00099-32). Certains prélèvements de sang de patients SEP en phase RRMS proviennent 

également du CHU de Rennes. Les donneurs sains sont appariés aux patients SEP en fonction 

de l’âge et du sexe. Des couches leuco-plaquettaires sont également obtenues auprès de l’EFS 

pour les expériences impliquant un grand nombre de cellules de donneurs sains.  

 

Analyse phénotypique des lymphocytes B par cytométrie en flux  

 Après réception des échantillons sanguins, les PBMC sont isolés par gradient de densité 

(Ficoll). Le phénotype des LB circulants de patients SEP et de donneurs sains est effectué à 

l’aide des anticorps anti-IgD FITC (clone IA6-2), anti-IgM PerCP-Cy5-5 (clone MHM-88), 

anti-IgG PE (clone G18-145), anti-CD19 ECD (clone 53119), anti-CD38 PE-Cy7 (clone HIT2), 

anti-CD138 APC (clone MI15), anti-CD20 A700 (clone 2H7), anti-IgA biotine (clone G20-

359), anti-CD27 pacific blue (clone M-T271), anti-intégrine b7 BV605 (clone FIB504), anti-

CD3 BV650 (clone UCTH1) et du marqueur de viabilité Zombie Aqua (Biolegend). Les PBMC 

sont incubés pendant 15 minutes à température ambiante dans l’obscurité. Les cellules sont 

ensuite lavées avec 150μl de PBS (tampon phosphate salin) puis incubées avec de la 

streptavidine APC-Cy7 pendant 10 minutes à l’obscurité à température ambiante. Les cellules 

sont ensuite lavées avec du PBS avant d’être suspendues dans du tampon FACS (PBS 1X ; 

2mM EDTA ; 5% sérum de veau fœtal (SVF)) pour le passage en cytométrie en flux (BD 

LSRFortessa).  

 

 L’analyse des molécules de co-stimulations exprimées par les différentes populations 

des LB a été réalisée sur PBMC congelés provenant de donneurs sains ou de patients SEP. 

Après décongélation, les PBMC sont marqués par les anticorps anti-IgD FITC (clone IA6-2), 

anti-CD27 PerCP-Cy5-5 (clone M-T271), anti-CD80 PE (clone 2D10), anti-CD19 ECD (clone 
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53-119), anti-CD40 APC-Cy7 (clone 5C3), anti-CD86 BV421 (clone IT2.2), anti-intégrine b7 

BV605 (clone FIB504), anti-CD3 BV650 (clone UCTH1), anti-HLA-DR BV785 (clone L243), 

et le marqueur de viabilité Zombie Aqua. Les cellules sont ensuite lavées et suspendues dans 

du tampon FACS pour le passage en cytométrie en flux (LSRFortessa).  

L’analyse des données de cytométrie en flux est réalisée sur le logiciel Flow-jo (BD 

Biosciences). 

 

Marquage intracellulaire des cytokines exprimées par les lymphocytes B   

Après décongélation, les PBMC sont mises en culture (1x106 cellules/1mL/puits) en 

milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institure medium) complet (10% SVF, 1% acides aminés 

non essentiels, 25µM d’hépès, 2mM de L-glutamine, 1mM de pyruvate de sodium, 100U/mL 

de pénicilline, 100U/mL de streptomycine et 50µM de b-mercaptoéthanol) contenant de la 

PMA (25ng/mg, Sigma Aldrich) et de la ionomycine (1μg/mL, Sigma Aldrich) et incubées à 

37°C avec 5% de CO2. Après 1h30 d’incubation, de la Brefeldine A (5μg/mL) et de la 

monensine (Golgistop, BD, 0,66μL/mL) sont ajoutés aux cultures. Après une incubation totale 

de 5 heures, les cellules sont marquées avec les anticorps : anti-CD19 ECD (clone 53119), anti-

CD20 A700 (clone 2H7), anti-intégrine b7 BV605 (clone FIB504), anti- CD27 BV650 (clone 

MT27) et anti-CD3 BV785 (clone UCHT1) et le marqueur de viabilité Zombie Aqua. Un 

anticorps anti-IgD PE-Cy7 (clone IA6-2) est ajouté dans certaines expériences. Après lavage, 

les cellules sont ensuite incubées durant 10 minutes avec une solution de fixation et 

perméabilisation (kit BD cytofix/cytoperm). Après lavage avec le tampon de perméabilisation 

Permwash (kit BD cytofix/cytoperm), les cellules sont mises en présence des anticorps : anti-

IL-6 FITC (clone MQ2BA5), anti-GM-CSF PerCPCy5.5 (clone BVD2-21C11), anti-LTa PE 

(clone 3598111), anti-TNFa APC (clone MAB11), anti-IFNg APC-Cy7 (clone 45B3), anti-IL-

10 BV421 (clone JES39D7) dans du tampon Permwash pendant 30 minutes dans l’obscurité et 

à température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec du permwash puis elles 

sont reprises dans du tampon FACS pour le passage en cytométrie en flux. 

 

Purification des sous-populations de lymphocytes B  

Les LB sont tout d’abord enrichis par sélection positive immuno-magnétique (CD19 

microbeads, Miltenyi) selon les instructions du fabricant. La fraction négative du tri CD19 est 

utilisée pour l’enrichissement en LT CD4 (cf purification des sous populations des LT CD4). 

La fraction CD19+ est marquée avec des anticorps anti-IgD FITC (clone IA6-2), anti-CD27 PE 
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(clone L128), anti-intégrine b7 BV421 (clone FIB504) et anti-CD3 A700 (clone L128). En 

fonction des expériences réalisées, différentes populations de LB sont ensuite purifiées par tri 

en cytométrie en flux (BD FACSAria) : LB CD27+ exprimant ou non l’intégrine b7 (CD3-

CD27+ intégrine β7+ ou intégrine β7-) ou bien LB CD27+IgD- exprimant ou non l’intégrine 

b7 (CD3-CD27+IgD- intégrine β7+ ou intégrine β7-) et LB CD27+IgD+ exprimant ou non 

l’intégrine b7 (CD3-CD27+IgD+ intégrine β7+ ou intégrine β7-). La pureté des populations 

triées est supérieure à 97%.  

 
Purification des sous-populations de lymphocytes T CD4 

 Les LT CD4 mémoires sont enrichis par sélection négative immuno-magnétique 

(Memory CD4+ T cell isolation kit, Miltenyi) selon les instructions du fabricant à partir de la 

fraction négative du tri des LB (fraction CD19-). Les cellules enrichies en LT CD4 mémoires 

sont ensuite marquées avec les anticorps anti-CD4 BV421 (clone RPA-T4), anti-CD45RA 

APC-Cy7 (clone HI100), anti-intégrine b7 PE (clone FIB504), anti-CXCR5 A647 (clone 

RF8B2), anti-CD56 FITC (clone HCD56) et anti-CD8 FITC (clone RPA-T4) pour être triée par 

cytométrie en flux. A partir des cellules CD4+ CD45RA- CD56- CD8-, les LT CD4 folliculaires 

(TFh, CXCR5+) et non folliculaires (non-TFh, CXCR5-) provenant (intégrine β7+) ou non 

(intégrine β7-) de l’intestin sont isolés par cytométrie en flux à l’aide du trieur Aria. La pureté 

des populations triées est supérieure à 98%. 

  

La purification de LT CD4 totaux pour les expériences de polarisation in vitro est 

réalisée à partir de PBMC par tri négatif immuno-magnétique (MojoSortTM Human CD4 T cell 

Isolation Kit, Biolegend). La fraction enrichie en LT CD4 totaux est ensuite marquée avec les 

anticorps : anti-CD4 BV421 (clone RPA-T4), anti-CD45RA ECD (clone 2H4), anti-CD56 

FITC (clone HCD56) et anti-CD8 FITC (clone RPA-T4). Deux populations sont alors purifiées 

par cytométrie en flux à l’aide du trieur Aria : les LT CD4 naïfs (CD4+, CD45RA+, CD56- et 

CD8-) et les LT CD4 mémoires (CD4+, CD45RA-, CD56- et CD8-). La pureté des populations 

triées est supérieure à 98%. 

 

Stimulation des sous populations de lymphocytes B  

Les sous types de LB comprenant les LB CD27+ (intégrine b7+ ou intégrine b7-) ou 

bien les LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ exprimant ou non l’intégrine b7 sont mis en culture 

avec du milieu RPMI complet contenant un anti-BCR (fragment F(ab’)2 anti-IgM, 10µg/mL, 

Jackson ImmunoResearch), du CD40 ligand soluble (CD40L, 100ng/mL, Enzo) et des 
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oligonucléotides CpG de classe B (ODN2006, 1μM, InvivoGen) dans une plaque 96 puits à 

fond rond (5x104 LB/puits ou pour les expériences incluant des patients SEP, 5x103 LB/puits). 

Pour l'étude du profil cytokinique des LB : après 48h de culture, le surnageant est récolté et 

stocké à -80°C. Pour les expériences de polarisation des LT CD4 : les LB sont stimulés sur la 

nuit pour ensuite être mis en culture avec des LT CD4. Pour l'étude de l'expression des 

molécules de co-stimulations : les LB CD27+ (intégrine b7+ ou intégrine b7-) sont récoltées 

après 48h de culture puis marqués avec les anticorps anti-IgD FITC (clone IA6-2), anti-CD27 

PerCP-Cy5-5 (clone M-T271), anti-CD80 PE (clone 2D10), anti-CD19 ECD (clone 53-119), 

anti-CD40 APC-Cy7 (clone 5C3), anti-CD86 BV421 (clone IT2.2), anti-intégrine b7 BV605 

(clone FIB504), anti-CD3 BV650 (clone UCTH1), anti-HLA-DR BV785 (clone L243), et le 

marqueur de viabilité Zombie Aqua. Les cellules sont ensuite lavées et mises en suspension 

dans du tampon FACS pour le passage en cytométrie en flux (LSRFortessa).    

 

Pour déterminer la capacité des sous-populations de LB à produire des anticorps et se 

différencier en plasmocytes, les sous types de LB comprenant les LB CD27+IgD- et 

CD27+IgD+ dérivés ou non de l’intestin sont mis en culture avec du milieu RPMI complet 

comprenant de l’anti-IgM (10µg/mL), du CD40L soluble (100ng/mL) et de l’IL-21 (50ng/mL, 

PeproTech) dans une plaque 96 puits à fond rond (5x104 LB/puits). Après 6 jours de culture, le 

surnageant est récolté et stocké à -80°C pour doser les IgG et IgA et les cellules sont marquées 

avec les anticorps anti-CD19 PE (clone HIB19), anti-CD38 PE-Cy7 (clone HIT2), anti-CD138 

APC (clone MI15) ainsi que le marqueur de viabilité Zombie Aqua pour analyser la 

différenciation des LB en plasmablastes et plasmocytes. Pour le passage en cytométrie, les 

cellules sont suspendues dans du tampon FACS contenant des microbilles fluorescentes de 

comptage (CountBright, Invitrogen) à raison de 1,02x104 billes/150µL afin de déterminer le 

nombre absolu de cellules par échantillon.  

 

Polarisation des lymphocytes T CD4 naifs et memoires par les LB 

 Les LT CD4 naïfs et mémoires (5x106 cellules/mL) sont stimulés avec des billes 

magnétiques recouvertes d'anticorps anti-CD3 et anti-CD28 à une concentration de 1,6 billes/10 

cellules (DynabeadsTM, Gibco) dans des tubes en polypropylène (5x106 cellules/mL) dans du 

milieu RPMI complet pendant la nuit à 37°C. Les billes anti-CD3/CD28 sont ensuite enlevées 

avec un aimant et les cellules sont mise en culture avec chaque populations de LB (CD27+IgD- 

intégrine β7- ; CD27+IgD- intégrine β7+ ; CD27+IgD+ intégrine β7- ; CD27+IgD+ intégrine 

β7+) préalablement activés (anti-IgM, CD40L, CpG) selon un ratio 1:1. Les cellules sont 
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cultivées dans des plaques 96 puits à fond plat dans un volume final de 200µL de milieu RPMI 

complet (2,5x104 LT CD4 avec 2,5x104 LB). Après 4 jours de culture, les cellules sont stimulées 

avec de la PMA et de la ionomycine comme décrit précédemment (cf marquage intracellulaire 

des cytokines) afin d’analyser le profil cytokinique des LT CD4. Après 5h de culture, les 

cellules sont marquées avec le marqueur de viabilité Zombie Aqua et les anticorps anti-IL-10 

FITC (clone JES3-9D7), anti-GM-CSF PerCP-Cy5-5 (clone BVD2-2C11), anti-Mip-1b 

PE (cloneD21-1351), anti-IL-4 PE-Cy7 (clone MP4-25D2), anti-IL-21 A647, (clone 3A3N21), 

anti-IL-17F BV650 (clone 033-782), anti-IL-17A BV705 (clone BL168), anti-IL-2 A700 (clone 

MQ1-17H12), anti-IFNg APC-Cy7 (clone 4SB3), anti-TNFa BV785 (cloneMAb11), anti-

CD19 ECD (clone 53119) et anti-CD4 BV605 (clone RPA-T4). Les cellules sont ensuite 

analysées par cytométrie en flux (LSRFortessa). 

 

Stimulation des sous-poulations de LB par les non-TFh et les TFh.  

Les différentes populations de LT CD4 (intégrine β7- CXCR5- ; intégrine β7+ CXCR5- 

; intégrine β7- CXCR5+ ; intégrine β7+ CXCR5+) sont mises en co-culture avec chaque 

population de LB (CD27+IgD- intégrine β7- ; CD27+IgD- intégrine β7+ ; CD27+IgD+ 

intégrine β7- ; CD27+IgD+ intégrine β7+) selon un ratio 1:1. Les cellules sont cultivées dans 

des plaques 96 puits à fond rond dans un volume final de 200µL de milieu RPMI complet 

(2x104 LT CD4 avec 2x104 LB) en présence d’entérotoxine B staphylococcique (SEB, 1μg/mL, 

Toxin technology). Après 6 jours de culture, les surnageants sont récupérés et stockés à -80°C 

et les cellules sont marquées avec les anticorps anti-CD4 BV421 (clone RPA-T4), anti-CD3 

PerCP-Cy5-5 (clone UCHT1), anti-CD19 PE (clone HIB19), anti-CD38 PE-Cy7 (clone HIT2), 

anti-CD138 APC (clone MI15) et le marqueur de viabilité Zombie Aqua pour déterminer la 

différenciation des LB en plasmablastes et plasmocytes. Pour le passage en cytométrie 

(Analyseur BD FACSCanto II), les cellules sont suspendues dans 200µL de tampon FACS 

contenant des microbilles fluorescentes de comptage (CountBright, Invitrogen) à raison de 

1,02x104 billes/200µL permettant ainsi de déterminer le nombre absolu de cellules par 

échantillon. 

 

Dosage de la production de cytokines et molécules solubles dans les surnageants de 

cultures   

Les concentrations d’IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-12p70, CD40L, APRIL, 

BAFF, TNFa, LTa et IFNg sont mesurées par multiplex (LegendPlex Human B cell Panel, 
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Biolegend) selon les recommandations du fabricant. La lecture est réalisée sur un analyseur BD 

FACSCanto II. Les résultats sont ensuite analysés avec les logiciels FlowJo et GraphPad.  

 

Dosage des sous-types d'immunoglobulines dans les surnageants de culture 

 Les concentrations d’IgG, d’IgA, d’IgA1 et d’IgA2 dans le surnageant de culture de LB 

ou de co-culture LT CD4 et LB sont mesurées par ELISA. Des plaques 96 puits à fond plat sont 

« coatées » avec des anticorps de capture (Southern Biotechnology) anti-IgG, anti-IgA 

(4µg/mL), anti-IgA1 (2µg/mL) ou d’anti-IgA2 (10µg/mL) pendant une nuit puis les plaques 

coatées avec des anti-IgA1 et anti-IgA2 sont incubées avec du PBS contenant 1% de BSA 

(albumine de sérum bovin) pendant une heure. Les surnageants de culture dilués sont ensuite 

déposés dans les puits et incubés pendant 2 heures. Les puits sont alors lavés avec du PBS 

0,05% Tween 20 puis incubés avec les anticorps secondaires anti-IgG-HRP ou anti-IgA-HRP 

pendant une heure ou 1h30 (pour les ELISA IgA1 et IgA2). Le substrat de la HRP, le TMB 

(tétraméthylbenzidine, Sigma) est ajouté dans les puits et la coloration est stoppé par de 

l’H2SO4. La lecture de la densité optique (DO 450nm et 570nm) se fait à l’aide du Varioskan 

(Thermo Scientific).  

 

Microarray  

 Les 4 populations de LB d’intérêts (CD27+IgD- intégrine β7- ; CD27+IgD- intégrine 

β7+ ; CD27+IgD+ intégrine β7- ; CD27+IgD+ intégrine β7+) sont isolées par tri cellulaire par 

cytométrie en flux à partir de PBMC de couche leuco-plaquettaire de 5 donneurs sains. Après 

isolation, les différentes populations de LB sont lysées dans du tampon de lyse SKP (kit 

RNA/DNA Purification Micro Kit, Norgen Biotek Corporation) contenant du b-

mercaptoéthanol (143mM). L’ADN et l’ARN des cellules sont extraits suivant le protocole 

fournit par le kit RNA/DNA Purification Micro Kit de Norgen Biotek Corporation. L’ARN est 

envoyé à la plateforme GeT de Toulouse pour y réaliser un dosage quantitatif et qualitatif des 

échantillons d’ARN ainsi que pour exécuter l’hybridation sur puces à ARN (Human Clariom S 

assays, Thermo Fisher Scientific). Les résultats de l’expression des gènes sont analysés avec le 

logiciel Transcriptome Analysis Console software d’Affymetrix. L’analyse de l’implication des 

gènes différemment exprimés dans des voies de signalisation se fait grâce à la ressource 

Metascape.  
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Analyse statistique 

 Les tests statistiques et les représentations graphiques sont réalisés avec le logiciel 

GraphPad. Le T-test de Student est utilisé pour comparer les différences entre deux groupes 

appariés ou non appariés. Quand les données ne suivent pas la distribution de gaussienne, le 

test de Wilcoxon est effectué. Le test de Turkey (ANOVA à un facteur) est utilisé pour 

comparer différents groupes non appariés. Une p-value inférieure à 0,05 est considérée comme 

significative ; * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.  
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Résultats 

La proportion de LB CD27+IgD+ est plus importante parmi les LB CD27+ exprimant 

l’intégrine b7, comparé aux LB CD27+ intégrine b7- chez les donneurs sains.  

 

 Les propriétés des LB dérivés de l’intestin sont peu décrites dans la littérature, nous 

avons tout d’abord caractérisé ces cellules chez les donneurs sains. L'obtention de prélèvement 

de l’intestin étant éthiquement limité aux pathologies impliquant cet organe et nécessitant une 

intervention, nous identifions les LB provenant de l'intestin dans le sang grâce à leur expression 

de l’intégrine b7. En effet, l’expression de l’intégrine b7 est induite chez les LB lors de leur 

activation par les cellules dendritiques des PP et des MLN. Les LB activés vont quitter ces 

organes pour entrer dans la circulation sanguine pour revenir par la suite spécifiquement au 

niveau des sites intestinaux grâce à l'expression de l'intégrine b7 et de CCR9. Par cytométrie 

en flux, nous avons tout d'abord déterminé la proportion de LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ 

présents dans les compartiments intégrine b7- (Int. b7-) et intégrine b7+ (Int. b7+) (Figure 

16A) dans les PBMC de donneurs sains. Dans le compartiment Int. b7-, la proportion de LB 

CD27+IgD-, décrit comme étant les LB mémoires, était plus importante que celle des LB 

CD27+IgD+, correspondant en majorité aux LB marginaux, (médiane ± écart-type 70,73 ± 

12,18% vs 29,28 ± 12,18% respectivement) (Figure 16B). En revanche, une proportion 

similaire de LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ était observée dans le compartiment Int. b7+ 

(médiane ± écart type 51,43 ± 14,74% vs 48,57 ± 14,74% respectivement). Le compartiment 

Int. b7+ comprend donc chez les donneurs sains une proportion plus importante de LB 

CD27+IgD+ et moins importante de LB CD27+IgD-comparativement aux compartiment Int. 

b7-.   
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Figure 16 : La proportion de LB CD27+IgD+ est plus importante dans le compartiment 

intégrine b7+ que dans le compartiment intégrine b7- chez les donneurs sains. 

A) Stratégie de « gating » des LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ parmi les LB CD27+ exprimant ou non 

l’intégrine b7. 

B) Pourcentages de LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ parmi les LB CD27+ exprimant ou non l’intégrine b7. 

One-way ANOVA (Test de Tukey), **** p<0,0001, n=66.  
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Les LB CD27+IgD- et les LB CD27+IgD+ dérivés ou non de l’intestin expriment à un 

niveau similaire CD40, CD80, CD86 et HLA-DR chez les donneurs sains. 
 

 Pour étudier la fonction de cellules présentatrice d’antigène des différentes populations 

de LB provenant de l’intestin, nous avons comparé par cytométrie en flux leur expression des 

molécules de co-stimulations (CD80, CD86, CD40 et HLA-DR) à celle des LB Int. β7-. Nous 

avons observé que CD40 et HLA-DR étaient exprimés par la totalité des LB des quatre sous-

populations sans différence de niveaux d'expression (Figure 17A et 17B), alors que l'expression 

de CD80 et de CD86 n'était pas détectable (données non montrées). Nous avons ensuite activé 

les LB CD27+ Int. β7- ou Int. β7+ in vitro  avec une stimulation CD40, CpG et BCR et 

déterminé l’expression de CD80, CD86, CD40 et HLA-DR après 48h de culture. Dans ces 

conditions, nous avons observé une augmentation de expression de CD80 et CD86 ainsi que de 

CD40 et HLA-DR par les LB CD27+ (Figure 17C). En revanche, aucune différence de 

pourcentages d’expression et du niveau d’expression de ces molécules n'a pu être détectée entre 

les LB CD27+ Int. β7- et Int. β7+ (Figure 17D). Ces données suggèrent qu'une éventuelle 

différence dans la fonction CPA au sein des LB CD27+ dérivés ou non de l'intestin n'est pas 

due à une différence d'expression des molécules étudiées. 
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Figure 17 : L'expression des molécules de co-stimulations CD40 et HLA-DR est similaire 

à la surface des LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ exprimant ou non l’intégrine b7 chez les 

donneurs sains. 

A) Données de cytométrie représentatives de l'expression de CD40 et HLA-DR parmi les LB CD27+ 

exprimant ou non l'intégrine b7 chez les donneurs sains.  

B) Moyennes d’intensité de fluorescence (MFI) de l’expression de CD40 et HLA-DR par les LB CD27+IgD- 

et LB CD27+IgD+ exprimant ou non l’intégrine b7, n=5. 

C) Données de cytométrie représentatives de l'expression de CD80, CD86, CD40 et HLA-DR par les LB 

CD27+ exprimant (à droite) ou n'exprimant pas (à gauche) l’intégrine b7 après 2 jours de culture en présence 

de CD40L, CpG et anti-BCR.  

D) Pourcentages d'expression de CD86 et MFI de l’expression de CD80, CD40 et HLA-DR par les LB 

CD27+ exprimant ou non l’intégrine b7 après 2 jours de stimulation, n=4. 
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Chez les donneurs sains, les LB CD27+IgD- et les LB CD27+IgD+ dérivés de l’intestin se 

différencient moins en plasmocytes mais produisent plus d’IgA2 comparé à leurs 

homologues ne provenant pas de l’intestin.  

 

 
Nous nous sommes ensuite intéressé à l'expression de surface et à la capacité de 

sécrétion des IgG et IgA des LB exprimant l'intégrine b7+. Pour cela, nous avons tout d'abord 

déterminé par cytométrie en flux les pourcentages des différentes populations de LB CD27+ 

provenant ou non de l’intestin exprimant des IgG et IgA à leur surface (Figure 18A). Comme 

attendu, nous avons observé une faible expression d’IgG et d’IgA à la surface des LB 

CD27+IgD+ qu’ils proviennent ou non de l’intestin (Figure 18B). Concernant les LB 

CD27+IgD-, nous avons observé une plus faible proportion de cellules exprimant des IgG dans 

le compartiment Int. b7+ que dans le compartiment Int. b7- (médiane ± écart-type 24,95 ± 

12,33% vs 54,86 ± 12,16% respectivement) (Figure 18B). Au contraire, une plus forte 

proportion de LB CD27+IgD- Int. b7+ exprimait des IgA à leur surface comparé aux LB 

CD27+IgD- ne provenant pas de l’intestin (médiane ± écart-type 35,41 ± 9,99% vs 19,83 ± 

7,4% respectivement) ce qui est en accord avec la concentration élevée d'IgA présente au niveau 

des intestins307.  

Nous nous sommes ensuite intéressé à la capacité de ces différentes populations de LB 

à se différencier en cellules productrices d'anticorps et à sécréter des IgG et des IgA. Pour cela, 

les 4 populations de LB (CD27+IgD- Int. β7- ; CD27+IgD- Int. β7+ ; CD27+IgD+ Int. β7- ; 

CD27+IgD+ Int. β7+) ont été triées par cytométrie en flux et cultivées avec du CD40L, de 

l’anti-BCR et de l’IL-21. Après 6 jours de culture, les surnageants ont été récoltés et la 

différenciation des LB en plasmablastes (CD38+,CD138-) et en plasmocytes (CD38+,CD138+) 

a été déterminée par cytométrie en flux (Figure 18C). Le nombre absolu de cellules contenues 

dans les puits de culture des LB CD27+IgD+ provenant ou non de l’intestin était largement 

inférieur aux nombres de cellules contenues dans les puits des LB CD27+IgD- indiquant que 

dans ces conditions de culture, les LB CD27+IgD+ survivent et/ou prolifèrent moins que les 

LB CD27+IgD- (Figure 18D). Concernant les LB CD27+IgD-, nous avons observé un plus 

faible nombre de LB dans les cultures de LB Int. β7+ comparé aux cultures de LB Int. β7-. Les 

pourcentages de LB s'étant différenciés en plasmablastes et plasmocytes étaient plus faibles au 

sein des cultures de LB Int. β7+ (CD27+IgD- et CD27+IgD+) qu’au sein des cultures l’intégrine 

β7-. Ces résultats montrent que les LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ ont une plus faible 

capacité à proliférer mais aussi à se différencier en cellules sécrétrices d’anticorps lorsqu’ils 

proviennent de l’intestin. Concernant la production d’IgG et d’IgA, de manière attendue, celle-
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ci était plus importante par les LB CD27+IgD- que pour LB CD27+IgD+. De plus, la quantité 

d'IgG produite par les LB CD27+IgD- Int. β7+ était moins importante que celle produite par 

les CD27+IgD- Int. β7- alors que celle d'IgA était équivalente pour les deux types cellulaires 

malgré un nombre de plasmocytes moins important dans les cultures de LB exprimant 

l'intégrine b7 (Figure 18E). Nous nous sommes ensuite demandé si les LB intestinaux 

produisaient de façon préférentielle un sous type d'IgA par rapport aux LB Int. b7-. Nous avons 

observé que les LB Int. b7+ (CD27+IgD- et CD27+IgD+) produisaient les IgA2 en plus forte 

quantité comparativement aux LB Int. b7- alors que la production d'IgA1 ne différait pas 

(Figure 18F).  

L’ensemble de ces données montrent que les LB intestinaux ont une capacité de 

différenciation en plasmocytes plus faible que les LB non intestinaux tout au moins dans nos 

conditions expérimentales. Néanmoins, les LB intestinaux IgD-CD27+ et IgD+CD27+ 

sécrètent plus d’IgA notamment des IgA2 que leurs homologues n'exprimant pas l'intégrine b7 

ce qui est en adéquation avec leur localisation intestinale46. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 81 
 

 

Figure 18 : Les LB CD27+IgD- intestinaux (Int. b7+) sécrètent moins d’IgG et plus d’IgA2 

comparé à leurs équivalents n’exprimant pas l’intégrine b7 chez les donneurs sains. 
 

A) Données de cytométrie représentatives de l'expression membranaire de IgA et IgG par les LB CD27+ 

dérivant (intégrine b7+) ou non (intégrine b7-) de l’intestin.  

B) Pourcentages de LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ intégrine b7- ou intégrine b7+ exprimant des IgG et des 

IgA à leur surface. One-way ANOVA (Test de Tukey), **** p<0,0001, n=47.  

C) Stratégie de « gating » des plasmablastes (CD38+, CD138-) et plasmocytes (CD38+, CD138+) après 6 

jours de culture des LB CD27+IgD- dérivant ou non de l’intestin en présence de CD40L, IL-21 et anti-BCR.  

D) Nombre absolu de LB par puits de culture et pourcentages de plasmablastes et plasmocytes parmi les LB 

après 6 jours de culture en présence de CD40L, IL-21 et anti-BCR. T-Test de Student apparié, * p<0,05, n=6. 

E) Concentration d’IgG et d'IgA (mg/mL) dans les surnageants après 6 jours de culture en présence de 

CD40L, IL-21 et anti-BCR. T-Test de Student apparié, * p<0,05, n=6. 

F) Concentration d’IgA1 et IgA2 (ng/mL) dans les surnageants après 6 jours de culture en présence de 

CD40L, IL-21 et anti-BCR. T-Test de Student apparié, * p<0,05, n=6.  
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Les TFh dérivés ou non de l'intestin de donneurs sains aident efficacement les LB 

CD27+IgD- et CD27+IgD+ dérivés de l'intestin mais ne modifient pas leurs propriétés 

intrinsèques.  

 

Nous avons observé une plus faible sécrétion d’IgG et une plus forte sécrétion d’IgA2 

par les LB dérivés de l’intestin par rapport aux LB non intestinaux lorsqu’ils étaient stimulés in 

vitro avec un anti-BCR, du CD40L et de l'IL-21. Nous nous sommes alors demandé si les TFh, 

cellules spécialisées dans l’aide aux LB, pouvaient impacter, en fonction de leur origine 

intestinale ou non, la différenciation des différentes populations de LB et leur production d’IgG 

et d’IgA. Pour cela, nous avons réalisé des co-cultures croisées entre 4 populations de LT CD4 

mémoires (TFh ou non TFh dérivant ou non de l'intestin) et les 4 populations de LB étudiées. 

Chaque population de non-TFh (Int. β7- CXCR5- ; Int. β7+ CXCR5-) et de TFh (Int. β7- 

CXCR5+ ; Int. β7+ CXCR5+) a donc été isolée par cytométrie en flux et mise en co-culture 

avec chaque population de LB : CD27+IgD- Int. β7- ; CD27+IgD- Int. β7+ ; CD27+IgD+ Int. 

β7- et CD27+IgD+ Int. β7+. Un super-antigène, le SEB a été ajouté aux cultures pour favoriser 

l’interaction entre les LT CD4 et les LB. Après 6 jours de culture, la différenciation des LB 

(CD3-, CD19+) en plasmocytes (CD38+,CD138+) a été analysée par cytométrie en flux 

(Figure 19A et 19B) et les concentrations d'IgG et d'IgA présentes dans les surnageants ont été 

mesurées par ELISA.  

Concernant les co-cultures avec les LB CD27+IgD- (Figure 19C), nous avons observé 

un plus faible nombre de plasmocytes et une plus faible sécrétion d'IgG et d'IgA lorsque les LB 

CD27+IgD- étaient mis en culture avec les non-TFh comparé aux cultures avec les TFh, ce qui 

est en accord avec les données de la littérature237. Dans les conditions de co-cultures avec les 

TFh, nous avons observé un plus faible nombre de plasmocytes lorsque les LB CD27+IgD- 

exprimaient l'intégrine b7. Par contre, nous n'avons pas observé de différence selon l’origine 

intestinale ou non des TFh dans leur capacité à induire la différenciation des LB CD27+IgD- 

en plasmocytes.  

  La concentration d’IgG dans les surnageants de cultures des LB CD27+IgD-, lorsque 

ceux-ci sont stimulés par les TFh dérivés ou non de l'intestin, était globalement plus faible pour 

les LB CD27+IgD- Int. b7+ que pour les LB CD27+IgD- Int. b7-. La production d’IgA était 

par contre plus importante chez les LB CD27+IgD- dérivés de l’intestin comparé aux LB 

CD27+IgD- Int. β7- lorsqu’ils étaient en culture avec des TFh. Tout comme pour la 

différenciation en plasmocytes, nous n'avons pas observé de différence de niveaux de sécrétion 

d'IgG ou d'IgA en fonction de l’origine intestinale ou non des TFh.  
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 Concernant les cultures de LB CD27+IgD+ (Figure 19D), nous avons observé un taux 

de plasmocytes ainsi qu'une concentration d’IgG et d’IgA plus faible comparé aux cultures de 

LB CD27+IgD-. Nous avons également observé de manière générale un plus grand nombre de 

plasmocytes et une sécrétion d'Ig plus importante lorsque les LB CD27+IgD+ étaient mis en 

culture avec des TFh comparé à la culture avec des non-TFh. Contrairement aux LB 

CD27+IgD-, nous avons observé que la stimulation par les TFh induisait une plus forte 

sécrétion d'IgG par les LB CD27+IgD+ Int. β7+ que par les LB CD27+IgD+ Int. β7-. Par contre 

similairement aux LB CD27+ IgD-, nous avons observé, en présence de TFh, une production 

d'IgA plus importante dans le surnageant de culture des LB CD27+IgD+ Int. β7+ comparé aux 

LB CD27+IgD+ Int. β7-. Comme pour les LB CD27+IgD-, les propriétés des LB CD27+IgD+ 

ne semblaient pas modifiées par l'origine intestinale ou non des TFh. 

 

Les propriétés des LB CD27+IgD- et des LB CD27+IgD+ intestinaux sont donc 

conservées lors d'une restimulation de ces cellules par des TFh puisque nous observons, comme 

lors de la stimulation anti-BCR, CD40L, IL-21 (Figure 18), une moindre prolifération et 

différenciation en plasmocytes des LB Int. b7+ associés à une production plus élevée d’IgA, 

ceci indépendamment de l’origine intestinale ou non des TFh.  
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Figure 19 : Les LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ provenant de l’intestin restimulés par des 

TFh se différencient moins efficacement en plasmocytes que leurs homologues intégrine 

b7- mais secrètent de plus importantes quantités d'IgA chez les donneurs sains. 

 
A-B) Données de cytométrie en flux représentatives de la différenciation en plasmablastes et plasmocytes 

après 6 jours de cultures des LB CD27+IgD- (A) et des LB CD27+IgD+ (B) provenant ou non de l’intestin 

cultivés avec des TFh intestinaux en présence de SEB. Les co-cultures sont réalisées avec un ratio 1:1 (20 000 

LT CD4 et 20 000 LB par puits de culture). 

C-D) Nombre absolu de plasmocytes par puits de culture et concentration d’IgG et d’IgA dans les surnageants 

après 6 jours de co-cultures des différentes populations de LT CD4 avec les LB CD27+IgD- (C) ou LB 

CD27+IgD+ (D) exprimant ou non l'intégrine b7.  
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Les LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ dérivés de l’intestin sécrètent des quantités plus 

élevées de cytokines pro- et anti-inflammatoires que leurs homologues n’exprimant pas 

l’intégrine β7 chez les donneurs sains. 

 

 Nous avons ensuite poursuivi la caractérisation des LB dérivés de l’intestin en 

déterminant leur profil cytokinique. Les LB CD27+IgD- Int. β7- et Int. β7+ et les LB 

CD27+IgD+ Int. β7-/Int. β7+ ont été isolés par cytométrie en flux et cultivés en présence de 

CD40L, anti-BCR et de CpG pendant 48h. Puis, les concentrations de cytokines dans les 

surnageants ont été déterminées par multiplex. Au sein des LB CD27+IgD+, nous avons 

observé que les concentrations des cytokines pro-inflammatoires TNFa, LT-a et IL-6 étaient 

plus importantes dans les surnageants de cultures des LB CD27+IgD+ exprimant l'Int. β7 

comparé à leurs homologues n'exprimant pas l'intégrine b7 (Figure 20). La concentration de 

BAFF, une cytokine activatrice des LB, était également plus élevée dans les surnageants de 

culture des LB CD27+IgD+Int. β7+ comparé à ceux des cultures de LB CD27+IgD+Int.β7-. 

De manière intéressante, la concentration d’IL-10, une cytokine régulatrice, était aussi 

supérieure dans le surnageant de culture des LB CD27+IgD+ intestinaux comparé à ceux des 

LB CD27+IgD+ non-intestinaux. De plus, les concentrations de TNFa, LT-a, IL-6, BAFF et 

IL-10 étaient statistiquement plus élevées dans les surnageants de cultures des LB CD27+IgD+ 

Int. β7+ que dans les surnageants de LB CD27+IgD- intestinaux ou non. Cependant, nous avons 

observé au sein des LB CD27+IgD- que la concentration des cytokines pro-inflammatoires 

TNFa, LT-a et IL-6, de BAFF et de l’IL-10 était également plus élevée dans le surnageant des 

cultures des LB CD27+IgD- Int. β7+ que dans le surnageant des LB CD27+IgD- Int. β7-. En 

revanche, nous n’avons pas observé de différence dans la sécrétion de l’IL-2 et nous n’avons 

pas détecté la présence d’IFNg, d’IL-17A, d’APRIL, d’IL-13, d’IL-4 et d’IL12p70 dans les 

surnageants de culture (données non montrées).  

Nous concluons que les LB CD27+IgD+ et les LB CD27+IgD- dérivés de l’intestin 

présentent un profil inflammatoire et régulateur avec une capacité de sécrétion de cytokine 

supérieure à celle de leurs équivalents n'exprimant pas l'intégrine β7. L’environnement dans 

lequel les LB ont été activés semble donc avoir un impact sur leurs propriétés inflammatoires 

et leur capacité régulatrice.  
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Figure 20 : Les LB CD27+IgD+ et les LB CD27+IgD- dérivés de l’intestin (intégrine b7+) 

secrètent des quantités plus importantes de cytokines inflammatoires et régulatrices que 

leurs homologues n'exprimant pas l’intégrine b7 chez les donneurs sains. 

Concentration de TNFa, LTa, IL-6, BAFF, IL-10 et IL-2 dans les surnageants de culture de LB CD27+IgD- 

ou de LB CD27+IgD+ exprimant ou non l’intégrine b7 cultivés pendant 48h en présence de CD40L, du CpG 

et d’anti-BCR. T-Test de Student apparié, ** p<0,01, *** p<0,001, n=13. 
 

 

Les LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ exprimant l'intégrine b7+ possèdent un profil 

transcriptomique différent de leurs homologues n'exprimant pas l'intégrine b7 chez les 

donneurs sains. 
 

Afin de mieux caractériser les différences entre les populations de LB dérivés ou non 

de l’intestin, nous avons réalisé, sur les prélèvements de 5 donneurs sains, une étude 

transcriptomique comparative de ces populations de LB triées par cytométrie en flux sur puces 

à ARN couvrant l'expression de plus de 20 000 gènes.  

Concernant les LB CD27+IgD-, nous avons observé une expression différentielle de 

107 gènes (fold change supérieur ou inférieur à 2, p value < 0,001) entre les LB CDC27+IgD- 

Int. b7- et les LB CD27+IgD- Int. b7+ (Figure 21A). Nous avons ensuite déterminé les voies 

de signalisation dans lesquelles les gènes différentiellements exprimés par les LB CD27+IgD- 

Int. b7- et Int. b7+ étaient impliqués. Cette analyse a été effectuée à l’aide de la ressource 

Metascape sur les gènes surexprimés (272 gènes, Figure 21B) ou sous-exprimés (303 gènes, 

Figure 21C) par les LB CD27+ IgD- intégrine β7+ (fold change supérieur ou inférieur à 1,3 ; 
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p value < 0,01). Cette analyse montre une moins forte expression de gènes impliqués dans les 

voies de signalisation de l’activation des leucocytes et de la prolifération cellulaire dans les LB 

CD27+IgD- Int. b7+ comparé aux LB CD27+IgD- Int. b7- (Figure 21B). Ces données sont 

cohérentes avec la plus faible prolifération et survie des LB CD27+IgD- Int. b7+ observée en 

culture par rapport aux LB CD27+IgD- Int. b7- (Figure 18D). Par ailleurs, nous avons identifié 

que les LB CD27+IgD- Int. b7+ exprimaient plus fortement des gènes impliqués dans la voie 

de signalisation de STING par rapport aux LB CD27+IgD- Int. b7- (Figure 21C). STING est 

une molécule impliquée dans la reconnaissance de l’ADN cytosolique qui régule négativement 

la signalisation du BCR, ce qui pourrait expliquer la plus faible différenciation des LB 

CD27+IgD- Int. β7+ en plasmocytes que nous avons observé308. Cette augmentation de 

l’expression de gènes impliqués dans la voie de signalisation de STING pourrait s’expliquer 

par la présence d’ADN microbien dans l’intestin du fait de la présence du microbiote intestinal.  
 

Concernant le profil transcriptomique des LB CD27+IgD+ dérivés ou non de l’intestin, 

nous avons observé une différence dans l'expression de 140 gènes (fold change supérieur ou 

inférieur à 2, p value < 0,001) entre les LB CD27+IgD+ Int. b7- et les LB CD27+IgD+ Int. b7+ 

(Figure 22A). L'analyse par Metascape des gènes surexprimés (342 gènes, Figure 22B) ou 

sous-exprimés (328 gènes, Figure 22C) par les LB CD27+IgD+ intégrine β7+ (fold change 

supérieur ou inférieur à 1,3 ; p value < 0,01) montre que 66 des gènes sous-exprimés par les LB 

CD27+IgD+ Int. b7+ appartiennent à la voie de signalisation du BCR (Figure 22B). Ces 

données sont en accord avec la plus faible différenciation et prolifération des LB CD27+IgD+ 

Int. b7+ par rapport aux LB CD27+IgD+ Int. b7- que nous avons précédemment décrit (Figure 

18D). L'expression de gènes, impliqués dans les voies de signalisation des FCgR qui peuvent 

notamment réguler le niveau d’activation des LB, était également plus faible dans les LB 

CD27+IgD+ Int. b7+309. De même, l'expression des gènes impliqués dans la voie de 

signalisation des interleukines était diminuée dans les LB CD27+IgD+ Int. b7+, suggérant que 

ces cellules sont moins sensibles à l’activation médiée par des cytokines. Par contre, les LB 

CD27+IgD+ Int. b7+ exprimaient plus fortement les transcrits de gènes impliqués dans la voie 

de signalisation de la famille de l’IL-12. La signalisation à l’IL-12 est notamment impliquée 

dans la production de IFNg par les LB310.  

L’analyse de l’expression des ARN nous a permis d’identifier que les LB dérivés de 

l’intestin avaient un profil transcriptomique différent des LB non intestinaux. Cependant, cette 

étude mérite d’avantage d’investigation pour déterminer quels gènes pourraient expliquer les 

différences fonctionnelles des LB dérivés de l’intestin.  
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Figure 21 : Expression différentielle de gènes impliqués dans des voies de signalisation 

entre les LB CD27+IgD- dérivés ou non de l’intestin chez les donneurs sains. 

A) Les LB CD27+IgD- provenant (Int. b7+) ou non (Int. b7-) de l’intestin ont été isolés par cytométrie en 

flux et leurs profils transcriptomiques ont été déterminés par Microarray (human Clariom S assays). Les 

résultats ont été analysés à l'aide du logiciel Transcriptome Analysis Console software d’Affymetrix. Les 

résultats de l’expression différentielle des gènes entre les deux populations sont représentés sous forme de 

carte thermique (heatmap) des gènes ayant un facteur de modification d'expression minimal de 2 entre les 

deux populations cellulaires. Résultats pour 5 donneurs sains, p-value < 0,0005.  

B-C) Analyse avec le logiciel Metascape des voies de signalisation pour lesquelles les gènes dont l'expression 

est diminuée (B) ou augmentée (C) dans les LB CD27+IgD- Int. b7+ par rapport aux CD27+IgD- Int. b7- 

sont impliqués. L'axe des abscisses représente le nombre de gènes (log 10) impliqués dans les voies de 

signalisation indiquées. Le seuil de l’expression différentielle des ARN a été fixé pour cette analyse à 1,3. P-

value < 0,01.  

A)

B)

C)
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Figure 22 : Expression différentielle de gènes impliqués dans des voies de signalisation 

entre les LB CD27+IgD+ dérivés ou non de l’intestin chez les donneurs sains. 

A) Heatmap des ARN différentiellements exprimés (facteur de modification d'expression minimal de 2) par 

les LB CD27+IgD+ Int. b7+ et les LB CD27+IgD+Int. b7-. Résultats pour 5 donneurs sains, p-value < 

0,0005.  

B-C) Analyse par Metascape des voies de signalisation impliquant les gènes dont l'expression est diminuée 

(B) ou augmentée (C) dans les LB CD27+IgD+ Int. b7+ par rapport aux CD27+IgD+ Int. b7-. L'axe des 

abscisses représente le nombre de gènes (log 10) impliqués dans les voies de signalisation indiquée. Le seuil 

de l’expression différentielle des ARN est fixé à 1,3. P-value < 0,01.  

A)

B)

C)
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Les proportions de LB CD27+IgD+ et LB CD27+IgD- comprises dans le compartiment 

intégrine β7+ sont similaires chez les patients SEP et les donneurs sains.   

 

Après avoir caractérisé les LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ dérivés de l’intestin chez 

les donneurs sains, nous nous sommes intéressé à leurs caractéristiques chez les patients SEP 

afin d'évaluer leur potentiel pathogénique dans la SEP. Nous nous sommes tout d'abord 

demandé si la proportion de LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ dans les compartiments intégrine 

b7- et/ou intégrine b7+ était altérée chez les patients SEP. Dans le compartiment intégrine b7- 

comme dans le compartiment intégrine b7+, nous avons observé une tendance en faveur d’une 

plus forte proportion de LB CD27+IgD- et une plus faible proportion de LB CD27+IgD+ en 

phase SPMS comparativement aux donneurs sains et patients RRMS et SPMS (Figure 23A).  

Nous nous sommes ensuite intéressé au niveau d’expression des molécules de co-

stimulations par les LB CD27+ (IgD- ou IgD+) de patients SEP en phase RRMS. Comme pour 

les sujets sains, nous n'avons pas détecté d'expression de CD80 et CD86 en l'absence de 

restimulaiton in vitro. Le niveau d'expression de CD40 par les LB CD27+IgD- et les LB 

CD27+IgD+ des patients SEP était similaire à ceux observés chez les donneurs sains (Figure 

23B). Concernant l'expression de HLA-DR,  nous avons observé une tendance à une plus forte 

expression de HLA-DR par les quatre populations de LB CD27+IgD+ chez les patients SEP en 

phase RRMS comparé aux donneurs sains. Aucune différence significative de l’expression de 

CD40 ou HLA-DR n’a été observée entre les LB dérivés ou non de l’intestin chez les patients 

SEP.  
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Figure 23 : La proportion de LB CD27+IgD+ et de LB CD27+IgD- dans le compartiment 

intégrine b7 est similaire chez les patients SEP et les donneurs sains.   

A) Pourcentages de LB CD27+IgD- et de LB CD27+IgD+ dans les LB CD27+ exprimant (droite) ou non 

(gauche) l'intégrine b7 chez les donneurs sains (HD n=66) et les patients SEP en phase RRMS (n=24), SPMS 

(=14) et PPMS (n=14).  

B) MFI de l’expression de CD40 (graphique de gauche) et de HLA-DR (graphique de droite) chez les LB 

CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ en fonction de l’expression de l’intégrine b7 chez les donneurs sains (cercles 

bleu, n=5) et chez les patients SEP en phase RRMS (cercles rouges, n=6). 

 

 

La proportion de LB CD27+IgD- intégrine b7+ exprimant des IgA à leur surface est 

augmentée durant les phases progressives de la SEP.  

 

Nous nous sommes ensuite intéressé à l’expression des IgG et IgA à la surface des LB 

CD27+IgD- et CD27+IgD+ chez les patients SEP. Nous n’avons pas observé de différence dans 

l’expression des IgG de surface par les LB CD27+IgD- chez les patients SEP comparativement 

aux donneurs sains (données non montrées). Par contre, la proportion de cellules exprimant des 

IgA était augmentée spécifiquement parmi les LB CD27+IgD- exprimant  l'intégrine β7 chez 
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les patients en phase SPMS et PPMS comparativement aux donneurs sains suggérant une 

dérégulation des propriétés de ces cellules lors des phases progressives de la SEP (Figure 24).  

 

 

Figure 24 : Une plus forte proportion de LB CD27+IgD- dérivés de l’intestin exprime des 

IgA à leurs surfaces chez les patients avec une SEP progressive par rapport aux donneurs 

sains.   

Pourcentages de LB CD27+IgD- et CD27+IgD+ dérivés ou non de l’intestin exprimant à leur surface des 

IgA chez les donneurs sains (n=47) et chez les patients SEP en phase RRMS (n=24), SPMS (=14), PPMS 

(n=14). One-way ANOVA (Test de Tukey), **** p<0,0001. 

 

 

L'augmentation du pourcentage de LB exprimant l'IL-6 décrite en phase RRMS est 

particulièrement marquée dans les LB CD27+ exprimant l'intégrine b7. 

 

Le profil cytokinique des LB CD27+ dérivés ou non de l’intestin des patients SEP a été 

étudié par cytométrie en flux après une stimulation PMA/ionomycine pendant 5 heures des 

PBMC de patients en phase RR ou de donneurs sains. Dans une première série d'expérience 

nous nous sommes intéressé à l'expression de cytokines par la totalité des LB CD27+ sans 

prendre en compte leur niveau d'expression d'IgD. Dans ces conditions, aucune différence de 

niveau d’expression d’IL-10, de TNFa, de LT-a, d’IFNg et de GM-CSF n’a pu être mise en 

évidence pour les LB CD27+ dérivés ou non de l’intestin entre les patients SEP et les contrôles 

(données non montrées). En revanche, un pourcentage plus élevé de LB CD27+ exprimant l’IL-

6 chez les patients SEP comparé aux sujets sains a été observé (Figure 25A). Nous nous 

sommes donc demandé si cette expression plus importante d'IL-6 concernait les LB CD27+ 

intégrine b7- et/ou les LB CD27 intégrine b7+. De façon intéressante, les données obtenues ont 

montré de manière significative une plus grande proportion de LB CD27+ Int. β7+ exprimant 
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l’IL-6 chez les patients en phase RRMS comparativement aux donneurs sains, alors qu’une 

proportion similaire de LB CD27+ Int. β7- exprimait l’IL-6 chez les patients SEP en phase 

RRMS et les donneurs sains (Figure 25A). De plus les patients pour lesquels une expression 

plus importante d'IL-6 était observée dans les LB CD27+ totaux (identifiés en rond rouge plein) 

présentaient une augmentation marquée de l'expression d'IL-6 uniquement dans le 

compartiment intégrine b7+. Ces données suggèrent que les LB CD27+ dérivés de l’intestin 

sont largement responsables de l'expression élevée d'IL-6 observée en phase RRMS au niveau 

des LB totaux.  

Pour déterminer si cette différence importante d'expression d’IL-6 observée dans les LB 

CD27+ intégrine b7+ provenait des LB CD27+IgD+ et/ou des LB CD27+IgD-, nous avons 

réalisé une deuxième série d’expérience en intégrant l’anticorps anti-IgD dans le panel de 

cytométrie. Cependant, aucune différence de niveau d’expression de l’IL-6 n’a pu être observée 

pour les LB CD27+ totaux entre les patients RRMS et les contrôles sains dans cette deuxième 

cohorte (Figure 25B). Nous n’avons donc pas pu déterminer si la différence dans la production 

d’IL-6 observée dans les LB CD27+ Int. b7+ provenait des LB CD27+IgD+ et/ou  CD27+IgD- 

dérivés de l’intestin (données non montrées). Il est à noter que dans la première série 

d'expérience seule une fraction des patients SEP étudiés possédait une expression d'IL-6 par les 

LB CD27+ plus importante que celle des donneurs sains. La différence de niveau d'expression 

d'IL-6 au sein des LB de patients SEP dans la première cohorte et l'absence d'expression élevée 

d'IL-6 par les LB des patients de la seconde cohorte suggère que l'augmentation du profil 

inflammatoire des LB dans la SEP RR est influencée par l'activité récente de la maladie ainsi 

que potentiellement par les traitements de fond reçus par les patients.   
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Figure 25 : L'augmentation du pourcentage de LB exprimant l'IL-6 décrite en phase 

RRMS est particulièrement marquée dans les LB CD27+ exprimant l'intégrine b7. 

A) Pourcentages de LB CD27+ totaux (gauche) ou dérivés ou non de l’intestin (droite) exprimant l’IL-6 

après stimulation PMA/ionomycine pendant 5h des PBMC de patients en phase RRMS (n=9) et de donneurs 

sains (n=8). T-Test de Student, * p<0,05. Les ronds pleins représentent les patients ayant un pourcentage de 

LB CD27+ totaux exprimant l'IL-6 élevé.  

B) Pourcentages de LB CD27+ totaux exprimant l'IL-6 : expérience réalisée comme en A) sur une deuxième 

série de patients RRMS (n=11) et donneurs sains (n=12).  

 

 

Nous avons constaté lors de nos expériences sur les donneurs sains que les différences de profils 

cytokiniques des LB étaient mieux mises en évidence après stimulation anti-BCR, CD40L, CpG 

et dosage des cytokines dans les surnageants de cultures qu’après une stimulation par la 

PMA/ionomycine et analyse par cytométrie en flux. En effet, chez des sujets sains une 

stimulation PMA/ionomycine des PBMC permet d’observer une différence dans la production 

d’IL-6 entre les LB CD27+ (IgD+ ou IgD-) exprimant ou non l'intégrine b7 mais ne permet pas 

d’observer une différence dans la production de TNFa entre les différentes populations de LB 

CD27+ (Figure 26A) contrairement à ce que nous avions observé après stimulation des 

différents sous type de LB CD27 avec de l’anti-BCR, du CD40L soluble et du CpG (Figure 

20). La stimulation des PBMC par la PMA/ionomycine ne nous a pas permis de mettre en 

évidence un niveau d’expression d’IL-10, de TNFa, de LT-a par les LB différent entre patients 

SEP et donneurs sains. Cependant, ces cytokines ont été décrites comme plus fortement 

sécrétées par les LB totaux de patients RRMS que de donneurs sains206,208. Nous nous sommes 

alors demandé si une différence de concentration de ces cytokines pouvait être observée entre 

les patients RRMS et les donneurs sains dans les surnageants de sous populations de LB 

stimulées par de l'anti-BCR, du CD40L soluble et du CpG. 

 Au vu du faible nombre de cellules à notre disposition pour les patients, la purification 

et la stimulation des 4 différentes populations de LB CD27+ par anti-BCR, du CD40L soluble 
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et du CpG n’a pu être réalisée que sur 5x103 cellules par puits de culture (dans la Figure 20, la 

stimulation des sous-populations de LB de donneurs sains avait été réalisée avec 5x104  cellules 

par puits). Dans ces conditions de culture, des niveaux similaires d'IL-10, de LT-a, de BAFF, 

d'IL-2, de TFNa et d’IL-6 ont été observés entre les donneurs sains et les patients SEP en phase 

RRMS pour les 4 différentes populations de LB CD27 (données non montrées et Figure 26B).  
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Figure 26 : Le profil de sécrétion cytokinique des LB CD27+IgD+ exprimant l'intégrine 

b7 ne semble pas être altéré chez les patients SEP en phase RRMS. 

A) Pourcentages de LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ dérivés ou non de l’intestin exprimant l’IL-6 ou le 

TNFa chez des donneurs sains après stimulation des PBMC pendant 5h avec de la PMA/ionomycine. T-Test 

de Student, ** p<0,01, *** p<0,001, n=12. 

B) Concentration d’IL-6, de TNFa, de LTa et d’IL-10 (pg/mL) dans les surnageants de culture de 5000 LB 

CD27+ IgD- ou CD27+IgD+ exprimant ou non l’intégrine b7 isolés de patients RRMS (n=5) ou de donneurs 

sains (n=5) et cultivés pendant 48h en présence de CD40L, du CpG et de l’anti-BCR.  
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Les différentes populations de LB CD27+ dérivés de l’intestin induisent une plus faible 

expression de cytokines inflammatoires par les LT CD4.  

 

 Nous avons observé chez les donneurs sains un profil plus inflammatoire des LB 

CD27+IgD+ et CD27+IgD- Int. β7+ par rapport à leurs homologues n'exprimant pas l'intégrine 

b7. Nous nous sommes donc demandé si de par leur différence de profil cytokinique les 

populations de LB CD27+ intestinaux et non intestinaux impactaient différemment la 

différenciation et la polarisation des LT CD4 naïfs et mémoires. Nous avons donc isolé chaque 

population de LB (CD27+IgD- Int. β7- ; CD27+IgD- Int. β7+ ; CD27+IgD+ Int. β7- ; 

CD27+IgD+ Int. β7+) et les avons mises en co-culture avec des LT CD4 naïfs (CD4+, 

CD45RA+) ou mémoires (CD4+, CD45RA-) également isolés par cytométrie en flux. Chaque 

population de LB a été préalablement activée sur la nuit par de l’anti-BCR, du CD40L soluble 

et du CpG. En parallèle, les LT CD4 naïfs et mémoires ont également été pré-activés sur la nuit 

avec des billes anti-CD3/CD28. Après 4 jours de co-cultures, les cellules ont été récoltées puis 

stimulées avec de la PMA/ionomycine pendant 5h afin d'analyser le profil d'expression 

cytokinique des LT CD4.  

 Concernant les cultures avec les LT CD4 naïfs, nous avons observé que les LB 

CD27+IgD- Int. β7+ induisaient un profil moins inflammatoire des LT CD4 naïfs avec une 

expression moins importante de d'IFNg,  IL-17A et Mip-1b par rapport aux LB CD27+IgD- 

n'exprimant pas l'intégrine b7 (Figure 27A). L'expression d'IL-4 par les LT CD4 naïfs était 

également plus faible lorsqu'ils étaient cultivés avec les LB CD27+IgD- exprimant l'intégrine 

b7+ que avec LB CD27+IgD- Int. b7-. En ce qui concerne les LB CD27+IgD+, nous avons 

observé une expression plus faible d'IFNg, GM-CSF, MIP-1b et IL-4 par les LT CD4 naïfs 

lorsqu’ils étaient stimulés par les LB CD27+IgD+ dérivés de l'intestin. En revanche, une plus 

forte proportion de LT CD4 naïfs exprimait l'IL-10 et l'IL-17A lorsqu'ils étaient mis en culture 

avec les LB CD27+IgD+ exprimant l'intégrine b7. 

 Les différences de polarisation des LT CD4 mémoires que nous avons observées en 

présence des différentes populations de LB étaient moins prononcées que dans le cas des LT 

CD4 naïfs notamment entre les LB CD27+IgD- exprimant ou non l'intégrine b7 (Figure 27B). 

Concernant la polarisation des LT CD4 mémoires par les LB CD27+IgD+, la MIP-1b et l'IL-

17F étaient exprimées par une plus faible proportion de LT CD4 mémoires lorsque ceux-ci 

étaient stimulés par des LB CD27+IgD+ dérivés de l'intestin comparativement à la stimulation 

par des LB CD27+IgD+ intégrine b7-. 
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 L’ensemble de ces données indique que, dans ces conditions de culture, les LB 

CD27+IgD+ et CD27+IgD- activés dans l'intestin induisent un profil moins inflammatoire des 

LT CD4 que leurs homologues n'exprimant pas l'intégrine b7 pour limiter l'inflammation. 

 

 

Figure 27 : Les LB CD27+ dérivés ou non de l’intestin polarisent différemment les LT 

CD4 naïfs et mémoires chez les donneurs sains.  

 
Les LT CD4 naïfs (A) et mémoires (B) de donneurs sains préalablement activés sur la nuit avec des billes 

anti-CD3 et anti-CD28 sont mis en culture avec les LB CD27+IgD- ou CD27+IgD+ exprimant ou non 

l’intégrine b7 de donneurs sains préalablement activés sur la nuit avec du CD40L, du CpG et de l’anti-BCR 

(25 000 LT CD4 et 25 000 LB). Après 5 jours de culture, les cellules sont restimulées avec de la 

PMA/ionomycine et le profil cytokinique des LT CD4 ayant proliférés (FSChighSSChigh CD4+CD19-) est 

déterminé par cytométrie en flux. Les résultats sont représentés sous forme de carte thermique (heatmap) 

indiquant l’expression différentielle des cytokines par les LT CD4 en fonction des populations de LB, n=3. 

L’expression différentielle a été calculée en effectuant le ratio du pourcentage de cellules exprimant la 

cytokine d’intérêt dans la condition étudiée sur la moyenne d’expression de cette cytokine dans les 4 

différentes conditions de culture. Puis nous avons réalisé une moyenne des ratios obtenus chez les 3 donneurs 

pour chaque condition de culture et cytokine étudiée.  

 
 

A) B)
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Tableau 1 : Données cliniques des patients SEP (ND, non déterminé ; * patients utilisés 

pour l'étude du profil cytokinique des LB). 

Patients Gender Age Clinical phase EDSS Treatment Age at onset

MS03023* M 50 CIS 0 None ND

MS69 F 45 RRMS 1 Dimethyl Fumarate 38

MS79 M 30 RRMS 1 Dimethyl Fumarate 23

MS120* M 42 RRMS 1 Glatiramer Acetate 27

MS104 F 45 RRMS 1,5 Glatiramer Acetate 35

MS102* F 19 RRMS 1 Glatiramer Acetate 17

MS211* F 24 RRMS 0 Glatiramer Acetate 20

MS94 F 29 RRMS 1 Interferon b 27

MS72 F 28 RRMS 1 Interferon b 25

MS83* M 58 RRMS 4 Interferon b 17

MS90* F 55 RRMS 1,5 Interferon b 29

MS99* M 55 RRMS 3,5 Interferon b 48

MS106 M 47 RRMS 2.5 Interferon b 27

MS124* M 59 RRMS 4 Interferon b 17

MS83 M 58 RRMS 4 Interferon b 17

MS86* M 47 RRMS 2 Interferon b 37

MS172* F 28 RRMS 0 Interferon b 24

MS80* F 40 RRMS 3 Methylprednisolone 29

MS175* F 62 RRMS 3,5 None 41

MS61 F 31 RRMS 1.5 None 30

MS88 F 30 RRMS 0 None 30

MS96 F 26 RRMS 1 None 25

MS125 F 33 RRMS 1 None 33

MS93 F 45 RRMS 6 None 19

MS105 F 37 RRMS 2 None 25

MS49 M 26 RRMS 3,5 None 12

MS122 F 35 RRMS 1,5 None 34

MS01014* F 25 RRMS ND None ND

MS01015* M 29 RRMS ND None ND

MS01013* F 33 RRMS ND None ND

MS68* F 53 RRMS 1 None 44

MS180* F 54 RRMS 3,5 None 20

MS187* F 28 RRMS 1,5 None 25

MS68 F 53 RRMS 1 Teriflunomide 44

MS71 F 56 RRMS 1,5 Teriflunomide 52

MS98* M 27 RRMS 1,5 Teriflunomide 23

MS98 M 27 RRMS 1,5 Teriflunomide 23

MS48 F 75 SPMS 6,5 Biotine 54

MS47 F 38 SPMS 6 Cyclophosphamide 22

MS65 F 38 SPMS 6 Cyclophosphamide 20

MS85 F 47 SPMS 2,5 Cyclophosphamide 43

MS78 F 48 SPMS 3,5 Methotrexate 33

MS111 M 53 SPMS 7,5 Methotrexate 23

MS40 M 59 SPMS 3 Methotrexate + Methylprednisolone 36

MS18 M 50 SPMS 6,5 Methotrexate + Methylprednisolone 17

MS70 M 59 SPMS 6 Methotrexate + Methylprednisolone 40

MS67 F 76 SPMS ND Methylprednisolone 31

MS81 F 54 SPMS 6 Methylprednisolone 23

MS116 F 65 SPMS 4 Methylprednisolone 56

MS17 M 49 SPMS 4 Methylprednisolone + Biotine 27

MS108 M 67 SPMS ND None 29

MS115 M 73 PPMS ND Biotine 60

MS52 M 69 PPMS ND Cyclophosphamide 63

MS75 M 54 PPMS 4 Methotrexate 46

MS89 F 61 PPMS 6 Methotrexate 38

MS100 M 59 PPMS 3,5 Methotrexate 50

MS113 M 59 PPMS 4 Methotrexate 55

MS34 M 43 PPMS ND Methylprednisolone 32

MS95 F 55 PPMS 4 Methylprednisolone 38

MS97 F 55 PPMS 6 Methylprednisolone 42

MS114 M 68 PPMS ND Methylprednisolone 68

MS76 F 65 PPMS 7,5 Methylprednisolone 43

MS92 M 62 PPMS 5,5 Methylprednisolone + Cyclophosphamide 56

MS46 M 50 PPMS 6,5 Methylprednisolone + Mycophenolate Mofetil 45

MS82 M 52 PPMS 7 Methylprednisolone + Mycophenolate Mofetil 21
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Projet 2 : Le profil Th1/Th17 induit chez les patients SEP sous 

Natalizumab est restreint aux LT CD4 mémoires exprimant 

l’intégrine b7.  
 
 
 La présence de lymphocytes dans le SNC de patients SEP a conduit à la mise en place 

de thérapies bloquant la migration de cellules immunitaires à travers la BHE. Dans ce contexte, 

le Natalizumab, un anticorps monoclonal anti-intégrine a4, est utilisé comme traitement de 

fond de seconde ligne pour les patients SEP en phase RRMS. Le Natalizumab se fixe à 

l'intégrine a4 empêchant la liaison de l’intégrine a4b1, exprimée notamment par les LT CD4, 

à son ligand VCAM-1, exprimé par les cellules endothéliales de la BHE, inhibant ainsi la 

migration des lymphocytes dans le SNC. Le Natalizumab réduit efficacement l’apparition de 

poussées mais le traitement est souvent interrompu pour éviter la réactivation du polyomavirus 

John Cunningham dans le SNC des patients. Cependant, l’arrêt du traitement est associé à un 

rebond de la maladie (défini par un taux de poussées plus élevé qu’avant la prise du 

Natalizumab) chez environ 20% des patients SEP. Les mécanismes impliqués dans ces rechutes 

ne sont pas connus. Il a été observé chez les patients SEP sous Natalizumab, une augmentation 

de la fréquence de Th1/Th17 exprimant des cytokines inflammatoires dans la circulation 

sanguine. L'intégrine a4 peut s’associer à l'intégrine b1 pour former l’intégrine a4b1, mais 

également à l'intégrine b7 pour former la molécule d'adressage intestinal, l’intégrine a4b7. Les 

LT CD4 exprimant des marqueurs d'adressage intestinaux, incluant l’intégrine b7, ont été 

observés dans le LCR de patients SEP, indiquant que les LT CD4 dérivés de l'intestin peuvent 

franchir la BHE, et donc jouer un rôle dans la pathogenèse de la SEP.  

 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux propriétés des LT CD4 intestinaux 

chez les patients traités par le Natalizumab. Nous avons déterminé les profils phénotypiques et 

cytokiniques des LT CD4 exprimant l’intégrine b7 chez les patients en phase RRMS traités ou 

non par le Natalizumab ainsi que chez les donneurs sains. Nous montrons une plus forte 

proportion de Th1/Th17 parmi les LT CD4 exprimant l’intégrine b7 chez les patients traités par 

le Natalizumab par rapport aux patients RRMS ne recevant pas de Natalizumab et aux donneurs 

sains. Nous montrons également, chez ces patients traités par Natalizumab, une augmentation 

de la proportion de LT CD4 co-exprimant les cytokines inflammatoires IL-17A et GM-CSF, 
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ainsi que IL-17A et IFNg parmi les LT CD4 exprimant l’intégrine b7. Nous n'avons pas observé 

ces modifications parmi les LT CD4 non intestinaux chez les patients RRMS sous Natalizumab.  

  

Les résultats obtenues au cours de notre étude suggèrent donc que les LT CD4 

intestinaux présents dans la circulation sanguine sous Natalizumab ont un profil pathogénique. 

Ainsi ils pourraient être impliqués dans le rebond de la maladie observé chez 20% des patients 

à l'arrêt du Natalizumab.  
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The Th1/Th17 profile induced upon Natalizumab in 

multiple sclerosis is limited to integrin b7+ cells 

Mélanie Nguyen Ky1,†, Adrien Duran1,†, Agnès Bru1, Anaelle Stum1, Mathilde Deloire2, 

Bruno Brochet2, Aurélie Ruet2, Nathalie Schmitt1 

†These authors contributed equally to this work.  

 

Abstract  

Natalizumab is a monoclonal humanized antibody targeting integrin a4. Natalizumab 

efficiently decreases the transmigration of inflammatory CD4 T cells across the blood-brain 

barrier in relapsing-remitting multiple sclerosis by preventing the binding of integrin a4b1 

expressed by lymphocytes to its ligand VCAM-1 expressed on brain vascular endothelial cells. 

While natalizumab treatment reduces the clinical relapse rate, its discontinuation following 

reactivation of the John Cunningham polyomavirus has been associated to a rebound of the 

disease in 20% of patients. The mechanisms of this rebound are not elucidated but natalizumab 

treatment has been shown to increase the frequencies of circulating CD4 T cells expressing 

proinflammatory cytokines as well as the proportion of circulating Th1/Th17 cells (Th1-like 

Th17 cells). Whether these modifications are restricted to CD4 T cells expressing integrin a4b1 

at high levels is not known. Indeed, beside integrin b1, integrin a4 also associates in 

heterodimer with integrin b7 to form the gut-homing receptor integrin a4b7. While integrin 

b7+ memory CD4 T cells express integrin b1 at low levels, studies in mouse models of 

autoimmune diseases including multiple sclerosis have shown that intestinal lymphocytes can 

migrate to the target organs of autoimmune diseases where they participate to the pathogenesis. 

Accordingly, lymphocytes expressing gut-homing receptors are detected in large proportions 

in the CSF and CNS of multiple sclerosis patients.  

In this study, we investigated whether the phenotypes and cytokine expression profiles of blood 

integrin b7+ memory CD4 T cells differ in healthy donors and patients treated or not with 

natalizumab.  

We found that the proportions of proinflammatory Th1/Th17 cells as well as of IL-17A+IFNg+ 

and IL-17A+GM-CSF+ cells were higher in memory CD4 T cells expressing integrin b7 in 
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patients receiving natalizumab. In contrast, no changes in the phenotype or cytokine expression 

profile could be detected in integrin b7-negative memory CD4 T cells. We further showed that 

integrin b7+ Th1/Th17 memory CD4 T migrated as efficiently as integrin b7- Th1/ Th17 across 

a monolayer of brain microvascular endothelial cells.  

Our study therefore shows that circulating integrin b7 positive memory CD4 T cells of multiple 

sclerosis patients under natalizumab are specifically enriched in proinflammatory cells 

supporting the hypothesis that integrin b7 positive memory CD4 T cells could play a pathogenic 

role in the disease rebound observed at natalizumab discontinuation in 20% of relapsing-

remitting multiple sclerosis patients. 
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Introduction 

Multiple Sclerosis is a chronic, inflammatory and neurodegenerative disease which results from 

the autoimmune destruction of myelin and associated collateral tissue damages within the  

CNS.1 Studies in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) animal models as well as 

studies on multiple sclerosis patient samples have established CD4 T cells as a central immune 

component in the pathogenesis.2 Among CD4 T cell subsets, Th17, Th1 and more recently 

Th1/Th17 (also known as Th1-like Th173) cells have been shown to be pathogenic in EAE and 

multiple sclerosis. These subsets, especially Th1/Th17 cells infiltrate the CNS of multiple 

sclerosis patients2,4 and are thought to be one of the main drivers of the CNS inflammation and 

lesion formation particularly during the inflammatory relapsing-remitting phase (RRMS) of the 

disease.  

Natalizumab (NTZ) is a monoclonal humanized antibody directed against the a4 subunit of the 

integrin a4b1 (VLA-4) preventing the binding of integrin a4b1 expressed by lymphocytes to 

its ligand VCAM-1 expressed on the brain vascular endothelium. Studies have shown that 

natalizumab treatment reduces the expression on lymphocytes of both subunits of VLA-45 but 

also the expression of integrin aL (CD11a),6 a subunit of LFA1 which binds to ICAM and 

together with VLA-4 mediates the transmigration of leucocytes through the blood-brain barrier. 

Natalizumab efficiently reduces the transmigration of inflammatory immune cells across the 

blood-brain barrier and reduces clinical relapse rate in RRMS. However, natalizumab treatment 

is associated to the risk of developing progressive multifocal leukoencephalopathy due to the 

reactivation in the CNS of the John Cunningham polyomavirus,7 and the treatment is therefore 

frequently interrupted. Natalizumab discontinuation has been associated to a rebound of the 

disease which is defined as a higher relapse rate after cessation of natalizumab than before 

natalizumab, in 20% of RRMS patients.8,9 The mechanisms involved in this rebound of the 

disease following natalizumab discontinuation are not known but natalizumab treatment has 

been shown to increase the frequencies of CD4 T cells expressing proinflammatory cytokines 

as well as the proportion of Th1/Th17 cells in the blood of RRMS patients.3,10 However, 

whether these alterations are specifically restricted to memory CD4 T cells expressing high 

levels of integrin a4b1 is not known.  

Beside integrin b1, integrin a4 also associates in heterodimer with integrin b7 to form the gut-

homing receptor integrin a4b7 and accordingly natalizumab has been shown to be efficient in 

treating Crohn's disease patients11. Integrin a4b7 as well as CCR9, another gut-homing 
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receptor, are induced on T cells following activation in gut inductive sites by CD103+ dendritic 

cells in a retinoic acid-dependent manner. Integrin a4b7 and CCR9 mediate the homing of 

memory and effector T cells to the gut associated lymphoid tissue where their ligand 

MAdCAM-1 and CCL25 are highly expressed.12,13 While integrin b7+ memory CD4 T cells 

have been described as expressing integrin b1 at low levels,14,15 recent studies have underscored 

a key role of gut-derived lymphocytes in the pathogenesis of MS. Indeed, studies in mouse 

models of autoimmune diseases including multiple sclerosis have shown that the composition 

of the gut microbiota alters the properties of intestinal lymphocytes and that intestinal 

lymphocytes including CD4 T cells can migrate to the target organs of autoimmune disease and 

participate to their pathogenesis.16-19 Accordingly, CD4 T cells expressing integrin b7 and/or 

CCR9 are detected in the CSF of multiple sclerosis patients and patients with non-inflammatory 

neurological diseases20,21 while the gene encoding integrin b7 is found expressed on the 

majority of IgA+ B cells in the brain of multiple sclerosis patients.22 

In the current study, we investigated whether the properties of circulating integrin b7+ memory 

CD4 T cells are altered in RRMS patients receiving natalizumab. To this end, we analyzed the 

phenotype and cytokine expression profile of integrin b7-expressing memory CD4 T cells in 

healthy donors and RRMS patients treated or not with natalizumab. We found that integrin b7 

positive memory CD4 T cells contain increased proportions of Th1/Th17 as well as IL-

17A/IFNg and IL-17A/GM-CSF co-expressing cells in natalizumab treated patients compared 

to non-natalizumab-treated RRMS patients and healthy donors. Importantly, this increased 

proinflammatory profile of circulating memory CD4 T cells was not observed in integrin b7 

negative cells indicating that integrin b7 positive intestinal memory CD4 T cells might play an 

important role in the pathogenesis of multiple sclerosis relapses notably at the withdrawal of 

natalizumab treatment.  

 

Materials and methods 

Patient and healthy donor samples 

Blood samples from RRMS patients in remission were obtained from the Neurology department 

of Bordeaux hospital. The study was approved by the institutional review board of the local 

ethical committee (Comité de Protection des Personnes Sud-Ouest et Outre Mer III) and 
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informed consent was obtained from all the participants or their legal guardian according to the 

declaration of Helsinki. The clinical and demographic characteristics of the patients are 

indicated in Table 1. Clinical disease activity was assessed using the 

Expanded Disability Status Scale (EDSS). Blood from healthy donors (tubes or buffy coats) 

was obtained from the établissement français du sang. Peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) were isolated by density gradient centrifugation (Ficoll-Paque, Cytivia), then used 

directly for experiments or frozen and stored in liquid nitrogen for subsequent use. 

Phenotyping of PBMCs by flow cytometry 

Freshly isolated PBMCs from multiple sclerosis patients and healthy controls were incubated 

with the appropriate antibodies and Zombie Aqua fixable viability marker (Biolegend) for 15 

min at room temperature in phosphate-buffer saline. Antibodies directed against CD4 (OKT4), 

int.b7 (FIB504), int.b1 (TS2/16), int.a4 (9F10), CXCR5 (J252D4), CXCR3 (G025H7), CCR6 

(G034E3), ICOS (C398.4A), PD-1 (EH12 2H7) were from Biolegend. CD3 (UCHT1), CXCR5 

(RF8B2) and CD20 (2H7) mAbs were from BD Biosciences and anti-CD45RA (2H4) from 

Beckman-Coulter. In some experiments PBMCs were pre-incubated with int.b1 (P5D2) or 

int.b7 (FIB504) unlabeled antibodies (both from Biolegend) for 1 hour at 37 degrees prior to 

surface staining with fluorochrome-labelled antibodies. Cells were acquired on a BD LSRII 

Fortessa (BD Biosciences). Expression of each molecule was analyzed with FlowJo software 

(Treestar).  

Intracellular cytokine staining  

Frozen/thawed PBMCs from multiple sclerosis patients and healthy donors were stimulated 

with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 25ng/ml) and ionomycin (1µg/ml) for 5 hours in 

RPMI medium supplemented with 10% FCS, L-glutamine, penicillin-streptomycin, 1mM 

sodium pyruvate, nonessential amino acids, 25mM HEPES (all from Life Technologies) and 

50μM 2-mercaptoethanol (Sigma), in the presence of GolgiStop (BD Biosciences) and 

Brefeldin (eBioscience) for the last 3.5 hours. After stimulation, PBMCs were surface stained 

with antibodies directed against CD3 (UCHT1), CD8 (SFCI21Thy2D3, Beckman Coulter) and 

int.b7 (FIB504, BD Biosciences) in the presence of Zombie Aqua fixable viability marker. 

Cells were then fixed and permeabilized and incubated with IFNg (4SB3), TNFa (Mab11), IL-

22 (2G12A41), IL-17A (BL168), IL-10 (JES3-9D7), GM-CSF (BVD2-21C11) and CD45RA 
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(HI100) mAbs from Biolegend and MIP-1b (D21-1351), IL-13 (JES10-5A2), IL-17F (O33-

782) mAbs from BD Biosciences. Cells were acquired on a LSRII Fortessa and data analyzed 

using FlowJo software. 

Transmigration assay 

Blood-brain barrier hCMEC/D3 cell line23 was obtained from Cedarlane. This human cerebral 

microvascular endothelial cell line is derived from sequential limiting dilution cloning of 

endothelial cells from normal human brain microvascular endothelial cells transduced with 

lentiviral vectors carrying the SV40 T antigen and human telomerase reverse transcriptase. 

hCMEC/D3 were cultured at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2 in Endothelial 

Basal Medium (EBM-2, Lonza) supplemented with 5% FCS, ascorbic acid (5µg/ml, Sigma), 

1% chemically defined lipid concentrate (Life Technologies), human basic fibroblast growth 

factor (1ng/ml, Sigma), hydrocortisone (1.4µM, Sigma), HEPES (10mM), penicillin and 

streptomycin (100U/ml each) in culture flasks coated with Cultrex® Rat Collagen I at 150µg/ml 

(R&D systems). Preliminary phenotyping of the hCMEC/D3 confirmed that they express 

ICAM-1 constitutively and V-CAM following stimulation with TNFa (100U/ml, Peprotech). 

For transmigration assay, hCMEC/D3 were seeded at 4.5x104 cells/cm2 on 12 well plate 

transwell insert, pore size 3µm (Falcon) coated with Cultrex® Rat Collagen I (150µg/ml). 

hCMEC/D3 were then cultured for 7 days with renewal of the culture medium every 2 days 

and, at day 6 of culture, TNFa was added to hCMEC/D3 during 24 hours to induce the 

upregulation of the expression of adhesion molecules.  

PBMCs from healthy donor buffy coats were enriched in memory CD4 T cells using memory 

CD4+ T cell isolation kit (Miltenyi Biotec). The cells were then labelled with antibodies 

directed against CD4 (RPA-T4), CD45RA (HI100), CD56 (HCD56, Biolegend), CD8 (RPA-

T8, Biolegend), CXCR3 (G025H7) and CCR6 (G034E3). CXCR3+CCR6-, CXCR3-CCR6-, 

CXCR3-CCR6+ and CXCR3+CCR6+ cells were purified among CD4+CD56-CD8-CD45RA- 

lymphocytes by sorting with a FACSAria (BD Biosciences). Cell purity was >98%. Isolated 

CD4 T cell subsets were labeled with CellTraceTM Violet (Life Technologies) and each subset 

was mixed back separately with autologous unlabeled PBMCs (ratio 1:4). The PBMCs 

(containing the labeled subsets) were then stimulated with dynabeads coated with CD3 and 

CD28 mAbs (Dynal). After overnight incubation, the dynabeads were removed and 1x106 

PBMCs resuspended in 500µl of RPMI supplemented with 5% FCS, L-glutamine (2mM), 

ascorbic acid (5µg/ml), 1% chemically defined lipid concentrate, human basic fibroblast growth 
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factor (1ng/ml), hepes (10mM), penicillin and streptomycin (100U/ml each) were added to the 

insert containing the hCMEC/D3 previously washed. Cells were then allowed to migrate for 8 

hours at 37°C and the cells and medium from top and bottom chambers were separately 

carefully harvested with both chambers being rinsed with phosphate-buffer saline containing 

EDTA (0.1M). Cells were then labelled with mAbs specific for CD4, CD45RA, int.b7, int.b1 

and CXCR5 as well as Zombie Aqua viability dye. Countbright Absolute Counting Beads (Life 

technologies) were added to each fraction to determine their absolute cell numbers. The 

percentages of migrating cells for each int.b7- and int.b7+ Th subset were determined by 

calculating the number of int.b7- int.b1+ or int.b7+ int.b1low in CXCR5- CellTraceTM Violet 

positive cells contained in the top and bottom chambers and establishing the ratio between the 

number of cells contained in the bottom chamber on their total number (top and bottom 

chambers).  

Statistical analysis 

The significance of the difference between groups in the experiments was evaluated by 

Unpaired Student t test, Paired Student t test or one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple 

comparison test. A value of p < 0.05 was considered significant. *<0.5, **<0.1, ***<0.001, 

****<0.0001. 

Data availability  

The data that support the findings of this study are available from the corresponding author, 

upon reasonable request. 

 

Results 

Integrin b7+ memory CD4 T cells display a higher pro-

inflammatory profile compared to integrin b7- memory CD4 T cells 

at steady state 

Natalizumab treatment targets integrin a4 which can associate to integrin b1 or integrin b7 on 

circulating lymphocytes. We observed that the majority (62.3 ± 8.1% , median ± SD) of blood 
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memory CD4 T cells from healthy donors expressed integrin a4 with integrin b7 being 

expressed by 30.2 ± 6.4% (median ± SD) of integrin a4+ memory CD4 T cells (Fig.1A and B). 

Next, we evaluated the expression of integrin b1on integrin a4+ memory CD4 T cells 

expressing or not integrin b7. In agreement with previous studies,14,15,24 we noted that the 

intensity of integrin b1 expression differed between integrin b7- and integrin b7+ memory CD4 

T cell subsets with integrin b7+ cells expressing integrin b1 at low levels compared to integrin 

b7- cells which expressed integrin b1 at high levels (Fig.1C and D). Integrin a4-expressing 

memory CD4 T cells could thus be subdivided into int.b7- int.b1+ and int.b7+ int.b1low memory 

CD4 T cells in healthy donors.  

We next asked whether the repartition in Th1, Th2, Th17 and Th1/Th17 (also known as Th1-

like Th173) subsets as well as the cytokine expression profile differs between integrin b7- and 

integrin b7+ memory CD4 T cells in healthy individuals. The differential expression of the 

chemokine receptors CXCR3 and CCR6 allowed the identification of Th1 (CXCR3+CCR6-), 

Th2 (CXCR3-CCR6-), Th17 (CXCR3-CCR6+) and Th1/Th17 (CXCR3+CCR6+) subsets in 

CXCR5- CD45RA- CD4 T cells expressing or not integrin b7 (Fig.1E). We determined that 

int.b7+ memory CD4 T cells contained a higher percentage of Th1/Th17 cells and a lower 

percentage of Th17 cells compared to int.b7- memory CD4 T cells (Fig.1F). Concerning the 

cytokine expression profile of int.b7+ memory CD4 T cells, a higher proportion of these cells 

express the proinflammatory cytokines IFNg, MIP-1b, TNFa and IL-22 compared to int.b7- 

memory CD4 T cells in healthy donors (Fig.1G). In contrast, int.b7+ memory CD4 T cells were 

less potent at expressing IL-10 and IL-13 compared to int.b7- memory CD4 T cells. Concerning 

the other cytokines studied (Supplementary Fig.1), IL-9 was expressed by a higher proportion 

of int.b7+ cells while IL-21 expression was lower in int.b7+ cells compared to int.b7- cells. 

Altogether these results indicated that int.b7+ memory CD4 T cells display a higher 

inflammatory profile compared to int.b7- memory CD4 T cells in the steady state.  

Natalizumab treatment decreases the expression of brain-homing 

molecules at the surface of int.b7+ memory CD4 T cells  

Having defined the properties of int.b7+ and int.b7- memory CD4 T cells in healthy donors, 

we next examined the impact of natalizumab treatment on integrin b7+ memory CD4 T cells in 

RRMS patients. To this end, we compared the properties of integrin b7- and integrin b7+ 
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memory CD4 T cells from healthy donors, RRMS patients either untreated or receiving disease-

modifying therapies excluding natalizumab (RRMS NTZ-) and RRMS patients under 

natalizumab (RRMS NTZ+) (Table 1). Since natalizumab induces the retention of lymphocytes 

in periphery, we first asked whether the absolute count of circulating int.b7+ memory CD4 T 

cells was altered in natalizumab-treated RRMS patients. We observed that the absolute blood 

counts of total CD4 T cells, memory CD4 T cells as well as those of int.b7- but also int.b7+ 

memory CD4 T cells were increased in RRMS NTZ+ patients compared to RRMS NTZ- 

patients (median fold change of 1.30 and 1.41 for int.b7- and int.b7+ memory CD4 T cells 

respectively) and healthy donors (median fold change of 2.17 and 1.93 for int.b7- and int.b7+ 

memory CD4 T cells respectively) (Fig.2A). As expected, the level of expression of integrin 

a4 was decreased on RRMS NTZ+ compared to RRMS NTZ- patients and heathy donors 

(Fig.2B). This decrease of expression of integrin a4 was accompanied by a decrease of the 

intensity of int.b7 expression on int.b7+ memory CD4 T cells (Fig.2B). Importantly, despite 

this decrease in the intensity of integrin b7 expression under NTZ, integrin b7-expressing and 

non-expressing memory CD4 T cells still clearly segregated by flow cytometry in RRMS NTZ+ 

patients in regard to the expression of integrin b7 and accordingly the percentages of int.b7+ 

memory CD4 T cells did not differ between RRMS patients treated or not with NTZ (Fig.2C). 

This conserved bimodal expression of integrin b7 in RRMS NTZ+ patients allowed us to 

compare the impact of natalizumab treatment on int.b7+ and int.b7- memory CD4 T cells.  

We first asked how the expression of the brain homing molecules was altered under NTZ on 

int.b7- and int.b7+ memory CD4 T cells. We studied the expression of integrin a4 and integrin 

b1 (forming in heterodimer VLA-4 which interact with VCAM-1) as well as the expression of 

integrin b2 (forming, in heterodimer with integrin aL, the integrin aLb2 also known as LFA-

1 which interacts with ICAM) (Fig.3A and B). As expected the expression of integrin a4 was 

strongly reduced by natalizumab treatment in both int.b7- and int.b7+ compartments. 

Natalizumab treatment induced the downregulation of integrin b1 on int.b7- but also on int.b7+ 

memory CD4 T cells. Concerning, integrin b2, although not expressed in heterodimer with 

integrin a4, we observed that its expression was reduced by natalizumab in int.b7 and int.b7+ 

compartment with a more drastic reduction on int.b7+ memory CD4 T cells compared to int.b7- 

CD4 T cells (p<0.001, one-way ANOVA) (Fig.3B).  
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These data indicate that int.b7+ memory CD4 T cells from natalizumab-treated patients present 

a reduced expression of the molecules involved in the transmigration of lymphocytes across the 

blood-brain barrier including of the subunit of LFA-1, the integrin b2. 

Integrin b7+ memory CD4 T cells from RRMS patients treated 

with natalizumab contain an increased proportion of Th1/Th17 

cells 

Since natalizumab treatment has been shown to increase the proportion of circulating Th1/Th17 

cells in RRMS patients,3 we asked what was the impact of natalizumab treatment on the 

inflammatory properties of int.b7+ versus int.b7- memory CD4 T cells. We proceeded as 

previously to compare the proportion of Th1, Th2, Th17 and Th1/Th17 in intb7- and int.b7+ 

memory CD4 T cells across healthy donors, RRMS NTZ- and NTZ+ patients. Concerning the 

Th1, Th2, Th17 and Th1/Th17 subsets contained in the integrin b7- compartment, we only 

observed a limited increase of the proportion of Th1/Th17 cells in RRMS NTZ+ patients (36.8 

± 5.9%, median ± SD) compared to healthy donors (30.2 ± 7.1%, median ± SD) but not to 

RRMS NTZ- patients (31.0 ± 7.3%, median ± SD) (Fig.5A). This increase of the proportion of 

Th1/Th17 was also observed in the intb7+ compartment but in a more pronounced manner than 

in the intb7- compartment and both compared to healthy donors and RRMS NTZ- patients. 

Indeed 50.8 ± 10.2% (median ± SD) of int.b7+ memory CD4 T cells from RRMS NTZ+ 

patients display a Th1/Th17 phenotype against 35.5 ± 6.9% (median ± SD) in RRMS NTZ- 

patients and 40.1 ± 9.4% (median ± SD) in healthy donors. This increase of int.b7+ Th1/Th17 

percentages in RRMS NTZ+ patients was associated to a decrease of the proportion of int.b7+ 

Th1 and Th2 cells in RRMS NTZ+ compared RRMS NTZ- and healthy donors. The proportion 

of Th17 cells expressing int.b7 was higher in RRMS NTZ+ as well as in RRMS NTZ- patients 

compared to healthy donors but did not differ between the two groups of patients. As RRMS 

patients treated with natalizumab have an history of more severe disease (Table 1 and 

Supplementary Fig.2), we then asked whether the shift toward Th1/Th17 observed in the 

integrin b7+ compartment could be related to a higher past activity of the disease rather than to 

natalizumab treatment by itself. However, as shown in Supplementary Fig.3, we did not observe 

any significant correlation between the percentages of int.b7+ Th1/Th17 memory CD4 T cells 

and the clinical score of the disease (EDSS), the duration of the disease or the number of past 

relapses in RRMS patients.  
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We next assessed the impact of natalizumab treatment on the expression of CD226, PD-1 and 

ICOS on int.b7- and int.b7+ memory CD4 T cells in RRMS patients. CD226 has been shown 

to promote the differentiation and proliferation of proinflammatory CD4 T cell subsets as well 

as their secretion of IFNg and IL-17.25 In addition, genome-wide association studies have 

defined CD226 allelic variants as a risk factor for multiple sclerosis26 and blocking CD226 in 

EAE reduced the disease onset.27 Here, we observed that the percentage of CD226-expressing 

cells was specifically increased in int.b7+ memory CD4 T cells in RRMS NTZ+ patients 

compared to RRMS NTZ- patients and healthy donors (Fig.4B). Concerning PD-1 and ICOS, 

human and mouse studies support a key role of these molecules in the pathogenesis of multiple 

sclerosis and EAE. PD-1 polymorphism has been associated with disease progression in 

multiple sclerosis.28,29 Furthermore, the levels of PD-1 expression have been shown to be 

reduced on CD4 T cells in acute multiple sclerosis30,31 and accordingly mice deficient for PD-

1 develop more severe EAE.32 While ICOS is known to promote the expansion of Th1/Th17 in 

humans,33 mice deficient for ICOS present an enhance susceptibility to EAE34 suggesting a 

different role of ICOS during the disease. Our study of the level of expression of these two 

molecules in int.b7- and int.b7+ compartments showed that both PD-1 and ICOS were 

expressed by a reduced fraction of int.b7+ memory CD4 T cells in RRMS NTZ+ patients 

compared to healthy donors and RRMS NTZ- patients while the expression of these molecules 

in the int.b7- cells was not altered (Fig.4B).  

Altogether, these results suggest that integrin b7-expressing memory CD4 T cells present in the 

circulation of RRMS patients under natalizumab possess an increased inflammatory and 

pathogenic phenotype.  

Natalizumab treatment induces an increased co-expression of 

Th1/Th17 cytokines by integrin b7+ memory CD4 T cells 

Natalizumab treatment has been shown to increase the expression of IFNg and IL-17A in CD4 

T cells10 as well as the expression of IFNg and GM-CSF by Th1/Th17 cells3 in RRMS patients. 

Since we observed an increase of the proportion of Th1/Th17 cells in int.b7+ memory CD4 T 

cells from RRMS NTZ+ patients, we next assessed whether this was associated to an increased 

capacity of these cells to express pro-inflammatory cytokines notably those associated to the 

Th1/Th17 phenotype and multiple sclerosis pathogenicity (Fig.5A and supplementary Fig.4). 

Concerning int.b7- memory CD4 T cells, we did not observed differences in the expression of 
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GM-CSF, IL-17A and F, IL-22, IFNg or IL-10 between RRMS NTZ+ and RRMS NTZ- 

patients or healthy donors (Fig.5A, top row). In contrast, higher proportions of int.b7+ memory 

CD4 T cells from RRMS NTZ+ patients expressed the proinflammatory cytokines GM-CSF, 

IL-17A, IL-17F and IL-22 compared to RRMS NTZ- patients and healthy donors (Fig.5A, 

bottom row). Concerning IFNg its expression by int.b7+ memory CD4 T cells in RRMS NTZ+ 

patients was lower than in healthy donors but did not differ from its expression in RRMS NTZ- 

patients. The regulatory cytokine IL-10 was expressed by a lower proportion of int.b7+ memory 

CD4 T cells in RRMS NTZ+ patients than in RRMS NTZ- patients but did not differ from the 

expression found un healthy donors (Fig.5A, bottom row).  

Since Th1/Th17 cells are defined by their co-expression of both Th1 and Th17-related factors, 

we next asked whether the co-expression of Th1 and Th17-related cytokines by int.b7+ memory 

CD4 T cells was altered under natalizumab. Despite the reduced expression of IFNg observed 

in int.b7+ cells from RRMS NTZ+ patients, we found that the proportion of IFNg+IL-17A+ 

memory CD4 T cells was significantly higher in RRMS NTZ+ patients compared to healthy 

donors and RRMS NTZ- patients (Fig.5B and C). Similarly, the proportion of IL-17A+GM-

CSF+ cells contained in int.b7+ memory CD4 T cells was more important in RRMS NTZ+ 

patients (Fig.5B and C). Correlation analysis showed that clinical parameters only weakly 

accounted for the variation in the percentages of IFNg+IL-17+ and GM-CSF+IL-17+ memory 

CD4 T cells contained in the integrin b7+ compartment (r2 values < 0.3) (Supplementary Fig.5A 

and B).  In addition, we observed that at equivalent clinical parameters (EDSS or disease 

duration), RRMS NTZ+ patients presented a higher percentage of IFNg+IL-17+ and GM-

CSF+IL-17+ cells in their integrin b7+ memory CD4 T cells compared to RRMS NTZ- patients 

(Supplementary Fig.5C and D).  

These data show that natalizumab-treated patients present an augmentation in the proportion of 

circulating pro-inflammatory Th1/Th17 cells largely restricted to the integrin b7+ memory CD4 

T cells compartment. Correlation to clinical parameters furthermore supported a direct link 

between the increase of Th1/Th17 cells secreting pro-inflammatory cytokines in the integrin 

b7+ compartment and natalizumab treatment.  

Th1/Th17 CD4 T cells expressing integrin b7+ display a high 

capacity to transmigrate through an in vitro model of blood-brain 

barrier 
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CD4 T cells co-expressing IFNg and IL-17 have been identified in the CNS of multiple sclerosis 

patients and have been shown to have an advantage to cross the blood-brain barrier and access 

the CNS both in vitro and in vivo in EAE model.4 Since the proportion of Th1/Th17 in integrin 

b7+ memory CD4 T cells in RRMS patients is increased under natalizumab, we aimed at 

determining the capacity of this cell subset to transmigrate through the human blood-brain 

barrier. To this end, we used a previously described23 artificial in vitro model of blood-brain 

barrier based on a monolayer of hCMEC/D3, a human endothelial cell line derived from brain 

microvascular endothelial cells, grown on culture insert. Since the expression of the chemokine 

receptors CXCR3 et CCR6 is altered upon cell activation, we first sorted CXCR3+CCR6-, 

CXCR3-CCR6-, CXCR3-CCR6+ and CXCR3+CCR6+ memory CD4 T cells from healthy 

donor PBMCs and labelled them with CellTraceTM Violet. The labeled subsets together with 

autologous PBMCs were then stimulated overnight for optimal activation of the integrins35 and 

the migratory capacity of the different subsets was assessed. We determined that int.b7+ 

Th1/Th17 cells transmigrated more efficiently than int.b7+ Th1, Th2 and Th17 subsets and 

int.b7- Th2 and Th17 cells and as efficiently as int.b7- Th1/Th17 and Th1 cells through the 

hCMEC/D3 layer (Fig.6). In contrast, int.b7+ Th1 and Th2 subsets displayed a lower capacity 

to transmigrate compare to their int.b7- counterparts (p<0.001 and p<0.01 respectively, Mann-

Whitney test). These data suggest that int.b7+ Th1/Th17 cells possess a similar capacity as 

int.b7- Th1/Th17 cells to transmigrate across the blood-brain barrier and could therefore play 

an important pathogenic role in multiple sclerosis.  

 

Discussion 

In this study, we demonstrated that the increased proportion of circulating proinflammatory 

Th1/Th17 cells as well as IL-17+IFNg+ and IL-17+GM-CSF+ memory CD4 T cells previously 

described in RRMS patients under natalizumab is mainly coming from an alteration of the 

properties of circulating integrin b7 positive memory CD4 T cells.  

Studies on the involvement of integrin a4b7 in the migration of int.b7+ memory CD4 T cells 

into the CNS in EAE have produced inconsistent results probably due to differences in the 

models and experimental procedures used.36-39 Similarly, whether integrin a4b7 can switch its 

ligand specificity from MAdCAM-1 to VCAM-1 in vivo under inflammatory conditions, as 

described in vitro,40 remains to be determined. Nonetheless, integrin b7+ lymphocytes are 
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observed in significant proportion in human CSF including in multiple sclerosis patients.21,22 

Here, we determined that, in absence of natalizumab treatment, int.b7+ memory CD4 T cells 

express int.b1 at low levels compared to int.b7- memory CD4 T cells.  While these levels are 

inferior to those expressed by int.b7- memory CD4 T cells under natalizumab, further studies 

are required to determine whether they permit or facilitate the transmigration of memory CD4 

T cells across the blood-brain barrier in the presence of physiological levels on integrin a4. 

Beside their low expression of integrin b1, we showed that integrin b7+ memory CD4 T cells 

express integrin b2 at levels similar to those present on int.b7- memory CD4 T cells. In EAE, 

studies in mice deficient for integrin a4 or treated with an anti-integrin a4 antibody showed 

that integrin a4 is critical for the trafficking of Th1 but not Th17 into the CNS. In contrast, the 

entry of Th17 cells inside the CNS in EAE mice is abolished by blockade of LFA-1 (integrin 

aLb2)41,42 indicating that Th17 cells can migrate into the CNS in an integrin a4b1-independant 

LFA-1-dependant manner. However, whether integrin aLb2 and/or integrin a4b1 and/or 

alternate mechanisms40,43 are involved in the migration of integrin b7+ CD4 T cells into the 

CNS remains to be determined.  

Under natalizumab, the downregulation of the expression of integrin b2 we observed in our 

study on int.b7- memory CD4 T cells as well as the previously described downregulation of the 

expression of integrin aL on CD4 T cells6 suggest that the downregulation of both integrin 

a4b1 and integrin aLb2 account for the reduced migration of int.b7- memory CD4 T cells into 

the CNS under natalizumab. Our results show that, under natalizumab, int.b7+ memory CD4 T 

cells downregulate their expression of integrin b2 in a more pronounced manner than integrin 

b7- memory CD4 T cells (p<0.001). This downregulation of integrin aLb2 might therefore be 

of particular relevance to limit the capacity of integrin b7+ memory CD4 T cells to migrate into 

the CNS under natalizumab.  

Concerning the properties of int.b7+ memory CD4 T cells in healthy donors, we found that the 

proportions of Th1/Th17 cells and memory CD4 T cells expressing the pro-inflammatory 

cytokines IFNg, MIP-1b, TNFa and IL-22 were higher in the integrin b7+ compartment than 

in the int.b7- compartment. In contrast, a lower proportion of int.b7+ memory CD4 T cells 

expressed the regulatory cytokine IL-10. This cytokine expression profile is consistent with the 

highly inflammatory profile of the gut environment resulting from the continuous exposure of 

gut-immune cells to microbiota component.  



 116 
 

Studies on human PBMCs from healthy donors and multiple sclerosis patients using in vitro 

transmigration assay have demonstrated that among CD4 T cells subsets, Th1/Th17 have the 

highest ability to cross the blood-brain barrier in vitro.4,44 Our results of in vitro transmigration 

assay showed that while integrin b7+ Th1 and Th2 cells migrated less efficiently than their 

integrin b7- counterparts across a monolayer of brain microvascular endothelial cells, integrin 

b7+ Th1/Th17 memory CD4 T cells migrated as efficiently as integrin b7- Th1/Th17. Kebir et 

al.4 showed that Th1/Th17 cells co-expressing IFNg and IL-17 but also RORgt and T-bet are 

present in the CNS of multiple sclerosis patients while in EAE, IL-17+IFNg+ CD4 T cells are 

preferentially recruited in the CNS. Single-cell suspension analysis of CSF, brain tissues and 

blood from multiple sclerosis patients furthermore confirmed that Th1/Th17 cells are abundant 

in the CNS and CSF in multiple sclerosis patients.3 Confirming the importance of Th1/Th17 

cells in multiple sclerosis pathogenesis, circulating CCR6+ myelin-reactive CD4 T cells from 

multiple sclerosis patients show an enhanced production of GM-CSF, IL-17A and IFNg 

compared to healthy controls45 and GM-CSF deficient mice have been shown to be resistant to 

the induction of EAE46. 

While studies on blood samples from RRMS NTZ- patients have found that GM-CSF, IL-17 

and IL-22 were expressed by a higher proportion of circulating CD4 T cells in RRMS,47-49 we 

did not observe such modifications in our study neither on int.b7- nor on int.b7+ memory CD4 

T cells. This discrepancy is most likely due to the fact that the RRMS NTZ- patients enrolled 

in our study (Table 1) were mainly in remitting phase and either treated with 

immunomodulatory / immunosuppressive drugs or at an early stage of the disease.50   

Under natalizumab, previous studies have shown that memory CD4 T cells sequestered in 

periphery display increased proinflammatory properties such as an elevated expression of 

CCR6 (expressed by Th17 and Th1/Th17 cells) and an increased expression of IL-17, IFNg and 

TNFa upon CD3 stimulation.10 Longitudinal study further showed that the proportion of a 

subpopulation of Th1/Th17 cells (CXCR3+CCR6+CCR4- cells) as well as the proportion of 

Th1/Th17 cells co-expressing IFNg and GM-CSF are increased in the blood of RRMS patients 

following natalizumab therapy.3 In the present study, we found that natalizumab treatment 

induced an increase of the proportion of Th1/Th17 cells specifically in memory CD4 T cells 

expressing integrin b7. Int.b7+ memory CD4 T cells from natalizumab-treated RRMS patients 

further presented an increased expression of CD226 and a decreased expression of ICOS and 

PD-1 suggesting a higher pathogenic potential.27,32,34 In addition, we determined that the 

proinflammatory cytokines GM-CSF, IL-17A, IL-17F and IL-22 were expressed by a higher 
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proportion of integrin b7+ memory CD4 T cells in natalizumab-treated patients. Study of the 

cytokine expression profile of integrin b7+ memory CD4 T cells also confirmed that the 

proportion of functional Th1/Th17 cells was increased under natalizumab in this compartment 

as shown by the increased proportion of IFNg+IL-17A+ and GM-CSF+IL-17A+ int.b7+ 

memory CD4 T cells. Importantly these modifications of phenotype and cytokine expression 

profile were not observed in the integrin b7- compartment. Our results show that integrin b7 

positive memory CD4 T cells present in the circulation of multiple sclerosis patients under 

natalizumab display a pro-inflammatory phenotype and could therefore play a pathogenic role 

in the rebound of the disease observed in 20% of RRMS patients at natalizumab 

discontinuation.8,9  

Whether the alteration of the properties of circulating memory CD4 T cells described in 

untreated RRMS patients47-49 are mainly restricted to int.b7+ memory CD4 T cells as we 

observed under natalizumab and whether integrin b7+ memory CD4 T cells play an active role 

in multiple sclerosis pathogenesis remains to be determined. Nonetheless, studies in mouse 

models and on human samples support a role of gut CD4 T cells in the pathogenesis of multiple 

sclerosis with an impact of the composition of the gut microbiota on their properties. Indeed, 

studies in mice have shown that alterations in the composition of the gut microbiota largely 

modify the susceptibility to EAE51,52 with the composition of the gut microbiota altering the 

pathogenic properties of the lymphocytes localized in the gut but also in the CNS. In mouse 

models of autoimmune diseases such as autoimmune renal disease and autoimmune arthritis, 

gut-derived lymphocytes have been shown to migrate to target organs and participate to the 

disease pathogenesis.16,17 In EAE, IgA-producing plasmacells localized in the CNS were shown 

to partly originate from the gut and suppress neuroinflammation.18 In the opticospinal 

encephalomyelitis mouse model, Smad7 overexpression in intestinal CD4 T cells promote 

autoimmunity and favor the expansion and migration of intestinal CD4 T cells into the CNS 

with more than 40% of the CD4 T cells present in the spinal cord lesions originating from the 

intestine.19 In humans, using gut microbiota from monozygotic human twin pairs discordant for 

multiple sclerosis, Berer et al. have shown that the transfer in germ-free mice of gut microbiota 

from multiple sclerosis-affected twins induce a significantly higher incidence of spontaneous 

EAE compared to the microbiota of the healthy co-twins.53 Gut microbiota-specific IgA+ B 

cells were furthermore found to traffic to the CNS in active multiple sclerosis patients22 while 

memory CD4 T cells expressing the gut-homing receptors CCR9 were detected in the CSF of 

multiple sclerosis patients.20  
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In conclusion, while the pathogenicity of integrin b7+ CD4 T cells in multiple sclerosis is not 

defined in human, studies in mouse models and in humans support a role of these cells in the 

development of the disease. Our study, by evidencing a specific dysregulation of the integrin 

b7+ compartment in RRMS patients point out to a role of gut-derived CD4 T cells in multiple 

sclerosis pathogenesis notably at the interruption of natalizumab treatment.  
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Figure legends 

Figure 1: Integrin b7+ memory CD4 T cells display a higher pro-inflammatory profile 

compared to integrin b7- memory CD4 T cells.  

(A) Representative flow cytometry plots showing the expression of integrin a4 in memory CD4 

T cells and the expression of integrin b7 in int.a4+ memory CD4 T cells (gray filled histogram). 

The black thick line histogram represents the integrin b7 expression on cells pre-incubated with 

an unlabeled anti-integrin b7 antibody. (B) Representative flow cytometry plot showing the 

expression of integrin b1 and integrin b7 on int.a4+ memory CD4 T cells. (C) Overlay 

showing the expression of integrin b1 in int.a4+int.b7- and int.a4+int.b7+ memory CD4 T 

cells preincubated (black thick line) or not (gray filled) with an unlabeled anti-integrin b1 

antibody. The gray thin line histograms represent the FMO (Fluorescence Minus One) control 

for integrin b1 staining. (D) MFI of integrin b1 on int.a4+int.b7- and int.a4+int.b7+ memory 

CD4 T cells in healthy individuals (n=61). (E) Representative flow data of CXCR3 and CCR6 

expression on CXCR5- int.b7- and CXCR5- int.b7+ memory CD4 T cells. (F) Percentages of 

Th1 (CXCR3+CCR6-), Th2 (CXCR3-CCR6-), Th17 (CXCR3-CCR6+) and 

Th1/Th17(CXCR3+CCR6+) cells in int.b7- and int.b7+ CXCR5- memory CD4 T cells for 

healthy donors (n=61) (G) Percentages of int.b7- and int.b7+ memory CD4 T cells expressing 

IFNg, MIP-1b, TNFa, IL-22, IL-13 and IL-10 in healthy donors (n=28-36) after PMA and 

Ionomycin stimulation. Paired Student t test and one-way ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparison test.  

Figure 2: Natalizumab treatment induces the retention of integrin b7+ memory CD4 T 

cells in periphery.  

(A) Absolute numbers per µl of blood of CD4 T cells, memory CD4 T cells, int.b7- and int.b7+ 

memory CD4 T cells in healthy individuals (n=57) and RRMS patients not treated (NTZ-, n=32) 

or treated (NTZ+, n=34) with natalizumab. (B) Median of fluorescence intensity of integrin a4 

expression in memory CD4 T cells and of integrin b7�expression on int.b7+ memory CD4 T 

cells in healthy donors (n=61), RRMS NTZ- (n=19-24) and RRMS NTZ+ (n=29-32) patients. 
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(C) Overlay of the expression of int.b7 in memory CD4 T cells from a heathy donor (gray line), 

a RRMS NTZ- (blue line) and a RRMS NTZ+ (orange line) patient (left). Percentages of int.b7+ 

cells in memory CD4 T cells in healthy donors (n=61), RRMS NTZ- (n=24) and RRMS NTZ+ 

(n=32) patients (right). One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test.  

Figure 3: Natalizumab treatment decreases the expression of brain-homing molecules at 

the surface of integrin b7+ memory CD4 T cells.  

(A) Overlays of integrin a4, integrin b1 and integrin b2 expression on memory CD4 T cells of 

a healthy individual (gray line), a RRMS NTZ- (blue line) and a RRMS NTZ+ (orange line) 

patient. Light gray filled histograms represent cells unstained for the marker of interest (FMO 

control). (B) Median of fluorescence intensity of integrin a4, integrin b1 and integrin b2 

expressed by int.b7- (top row) and int.b7+ (bottom row) memory CD4 T cells in heathy donors 

(n=61), RRMS NTZ- (n=19) and RRMS NTZ+ (n=29) patients. One-way ANOVA followed 

by Tukey’s multiple comparison test.  

Figure 4: Integrin b7+ memory CD4 T cells from RRMS patients treated with 

natalizumab contain an increased proportion of Th1/Th17.  

(A) Percentages of Th1, Th2, Th17, Th1/Th17 in int.b7- (top row) and int.b7+ (bottom row) 

CXCR5- memory CD4 T cells in healthy donors (n=61), RRMS NTZ- (n=21) and RRMS 

NTZ+ (n=29) patients. (B) Percentages of CD226, PD-1 and ICOS expressing cells in int.b7- 

(top row) and int.b7+ (bottom row) memory CD4 T cells of healthy donors (n=61-62), RRMS 

NTZ- (n=24-33) and RRMS NTZ+ (n=32-38) patients. One-way ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparison test.  

Figure 5: Integrin b7+ memory CD4 T cells from RRMS patients under natalizumab 

display an increased capacity to express GM-CSF, IL-17A and IL-22. 

(A) Percentages of int.b7- (top row) and int.b7+ (bottom row) memory CD4 T cells expressing 

GM-CSF, IL-17A, IL-17F, IL-22, IFNg and IL-10 after PMA and Ionomycin stimulation in 

healthy volunteers (n=32-36), RRMS NTZ- (n=10-13) and RRMS NTZ+ (n=31-36) patients. 

(B) Representative flow cytometry plot of the expression of IFNg and IL-17A (top row) and of 

GM-CSF and IL-17A (bottom row) by int.b7+ memory CD4 T cells in a healthy donor, a 

RRMS NTZ- and a RRMS NTZ+ patient. (C) Percentages of IFNg+IL-17A+ and of GM-

CSF+IL-17A+ cells in int.b7+ memory CD4 T cells in healthy donors (n=32), RRMS NTZ- 

(n=10) and RRMS NTZ+ (n=31) patients. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple 
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comparison test.    

Figure 6: Th1/Th17 CD4 T cells expressing integrin b7+ display a high capacity to 

transmigrate through an in vitro model of blood-brain barrier.  

Percentages of migration of the indicated Th subsets expressing or not int.b7 across a 

monolayer of hCMEC/D3 pre-stimulated for 24 hours with TNFa. Data from 4 experiments 

each performed in triplicate with a different healthy donor are shown in scattered dot plot. 

Floating bar (min and max) with line at median are indicated. One-way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison test.  
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          Figure 5 
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       Figure 6 
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Table 1: clinical and demographic characteristics of the patients 
 

 

 

 

  

  Healthy 

donors 

RRMS NTZ- RRMS 

NTZ+ 

Number of donors 94 39 59 

M/F  53/41 9/30 19/40 

Age (median ± SD) 42 (±12) 37 (±13) 35 (±10) 

Disease duration (months: 

median ± SD) 

  49 (±133) 110 (±93) 

EDSS (median and range)   1.5 (0-6) 2 (0-5.5) 

Age at onset (median ± SD)   27 (±10) 26 (±8) 

Total number of relapses 

(median ± SD) 

  2 (±4.5) 5 (±5.0) 

Treatments   13 untreated; 

13 interferon 

beta-1;  

7 glatiramer 

acetate;  

6 teriflunomide 

59 

natalizumab 
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Supplementary figures 

 

 

Supplementary Figure 1: The cytokine expression profile of integrin b7- and 

integrin b7+ differs at steady state. 
Percentages of integrin b7- and integrin b7+ memory CD4 T cells expressing GM-CSF, IL-
17A, IL-17F, IL-2, IL-4 and IL-5 in healthy donors. Paired Student t test.  
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Supplementary Figure 2: RRMS patients under NTZ display a higher 

number of past relapses compared to untreated or under first-line therapies 

RRMS patients. 
EDSS, duration of the disease and total number of relapses of RRMS NTZ- and RRMS NTZ+ 
patients included in the study. Unpaired Student t test. 
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Supplementary Figure 3: The percentages of Th1/Th17 cells in the integrin 

b7+ memory CD4 T cell compartment does not correlate with clinical 

parameters.  
Correlations in RRMS patients between the percentages of CXCR3+CCR6+ (Th1/Th17) cells 
among int. b7+ memory CD4 T cells and the EDSS score, the duration of the disease and the 
number of past relapses. Each dot represents a sample from an individual subject (RRMS NTZ-
: blue symbols, RRMS NTZ+: orange symbols). Linear regression are indicated by black solid 
lines.  
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Supplementary Figure 4: The expression of Th2 cytokines is not altered in 

RRMS NTZ+ patients compared to RRMS NTZ- patients and healthy 

donors. 
Percentages of integrin b7- (top row) and integrin b7+ (bottom row) memory CD4 T cells 
expressing IL-4, IL-5, IL-13, TNFa and MIP-1b in healthy donors, RRMS NTZ- and RRMS 
NTZ+ patients. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test  
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Supplementary Figure 5: The percentages of IFNg+IL-17A+ and GM-

CSF+IL-17A+ cells in the integrin b7+ memory CD4 T is higher in RRMS 

NTZ+ patients than in clinically-matched RRMS NTZ- patients 

(A-B) Correlations between the percentages of IFNg+IL-17A+ (A) and GMCSF+IL-17A+ (B) 
cells contained in integrin b7+ memory CD4 T and clinical parameters: EDSS score, duration 
of the disease and number of past relapses. Each dot represents a sample from an individual 
subject (blue symbols for RRMS NTZ- patients, orange symbols for RRMS NTZ+ patients). 
Linear regression are indicated by black solid lines. (C-D) Comparison of the percentages of 
IFNg+IL-17A+ (C) and GMCSF+IL-17A+ (D) cells in integrin b7+ memory CD4 T cells in 
NTZ- (blue) and NTZ+ (orange) RRMS patients with similar EDSS values or range of disease 
duration. 
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Discussion  

 

L’objectif de ce travail était de déterminer le potentiel pathogénique des LB dérivés de 

l’intestin dans la SEP. Les LB intestinaux étant peu décrit dans la littérature, nous nous sommes 

tout d’abord intéressé aux propriétés des LB dérivés de l’intestin chez les individus sains avant 

de les comparer aux propriétés des LB intestinaux de patients SEP. Au vu des mécanismes 

pathogéniques des LB proposés dans la SEP, nous nous sommes intéressé à la capacité des LB 

dérivés de l'intestin à se différencier en plasmocytes et à sécréter des anticorps, mais également 

à leur fonction de cellule présentatrice d’antigène et leur profil cytokinique.  

Au cours de notre étude, nous avons constaté une plus forte proportion de LB 

CD27+IgD+ dans le compartiment intégrine b7+ que dans le compartiment intégrine b7-. Une 

étude chez des lapins a montré que les GALT sont nécessaires pour le développement des LB 

CD27+IgD+ de la zone marginale311. Chez l’homme, il est proposé que les LB MZ diversifient 

leur BCR dans les GALT au contact des bactéries du microbiote intestinal312. Il a été également 

montré qu’un des précurseurs des LB CD27+IgD+, les LB T2 IgMfort, expriment l’intégrine 

a4b7 ce qui favorise leur localisation dans les GALT313. Ainsi, la plus grande proportion de 

LB CD27+IgD+ dans le compartiment intégrine b7+ dans le sang des individus sains pourrait 

s’expliquer par l’importance des GALT dans leur développement. La proportion importante de 

LB CD27+IgD+ dans le compartiment intestinal est en accord avec la capacité importante de 

ces cellules à répondre aux antigènes bactériens.  

 

Des études montrent que dans des maladies auto-immunes les LB CD27+IgD+ peuvent 

être impactés. En effet, il a été observé une diminution de la proportion des LB CD27+IgD+ 

circulants chez des patients PAR, et également chez des patients lupiques actifs, suggérant une 

implication de ces cellules dans des pathologies auto-immunes présentant une dysbiose79,313. 

Chez les patients SEP, les données de la littérature concernant les LB CD27+IgD+ sont peu 

nombreuses. Guerrier et al, montrent une proportion de LB CD27+IgD+ comparable entre les 

donneurs sains et les patients SEP en phase RRMS314. Cependant, Haas et al, montrent une 

diminution des LB CD27+IgD+ dans la circulation chez des patients en phase RRMS active, 

comparé à des donneurs sains et à des patients en RRMS en rémission173. Toutefois, la 

proportion de LB naïfs est augmentée chez les patients actifs et est diminuée chez les patients 

en rémission, ce qui pourrait expliquer le changement de proportion des LB CD27+IgD+. Ces 
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données divergentes peuvent aussi s’expliquer par l’activité de la maladie puisque dans l'étude 

de Guerrier et al., la majorité des patients (22/31) ne présentait pas d'évolution clinique ou 

radiologique récente. Dans notre cohorte, nous n’avons pas observé de différence dans la 

proportion de LB CD27+IgD+ ou des LB CD27+IgD- totaux chez les patients RRMS par 

rapports aux donneurs sains. Nous n’avons également pas observé de différence de la 

proportion des LB CD27+IgD+ et des LB CD27+IgD- exprimant l'intégrine b7 chez les patients 

SEP en phase RRMS ou PPMS comparé aux donneurs sains. En revanche, la proportion de LB 

CD27+IgD+ dans le compartiment des LB CD27+ exprimant l'intégrine b7 était légèrement 

plus faible chez les patients en phase SPMS que chez les donneurs sains, tandis que la 

proportion de LB CD27+IgD- était en retour légèrement augmentée chez les patients SPMS. Il 

serait intéressant d’inclure de nouveaux patients afin de confirmer significativement ces 

tendances. Il serait également important de déterminer le nombre absolu de LB CD27+ IgD- et 

CD27+ IgD+ présents dans le compartiment intégrine b7 de façon à identifier quelle population 

est responsable du shift observé chez les patients en phase SPMS. La légère diminution de la 

proportion des LB CD27+IgD+ exprimant l'intégrine b7 et la légère augmentation des LB 

CD27+IgD- intégrine b7+ dans la circulation sanguine dans la SEP en phase SPMS suggère 

que les LB CD27+ intestinaux pourraient être impliqués dans la pathogenèse de la maladie. La 

dysbiose, décrite chez les patients SEP, pourrait être responsable d'une augmentation de 

l'activation des LB CD27+IgD- et/ou des LB CD27+IgD+ ce qui conduirait à une altération de 

leur proportion dans la circulation sanguine301. Il est aussi intéressant de noter que ce shift est 

observé uniquement en phase SPMS suggérant que les LB CD27+IgD- dérivés de l'intestin 

pourraient être impliqués dans la formation et/ou le maintien des ELS méningés. Concernant la 

proportion de LB CD27+IgD+ exprimant l'intégrine b7 en phase RRMS, il serait intéressant de 

voir si la proportion de ces cellules est différemment impactée en fonction de l’activité de la 

maladie comme décrit par Haas et al. dans les LB totaux. En effet, une étude montre que le 

LCR de patients présentant une SEP RRMS stable est enrichie en LB CD27+IgD+ par rapport 

au sang, suggérant une migration de ces cellules dans le SNC de patients SEP et leur implication 

dans la pathogenèse de la maladie173. Cependant, il est à noter que les auteurs observent une 

diminution de la fréquence de LB naïfs dans le LCR de patients par rapport au compartiment 

sanguin, ce qui pourrait donc expliquer l’augmentation relative de la proportion de LB 

CD27+IgD+ dans le LCR de patients SEP. Pröbstel et al, ont mis en évidence la présence de 

plasmocytes sécréteurs d’IgA dans le LCR de patients SEP en phase RRMS active8. Ces 

plasmocytes expriment majoritairement l’intégrine b7 indiquant une migration des LB 
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d’origine intestinale, et donc potentiellement des LB CD27+IgD+ dans le SNC de patients 

SEP218. Ces données suggèrent donc que les LB CD27+IgD+ intestinaux pourraient participer 

à l’inflammation dans le SNC en phase RRMS. De plus, la corrélation entre la présence d’ELS 

ectopiques en phase SPMS et la gravité de la maladie suggère une potentielle activité 

pathogénique des LB CD27+IgD- dérivés de l'intestin dans le SNC de patients315. Il serait donc 

intéressant de déterminer si les LB CD27+IgD- Int. b7+ et les LB CD27+IgD+ Int. b7+ migrent 

préférentiellement dans le SNC des patients SEP par rapport à leur homologue n’exprimant pas 

l’intégrine b7, et si cette migration est différente selon l’activité et les phases de la maladie. 

Nous avons observé, chez les donneurs sains, que les LB CD27+IgD- Int. b7+ et les LB 

CD27+IgD+ Int. b7+ exprimaient les intégrines b1 et b2 (données non montrées) nécessaires à 

la migration à travers la BHE126. Dans ce sens, il est intéressant d’étudier leur présence dans le 

LCR de patients SEP mais également de déterminer leur capacité de migration in vitro à l’aide 

d’un modèle de transmigration à travers la BHE et la BHM132. Nous avons réalisé des 

expériences de transmigration in vitro avec des cellules endothéliales de la microvasculaire 

cérébrale humaine, mimant la BHE (données non montrées). Après 8h de migration, nous avons 

observé que les LB CD27+IgD- et les LB CD27+IgD+ étaient capables de migrer à travers la 

monocouche de cellules endothéliales et que les LB intestinaux migraient dans les mêmes 

proportions que les LB non intestinaux chez les donneurs sains. Nous n’avons pas observé de 

différence de migration entre les LB de donneurs sains et de patients en phase RRMS. 

Cependant, nous avons constaté une plus forte migration des LB totaux et des LB CD27+IgD- 

exprimant l’intégrine b7 de patients en phase SPMS par rapport à ceux de donneurs sains. Ces 

données suggèrent donc que la migration des LB CD27+IgD- intestinaux dans la SNC pourrait 

être augmentée en phase SPMS. Cependant, ces résultats sont à prendre avec prudence puisque 

nous avons observé une migration des LB naïfs, dans notre modèle, équivalente à celle des LB 

CD27+, aussi bien chez les donneurs sains que les patients SEP, suggérant que notre modèle 

ne récapitule pas l'ensemble des propriétés de la BHE in vivo, puisque une plus faible proportion 

de LB naïfs est observée dans le LCR de patients SEP que dans la circulation sanguine173. Il est 

cependant possible que la plus faible proportion de LB naïfs détectée dans le LCR soit due à 

une différenciation in situ des LB naïfs ayant migrer dans le SNC en LB mémoires 

éventuellement pathogéniques.  
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Pour étudier la fonction de cellule présentatrice d’antigène des différentes populations 

de LB, nous avons analysé l’expression des molécules de co-stimulations (CD80, CD86, CD40 

et HLA-DR) par les LB intestinaux tout d'abord chez des donneurs sains. Nous n’avons pas 

observé de différence de niveaux d'expression de ces molécules entre les LB CD27+IgD- et les 

LB CD27+IgD+, qu’ils soient intestinaux ou non intestinaux. Ces résultats suggèrent que 

l'expression de ces molécules n'est pas impliquée dans une éventuelle différence de capacité de 

présentation de l'antigène par ces cellules. Nous n’avons pas non plus observé de différence 

d’expression de CD80, CD86, CD40 et HLA-DR entre les LB CD27+ totaux dérivés ou non de 

l’intestin après une stimulation avec de l’anti-BCR, du CD40L et du CpG pendant 48h. 

Cependant, la stimulation in vitro que nous avons utilisé est relativement forte, il n'est donc pas 

exclu qu'une stimulation in vivo ou plus physiologique in vitro induise une expression 

différentielle de ces molécules. Toutefois, nous avons observé que les LB CD27+IgD+ Int. b7+ 

produisent plus de cytokines inflammatoires que les LB CD27+IgD+ n'exprimant pas l'intégrine 

b7, ce qui pourrait conférer un signal 3 d’activation pour les LT CD4 plus fort aux LB 

CD27+IgD+ Int. b7+, et augmentant donc la capacité de présentation d’antigène de ces LB. 

Cela concerne également les LB CD27+IgD- Int. b7+ qui produisent plus de cytokines 

inflammatoires que leur homologue intégrine b7-. Chez les patients SEP en phase RRMS, nous 

avons constaté une tendance non significative à une plus forte expression de HLA-DR par les 

LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ exprimant ou non l'intégrine b7, comparé aux LB de sujets 

sains. Il serait intéressant d’augmenter le nombre de donneurs étudiés afin de confirmer cette 

tendance. Ces données, si elles se confirment, suggèrent une capacité augmentée des LB à 

présenter l’antigène aux LT CD4 chez les patients SEP via HLA-DR. Cependant, nous ne 

retrouvons pas d’augmentation de l’expression des molécules de co-stimulations (CD80, CD86, 

CD40) par les LB de patients décrite dans la littérature chez les patients SEP en phase RRMS 

active202,203. Ceci peut s’expliquer par la différence dans les cohortes utilisées. En effet, la 

majorité des patients RRMS inclus dans notre étude sont sous traitements et/ou n’ont pas eu de 

poussées récentes contrairement aux études citées. Nos données portent donc sur une analyse 

phénotypique suggérant une fonction identique des LB CD27+IgD- et LB CD27+IgD+ dérivés 

ou non de l’intestin mais ne permettent pas de déterminer leur fonction directe de cellule 

présentatrice d’antigène. Il serait intéressant de réaliser des tests de prolifération en isolant les 

différentes populations de LB et les LT CD4 de deux donneurs différents (culture allogénique) 

et/ou de même donneur en présence d'un super-antigène comme le SEB (culture autologue) 

pour déterminer l’effet des différentes populations de LB sur la prolifération des LT. De plus, 
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il serait informatif de réaliser des expériences avec les différentes populations de LB de patients 

SEP et les LT CD4 de donneurs sains afin d’étudier si les LB de patients SEP impactent la 

prolifération des LT CD4. En outre, une étude a montré que les LB de patients RRMS étaient 

impliqués dans l’auto-prolifération des LT CD4 par contact cellulaire médié par HLA-DR316. 

En effet, après isolement et mise en culture des PBMC de patients SEP et de donneurs sains, 

les auteurs ont pu observer une prolifération des LT CD4, LT CD8 et LB plus importante chez 

les patients en rémission par rapport aux patients en rechute et aux donneurs sains. Les LB 

prolifératifs ont été ensuite isolés par tri cellulaire et mis en culture avec des PBMC dépourvus 

de LB du même individu et une plus forte prolifération des LT CD4 a été observée. L’utilisation 

d’un anticorps anti-HLA-DR induisait, de plus, une forte diminution de l’auto-prolifération des 

LT CD4, suggérant que le contact LB/LT CD4 via HLA-DR est nécessaire pour induire l’auto-

prolifération des LT CD4. Il serait donc intéressant de voir si les LB intestinaux de donneurs 

sains et de patients SEP sont capables d’induire différents niveaux d’auto-prolifération des LT 

CD4. De plus, au vu des récentes études montrant l’implication de l’EBV dans le 

développement de la SEP et du potentiel mimétisme moléculaire pour les auto-antigènes 

neuronaux que conférerait une infection à l’EBV113,114, l’auto-prolifération des LT CD4 

impliquant les LB pourrait être due à la présence de LB spécifiques de l’EBV. Il serait donc 

intéressant de comparer l’auto-prolifération des PBMC de patients EBV positifs avec celle de 

patients EBV négatifs avec comme contrôle des donneurs sains présentant une sérologie 

positive ou négative. L'ensemble de ces conditions de cultures représentent une stimulation plus 

physiologique et pourraient permettre de mieux étudier le rôle de cellule présentatrice 

d’antigène des LB intestinaux. 

 

 

Les GALT sont les sites de production préférentiel des IgA impliquant notamment les 

cellules dendritiques. En effet, en plus d’induire l’expression de l’intégrine a4b7, les DC sont 

impliquées dans la génération d’IgA, notamment via la production d’acide rétinoïque264. De 

plus, la composition du microbiote intestinal influence la production d’IgA. En effet, des souris 

« germ free » ont un niveau d’IgA drastiquement diminué. En revanche, la monocolonisation 

des souris « germ free »  avec la bactérie SFB rétablie la production d’IgA, indiquant que la 

modulation du microbiote intestinal impacte la production d’IgA317. Notre étude montre, chez 

les sujets sains, une plus faible proportion de LB CD27+IgD- dérivés de l’intestin exprimant 

des IgG à leur surface, mais une plus forte proportion de ces cellules exprimant des IgA, ce qui 

est donc en accord avec leur localisation intestinale. Nous avons également observé que les LB 
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CD27+IgD- exprimant l’intégrine b7 proliféraient moins et se différenciaient moins en 

plasmocytes, comparé à leur homologue intégrine b7- après stimulation avec de l’anti-BCR, du 

CD40L et de l’IL-21. Cependant, les LB CD27+IgD- intégrine b7+ se différenciaient certes 

moins en plasmocytes mais produisaient en moyenne 2,7 fois plus d’IgA2 que les LB 

CD27+IgD- non intestinaux. Cela est en accord avec la concentration importante d’IgA2 au 

niveau de l'intestin et indique que les LB intestinaux participent au maintien de l'intégrité de la 

muqueuse intestinale46. Nous montrons également que les LB CD27+IgD- provenant de 

l’intestin prolifèrent moins et se différencient moins en plasmocytes lorsqu’ils sont stimulés 

directement par des TFh. Toutefois, comme lors des précédentes expériences, les LB 

CD27+IgD- Int. b7+ produisaient en plus grande quantité des IgA indépendamment de l’origine 

intestinale ou non des TFh. Les propriétés de prolifération et de sécrétion d’IgG et d’IgA des 

LB CD27+IgD- observées en culture après stimulation avec de l’anti-BCR, CD40L et CpG ne 

semblent donc pas différentes de celles observées après une restimulation par des TFh, qu'ils 

soient d'origine intestinale ou non.  

Les données du laboratoire montrent que les TFh Int. b7+ ont une capacité d’aide aux 

LB naïfs minime par rapport à celle des TFh Int. b7- chez les donneurs sains (données non 

montrées). De manière intéressante, les TFh Int. b7+ de patients en phase SPMS ont, par contre, 

une capacité d’aide des LB naïfs similaire à celle des TFh Int. b7- de donneurs sains. Cette 

capacité d'aide aux LB naïfs des TFh Int. b7+, augmentée en phase SPMS, pourrait 

s'accompagner d'une capacité accrue à induire la différenciation en plasmocytes et/ou la 

production d’IgA par les LB CD27+ intestinaux. Ce mécanisme pourrait expliquer la proportion 

plus élevée de LB CD27+IgD- Int. b7+ exprimant des IgA observée chez les patients SPMS 

comparé aux donneurs sains et aux patients RRMS. Dans un contexte pathogénique, les LB 

CD27+IgD- Int. b7+ pourraient donc bénéficier de l’aide des TFh intestinaux mais aussi non 

intestinaux pour se différencier en plasmocytes sécréteurs d’IgA dans des organes cibles. De 

plus, il serait intéressant de déterminer le type d’IgA produite par les différentes populations de 

LB stimulées par des TFh intestinaux et non intestinaux (données en cours d’obtention). Ces 

données suggèrent donc que les LB CD27+IgD- intestinaux peuvent répondre, avec la même 

amplitude, à une stimulation provenant de TFh intestinaux ou non, ce qui pourrait favoriser leur 

potentielle réactivation en dehors de l’intestin ou des sites apparentés aux GALT.   

Dans la SEP, des études se sont intéressées au rôle des plasmocytes sécréteur d’IgA. Il 

a été notamment montré, dans le modèle EAE, que des plasmocytes intestinaux sécréteur d’IgA 

migrent depuis l’intestin vers le SNC des souris. De manière intéressante, les auteurs ont 
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observé que les plasmocytes sécréteur d’IgA d’origine intestinale participaient à réguler 

l’inflammation du SNC via la production d’IL-10217. Chez l’homme, il a été montré une 

augmentation de la concentration d’IgA et de plasmocytes IgA+ dans le LCR de patients SEP 

en phase RRMS active, comparé aux patients en phase RRMS inactive218. Les auteurs, en 

accord avec les données observées chez la souris, montrent l’infiltration dans le SNC de 

plasmocytes IgA+ exprimant l’IL-10 qui pourraient donc participer à réguler l’inflammation 

neuronale dans le SNC de patients SEP lors des poussées. Les auteurs montrent que les 

plasmocytes IgA+ présent dans le SNC expriment majoritairement le gène qui code pour 

l’intégrine b7 et qu’ils reconnaissent des antigènes bactériens et non neuronaux, confirmant la 

migration de cellules intestinales au sein du SNC de patients SEP. Ces deux études, combinées 

à l’échec thérapeutique de l’Atacicept, suggèrent un rôle régulateur des plasmocytes sécréteurs 

d’IgA dans la SEP. Nos données montrent une plus forte proportion de LB CD27+IgD- 

exprimant des IgA de surface  spécifiquement dans le compartiment intégrine b7+ chez les 

patients SEP ainsi qu'une forte production d’IL-10 par les LB CD27+IgD- Int. b7+ chez les 

donneurs sains. Il serait donc intéressant de déterminer en parallèle la concentration d’IL-10 

dans le surnageant de culture après différenciation des LB CD27+IgD- Int. b7+ et leur 

production d’IgA, ceci chez les patients SEP et chez les donneurs sains.  

 

Concernant les LB CD27+IgD+, nous avons constaté une très faible expression des IgG 

et IgA membranaires à leur surface, ce qui est en accord avec le fait que plus de 96% d’entre 

eux expriment des IgM membranaires (données non montrées). Nous avons observé que les LB 

CD27+IgD+ étaient capables de se différencier en plasmocytes, mais plus faiblement que les 

LB CD27+IgD-, après stimulation (anti-BCR, CD40L, CpG). Au sein des LB CD27+IgD+, 

nous avons montré que les LB intestinaux se différenciaient moins en plasmocytes, tout en 

produisant une plus forte quantité d’IgA2 que les LB CD27+IgD+ Int. b7-. La stimulation 

utilisée fait appel aux signaux du BCR, ainsi nous avons observé, par microarray, que les LB 

CD27+IgD+ Int. b7+ exprimaient plus faiblement des gènes impliqués dans la voie de 

signalisation du BCR, ce qui pourrait contribuer à expliquer la plus faible activation et donc 

prolifération et différenciation de ces cellules. De plus, lorsque les LB CD27+IgD+ sont 

cultivés en présence de TFh, leur différenciation en plasmocytes semble moins importante 

lorsqu'ils sont originaires de l’intestin. Néanmoins, après stimulation par des TFh, les LB 

CD27+IgD+ Int. b7+ produisent plus d’IgG et d’IgA que leur homologue non intestinaux. Cette 

production d’anticorps est cependant largement plus faible par rapport à celle des LB 
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CD27+IgD-, suggérant ainsi que la production d’anticorps n’est pas la fonction principale des 

LB CD27+IgD+ ou que les conditions de stimulation utilisées ne sont pas optimales. En effet, 

Bautista et al., utilisent une stimulation indépendante de l’activation des LT avec du CpG, de 

l’IL-2, de l’IL-6 de l’IL-10 et des fibroblastes pour étudier la prolifération et la différenciation 

des LB CD27+IgD+31. Cependant, in vitro, nos expériences montrent que les LB CD27+IgD+ 

sont capables de recevoir de l’aide des TFh, et peuvent donc être impliqués dans des réponses 

dépendantes des LT. Il est à noter que les LB CD27+IgD+ ont les molécules nécessaires (HLA-

DR et CD40 notamment) pour avoir un contact avec les TFh, ce qui pourrait expliquer qu’elles 

soient capables de recevoir leur aide in vitro. In vivo, des données indiquent que les LB 

CD27+IgD+ intestinaux peuvent effectuer des passages brefs dans des centres germinatifs des 

GALT pour diversifier leur BCR, suggérant que ces cellules peuvent être en contact avec les 

TFh et recevoir ainsi leur aide31,34. Toutefois, les LB CD27+IgD+ sont constitués en majorité 

de LB MZ mais contiennent également à hauteur de 3,5%, des LB CD27+IgD+ n’exprimant 

des IgM qu'à de faibles niveaux appelés « IgD only » dont la fonction n’est encore pas connue8. 

Les « IgD only » sont présentes chez 2% des LB CD27+IgD+ Int. b7+, et en moyenne chez 6% 

des LB CD27+IgD+ Int. b7-. Il est donc envisageable que la production d'IgG et d'IgA, que 

nous observons dans les cultures de LB CD27+IgD+, provienne des LB « IgD only ». Il serait 

donc pertinent de réaliser, de la même manière que Bautista et al., une stimulation T 

indépendante avec du CpG, de l’IL-2, IL-6, IL-10 des LB CD27+IgD+IgM+ afin de déterminer 

si les LB « IgD only » sont impliqués dans la production d’anticorps observée dans les cultures 

de LB CD27+IgD+31.  

  

Nos résultats, chez les donneurs sains, indiquent que les LB CD27+IgD+ possèdent une 

capacité de sécrétion de cytokines inflammatoires, activatrices et régulatrices plus importante 

comparé aux LB CD27+IgD-. Ces données sont en accord avec le fait que les LB CD27+IgD+ 

sont des cellules qui doivent répondre rapidement à des antigènes, indépendamment de l’aide 

des LT CD4. D’autre part, nous avons montré que les LB CD27+IgD+ et les LB CD27+IgD- 

intestinaux ont un profil plus inflammatoire que leur homologue n’exprimant pas l’intégrine b7 

avec notamment plus de sécrétion d’IL-6, de TNFa et de LTa. Les LB CD27+IgD+ et LB 

CD27+IgD- intestinaux produisent également plus de BAFF, facteur d’activation des LB, 

suggérant une activation des LB intestinaux plus importante. Cependant, les LB intestinaux 

présentent également un profil plus régulateur que les LB non intestinaux, en sécrétant 

notamment une cytokine connue pour son rôle régulateur, l’IL-10. La particularité du 
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microenvironnement intestinal, lié à la présence d'un important microbiote, entraîne une 

stimulation constante pour les cellules présentes au niveau des GALT ce qui pourrait expliquer 

de manière générale le profil, plus inflammatoire mais également plus régulateur des LB 

intestinaux, qui apparait nécessaire au maintien de l’homéostasie dans des conditions 

d'expositions importantes aux pathogènes.  

Ce profil inflammatoire des LB intestinaux pourrait également être impliqué dans le 

signal 3 d’activation des LT CD4 lors d’une présentation antigénique comme discuté 

précédemment, via notamment la production d’IL-6 qui est impliquée dans la différenciation 

des LT CD4 en Th17. De manière surprenante, nous avons observé que les LT CD4 naïfs 

exprimaient plus de cytokines inflammatoires lorsqu’ils étaient cultivés avec des LB 

CD27+IgD- Int. β7- que nous n’avons pourtant pas caractérisés comme les LB les plus 

inflammatoires. Les LB CD27+IgD+ Int. β7+, quant à eux, sont les cellules qui induisaient une 

expression de cytokines inflammatoires plus faible par les LT CD4 naïfs. Nous avons constaté 

les mêmes résultats, avec une différence plus faible entre les conditions, avec les LT CD4 

mémoires. Ces résultats peuvent s’expliquer par la plus forte capacité de sécrétion d’IL-10 par 

les LB CD27+IgD+ Int. β7+, qui pourrait limiter l’expression de cytokines inflammatoires des 

LT CD4 naïfs et favoriser également leur expression d’IL-10. Il serait intéressant de bloquer 

l’IL-10 afin de voir si, dans ces conditions, les LB CD27+IgD+ Int. β7+ induisent une 

polarisation des LT CD4 en faveur d’un profil inflammatoire. Les LB, intestinaux ou non, ne 

semblent pas capables d’induire de façon prononcée la différenciation des LT naïfs en sous type 

de LT CD4 distinct (Th1, Th2 ou Th17). Afin de déterminer le réel impact et potentiel « effet 

bystander » des cytokines produites par les LB, nous avons également réalisé des expériences 

avec le surnageant de culture des différentes populations de LB (stimulés par de l'anti-BCR, du 

CD40L, et des CpG durant 48h), que nous avons déposés sur des LT CD4 naïfs ou mémoires 

(données non montrées). Nous avons réalisé plusieurs expériences avec ou sans pré-activation 

des LT CD4 avec des billes anti-CD3/CD28 et avons déterminé l’expression des cytokines par 

les LT après 4 jours de culture. Dans ces conditions, nous avons observé aucune différence du 

profil cytokinique des LT CD4 avec les surnageants des différentes populations de LB. Nous 

avions émis l’hypothèse que les concentrations plus importantes d’IL-6, de TNFa et de LTa 

dans le surnageant des LB CD27+IgD+ Int. β7+ pouvaient induire la génération ou la 

polarisation des LT en LT CD4 inflammatoires notamment Th1, Th17 et Th1/Th17. Cependant 

les cytokines produites pas les LB ne sont peut-être pas en quantité suffisante pour avoir un 

effet sur la polarisation des LT CD4. Il est également possible que les LT CD4, même 

mémoires, aient manqué de signaux nécessaires à leur polarisation. En effet, pour se 
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différencier en Th17, les LT naïfs ont besoin d’IL-23, d’IL-1b, de TGFb et d’IL-6318. Les LB 

ne sont pas décrits dans la littérature comme produisant de l’IL-23 ou de l’IL-1b. Le TGFb peut, 

par contre, être produit par les LB319, mais nous n'avons pas mesuré sa concentration dans les 

surnageants de culture des LB. Il serait donc intéressant de voir si du TGF-b est sécrété par les 

LB stimulés, et s'il est produit en plus grande quantité par les LB intestinaux, ce qui est probable 

puisqu’une étude chez la souris montre que le TGFb produit par les LB est important pour la 

production d’IgA intestinale320. Enfin, il serait intéressant de voir si l’ajout d’IL-23 et/ou d’IL-

1b et/ou de TGFb en complément du surnageant des LB CD27+IgD+ Int. β7+ induit 

préférentiellement une polarisation des LT CD4 naïfs en Th17 par rapport au surnageant des 

LB CD27+IgD+Int. b7- supplémentés avec les mêmes cytokines. Dans le cas où un nombre 

plus important de Th17 serait observé, il serait également intéressant de bloquer l’IL-6 présent 

en plus grande quantité dans le surnageant de LB CD27+IgD+ Int. β7+ en présence des 

cytokines exogènes pour déterminer l'impact de l’IL-6 sécrétée par les LB sur la génération de 

Th17. Les cytokines IL-12 et IL-4 sont nécessaires pour la génération de Th1 et Th2 

respectivement318. Nous n’avons pas détecté ces cytokines dans le surnageant des cultures de 

LB, suggérant que les LB n’induisent pas directement la polarisation des LT CD4 naïfs en Th1 

et Th2. Cependant, il est possible que les cytokines produites par les LB agissent indirectement 

sur la polarisation des LT CD4. En effet, une étude montre que le GM-CSF produit par les LB 

entraine la production d’IL-12 par les macrophages, ce qui pourrait induire la polarisation des 

LT CD4 en Th1321. Il serait donc intéressant de réaliser des expériences de Transwell, avec les 

LT CD4 dans la chambre du haut et des PBMC déplétés ou non en LB dans la chambre du bas. 

Les PBMC avec ou sans LB seraient activés avec de l’anti-BCR, du CD40L et du CpG. Cette 

expérience pourrait mettre en évidence un effet indirect des LB sur la polarisation des LT CD4, 

par exemple via l'activation de macrophages sécréteurs d'IL-12.  

 

 Par ailleurs, les cytokines produites notamment par les LB CD27+IgD+ Int. β7+, 

peuvent avoir d’autres effets comme l’induction de l’activation des LT CD4 plutôt que leur 

polarisation. En effet, des études montrent que les LB, via la production de TNFa et de LTa 

sont capables d’induire la prolifération et l’activation des LT (CD69+)55,206. La LTa est 

également impliquée dans la formation de ELS322, suggérant que les LB intestinaux pourraient 

favoriser la formation de ELS via la production de LTa dans des pathologies tel que la SEP.  
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Une étude montre que les LB de patients SEP en phase RRMS sécrètent plus d’IL-6 par 

rapport à des individus sains207. En accord avec ces données, nous montrons qu’une plus grande 

proportion de LB CD27+ totaux expriment l’IL-6 chez certains patients en phase RRMS 

comparé aux sujets sains. De façon intéressante, nos résultats montrent que cette augmentation 

de l’expression de l’IL-6 est particulièrement évidente dans les LB exprimant l’intégrine β7. 

Ces données suggèrent qu’une plus forte production d’IL-6 par les LB de patients SEP en phase 

RRMS dépend largement d’une capacité supérieure des LB dérivés de l’intestin à exprimer 

l’IL-6 chez ces patients. Nos données, associées aux données de la littérature, suggèrent donc 

une implication des LB producteurs d’IL-6 dérivés de l’intestin dans la SEP en phase RRMS. 

En effet, les souris dans lesquelles le gène de l’IL-6 a été invalidé sélectivement dans les LB 

développent une EAE-MOG atténuée, supportant une implication des LB producteurs d’IL-6 

dans la SEP207. De plus, l’absence d’expression d'IL-6 par les LB est associée à une plus faible 

réponse inflammatoire des Th17, indiquant que l’IL-6 produite par les LB conduit 

l’inflammation dans ce modèle, notamment via une réponse inflammatoire des Th17. En accord 

avec ces données, les auteurs montrent que les LB de patients en phase RRMS, un an après 

avoir reçu du Rituximab, ont un niveau de production d’IL-6 diminué à un niveau similaire au 

niveau observé chez les donneurs sains, suggérant que les LB producteurs d’IL-6 sont impliqués 

dans la SEP. De plus la déplétion en LB, de PBMC de patients, induit une diminution de la 

concentration d’IL-17 sécrétée par les PBMC, suggérant l’implication des LB dans la réponse 

Th17 dans la SEP.  

Nous avons également observé qu’une plus forte expression d’IL-6, par les LB dérivés 

de l’intestin, était associée à un déséquilibre des populations de TFh vers un phénotype associé 

aux pathologies auto-immunes323. En effet, les LB exprimant le plus d’IL-6 (ronds rouges plein, 

Figure 9A) ont un ratio de (TFh2+TFh17)/TFh1 élevé (données non montrées), suggérant une 

association entre une expression élevée d’IL-6 des LB dérivés de l’intestin et une capacité des 

TFh à aider les LB plus importante dans la SEP. Il est cependant à noter que cette association 

entre expression d'IL-6 par les LB intestinaux et le phénotype des TFh est retrouvée pour les 

TFh intégrine b7- et intégrine b7+. Enfin, des patients avec un haut ratio de TFh en faveur de 

l’aide aux LB n’ont pas nécessairement une proportion de LB exprimant l’IL-6 augmentée par 

rapport à des sujets sains. Il semble donc important de mener d’autres investigations pour 

déterminer si les TFh sont impliqués dans l'induction de la plus forte expression d’IL-6 par les 

LB dérivés de l’intestin chez les patients en phase RRMS. 

Lors de notre deuxième série d’expériences, et au vu du profil inflammatoire des LB 

CD27+IgD+ Int. b7+, nous avons intégré un anticorps anti-IgD au panel de cytométrie. Nous 
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souhaitions déterminer si la plus forte expression d’IL-6 par les LB chez les patients provenait 

des LB CD27+IgD+ dérivées de l’intestin. Nous avions émis l’hypothèse que les CD27+IgD+ 

Int. b7+ seraient majoritairement responsables de l’augmentation de l’expression d’IL-6 par les 

LB chez les patients SEP en phase RRMS puisque une dysbiose est décrite chez ces patients. 

En effet, les LB CD27+IgD+ étant spécialisés dans la réponse contres des bactéries, les 

propriétés de ces cellules pourraient donc être préférentiellement impactées lors d'une dysbiose. 

Ainsi, les LB CD27+IgD+ Int. b7+ pourraient donc jouer un rôle prépondérant dans le 

développement de la maladie. Néanmoins, nous n’avons pas observé une plus forte proportion 

de LB CD27+ totaux exprimant l’IL-6 chez les patients SEP par rapport aux individus sains 

dans cette deuxième cohorte de patients, probablement du fait de la faible activité de la maladie 

présente chez ces patients et/ou des traitements de fonds mis en place.    

Les données de la littérature montrent également une expression augmentée de GM-

CSF et une plus forte sécrétion de TNFa et de LTa, ainsi qu’une diminution de l’expression et 

de la sécrétion l’IL-10 par les LB de patient SEP en phase RRMS206,321. Cependant, nous 

n’avons pas observé de différence du taux d’expression de ces cytokines par les LB de patients 

en phase RRMS après une stimulation polyclonale avec de la PMA et de l'ionomycine. Les 

données indiquant une plus forte production d’IL-6, de LTa, de TNFa et une plus faible 

production d’IL-10 ont été obtenues en dosant les cytokines présentes dans le surnageant de 

culture  de LB isolés de PBMC de patients SEP stimulés (anti-BCR, signalisation du CD40, 

CpG pendant 48h ou72h). Nous avons observé chez les sujets sains que la stimulation des LB 

par le CD40L, des CpG et de l'anti-BCR permettait de détecter des différences de profil 

cytokinique au sein des différents types de LB non observable après une stimulation polyclonale 

des PBMC. Nous avons donc reproduit ces conditions de culture après isolement des différentes 

populations de LB de patients SEP mais nous n’avons pas observé de différence de production 

des cytokines précédemment citées entre les donneurs sains et les patients SEP. Ces résultats 

peuvent s’expliquer par le faible nombre de cellules des sous-populations de LB que nous avons 

obtenus après isolation à partir de PBMC de patients SEP. En effet, les différences de sécrétion 

entre les quatre populations de LB de donneurs sains étaient plus importantes lorsque 5x104 

cellules par puits étaient utilisés (Figure 20), que lors des expériences comprenant les patients 

SEP où nous n'avons pu cultivés que 5000 cellules par puits (Figure 26B). En accord avec cette 

hypothèse, les données de la littérature, montrant une différence de sécrétion de cytokines par 

les LB de patients et de donneurs sains, ont été obtenues avec 7,5x105 LB totaux par puits de 

culture. Toutefois, les différences observées peuvent être également dues à des différences dans 
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les cohortes de patients étudiés puisque Guerrier et al, n’observent pas de sécrétion augmentée 

d’IL-6 chez les patients en phase RRMS non active314. Il serait donc intéressant de réaliser ces 

expériences sur des patients non traités et actifs afin de déterminer l’implication des LB 

CD27+IgD+ Int. b7+ dans la production de cytokines pro-inflammatoire, notamment de l’IL-6 

dans la SEP.  

 

L’ensemble de nos données chez les patients SEP indique donc que les LB CD27+ 

dérivés de l’intestin jouent un rôle important dans la plus forte expression d'IL-6 par les LB de 

patients RRMS décrite dans la littérature. Cependant, nos expériences ne permettent pas de 

déterminer si les LB CD27+IgD+ et/ou les LB CD27+IgD- sont responsables de cette 

augmentation de l’expression d’IL-6 par les LB CD27+ Int. b7+. Toutefois, nous avons observé 

que chez les donneurs sains, les LB CD27+IgD+ Int. b7+ sont les cellules produisant le plus 

d’IL-6, suggérant que ces cellules pourraient être responsables de l'augmentation de 

l’expression de l'IL-6 chez les patients SEP, notamment du fait de la dysbiose intestinale. Nos 

conditions de cultures ne nous ont pas, non plus, permis d’identifier si les LB dérivés de 

l’intestin étaient responsables de la plus forte production des autres cytokines inflammatoires 

(LTa et TNFa) et/ou de la plus faible production d’IL-10 décrites dans la littérature chez les 

patients SEP en phase RRMS206. Cependant, les données que nous avons obtenues chez les 

sujets sains nous permettent de proposer que les LB CD27+IgD+ Int. b7+ seraient impliqués 

dans l’augmentation de la production des cytokines inflammatoires par les LB chez les patients 

SEP.  
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Conclusion générale  

 

Le succès des immunothérapies anti-CD20 a mis en évidence un rôle des LB, 

indépendant de leur production d’anticorps dans la SEP. Une meilleure caractérisation des 

propriétés pathogéniques des LB dérivés de l’intestin pourrait nous permettre de mieux 

comprendre la pathogenèse de cette maladie. Les résultats obtenus lors de notre étude apportent 

de nouvelles connaissances sur les caractéristiques des lymphocytes intestinaux, qui sont 

actuellement peu décrits dans la littérature. Nous confirmons tout d’abord que les LB 

intestinaux (CD27+IgD- et CD27+IgD+) de donneurs sains produisent plus d’IgA2 lorsqu’ils 

sont stimulés in vitro par rapport aux LB non intestinaux. Nous montrons également que les 

populations de LB intestinaux de donneurs sains ont un profil cytokinique plus inflammatoire 

et régulateur que les LB non intestinaux. De plus, les LB CD27+IgD+ Int. b7+ produisent des 

quantités plus importantes d’IL-6, TNFa, LTa, BAFF et IL-10 par rapport aux autres 

populations de LB étudiés, et possèdent donc le profil cytokinique le plus inflammatoire et 

régulateur parmi ces populations. Dans un contexte pathologique, notamment dans la SEP, les 

LB CD27+IgD+ intestinaux représentent donc une population d’intérêt qui pourrait participer 

à la fois à l’inflammation et à la régulation de la réponse immunitaire. Dans ce contexte, nous 

avons mis en évidence que les LB CD27+ Int. b7+ étaient responsables de la plus forte 

production d’IL-6 par les LB chez les patients SEP. Des investigations supplémentaires sont 

nécessaires pour déterminer une éventuelle implication des LB CD27+IgD+ Int. b7+ dans 

l’augmentation de l’expression d’IL-6 dans la SEP. Au vu des résultats que nous avons obtenus, 

à la fois chez les sujets sains et les patients SEP, et au vu des données de la littérature, nous 

proposons que les LB CD27+IgD+ Int. b7+ sont pathogéniques dans la SEP en favorisent 

l’inflammation. Nous avons montré que les LB CD27+IgD- Int. b7+ produisaient plus d’IgA 

et plus d’IL-10 que les LB CD27+IgD- Int. b7- suggérant que les LB CD27+IgD- Int. b7+ ont 

un rôle régulateur, et ils pourraient donc se différencier préférentiellement en plasmocytes 

IgA+IL-10+. Ainsi, les CD27+IgD- Int. b7+ pourraient être impliqués dans les phases actives 

de la SEP pour réguler l’inflammation dans le SNC. En revanche, les LB CD27+IgD- Int. b7+ 

pourraient avoir un rôle pathogénique en phase SPMS et être impliqués dans la formation 

d’ELS. Des investigations sont donc nécessaires pour valider ces hypothèses. Notre étude 

confirme l’intérêt d’étudier des populations de LB intestinaux dans des pathologies, où des 

dysbioses peuvent être observées.  
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La SEP étant une pathologie impliquant la migration de lymphocytes notamment de LT CD4 

pathogéniques dans le SNC, des thérapies ont été développées afin d'inhiber la migration des 

lymphocytes à travers la BHE chez les patients en phase RRMS. Le Natalizumab est un 

anticorps monoclonal anti-intégrine a4 qui bloque la migration des lymphocytes exprimant 

l’intégrine a4b1 à travers la BHE. Nous montrons, dans notre étude, que le phénotype et le 

profil cytokinique des LT CD4 dérivés de l’intestin est spécifiquement perturbé chez les 

patients traités par le Natalizumab. En effet, nous avons observé que les proportions de 

Th1/Th17, de LT CD4 co-exprimant l’IFNg et l’IL-17A et de LT CD4 co-exprimant l’IL-17A 

et le GM-CSF étaient augmentées exclusivement parmi les LT CD4 mémoires exprimant 

l’intégrine b7 chez les patients RRMS traités avec du Natalizumab par rapport aux patients 

RRMS non-traités par le Natalizumab et aux donneurs sains. Les LT CD4 exprimant l’intégrine 

b7 ont donc un profil inflammatoire sous Natalizumab et pourraient être impliqués dans le 

phénomène de rebond de la maladie observé chez 20% de patients RRMS à l’arrêt du traitement.  

Par ailleurs, le Natalizumab pourrait également impacter les propriétés des LB dérivés 

de l'intestin. En effet, le Natalizumab bloque la migration des LT CD4 mais également des LB 

dans le SNC des patients SEP324. Ainsi, il a été observé une augmentation du nombre de LB, 

notamment des LB CD27+IgD- et des LB CD27+IgD+ présents dans la circulation sanguine 

des patients sous Natalizumab par rapport aux patients non traités325. Dans le LCR, une 

diminution de la proportion des LB et des LB CD27+IgD+ a également été observée sous 

Natalizumab326,327,328. De plus, les LB circulants des patients sous Natalizumab ont un degré 

d'activation et une production de cytokines pro-inflammatoires dont l'IL-6 et le TNFa plus 

importants que ceux des LB de patients non traités par le Natalizumab. Ces données suggèrent 

donc que sous Natalizumab, les LB dérivés de l'intestin présents dans la circulation sanguine 

pourraient, tout comme les LT CD4, présenter des caractéristiques pathogéniques accrues. Les 

LB dérivés de l'intestin pourraient donc être également impliqués dans le rebond de la maladie, 

observé chez 20% des patients ayant stoppé leur traitement.  

 

L’origine intestinale des lymphocytes leur confère donc des propriétés différentes par 

rapport aux lymphocytes non intestinaux et ces lymphocytes pourraient donc jouer un rôle 

important dans le développement de maladies auto-immunes affichant une dysbiose. La 

communication entre les cellules du système immunitaire, telles que les LT CD4 et LB, peut 

permettre d’orienter une réaction immunitaire vers une réponse inflammatoire ou régulatrice. 

L’ensemble des populations lymphocytaires doit donc être pris en compte lors de l’étude d’une 



 154 
 

pathologie auto-immune telle que la SEP et notamment les populations de lymphocytes 

provenant de l’intestin puisqu’une dysbiose est observée chez les patients. Cette dysbiose peut 

faire partie des facteurs responsables du développement de la pathologie ou être la conséquence 

de celle-ci. Ainsi, l’implication des lymphocytes intestinaux dans la pathogenèse de maladies 

auto-immunes peut être différente dans les phases précoce et tardive des maladies.  
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