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Résumé

La sclérose en plaques (SEP) est considérée comme la maladie inflammatoire
prototypique du systéme nerveux central (SNC). Les Iésions des patients atteints de la SEP
sont caractérisées par une destruction de la gaine de myéline, des dommages axonaux et
neuronaux et une activation des cellules gliales. Il est bien établi que le systéme immunitaire
(SI) participe a la pathogénese de la SEP. Néanmoins, la contribution des médiateurs

immunitaires spécifiques aux insultes reste a définir.

Le NKG2D est un récepteur activateur exprimé par de multiples cellules immunitaires
effectrices incluant des sous populations des lymphocytes T (LT) CD4 et CDS8. Le NKG2D se
lie a plusieurs ligands (NKG2DL) comprenant Rae-1 (alpha a epsilon), MULTI et H60 (a a c)
chez la souris. Les NKG2DL sont induits par des déclencheurs environnementaux (ex :
inflammation) et alertent le SI de la présence de cellules anormales. Notre laboratoire a
préalablement montré que des oligodendrocytes humains expriment au moins un NKG2DL
dans les lésions de SEP mais pas dans les cerveaux témoins. De plus, les LT CD8 dans les
Iésions de SEP sont détectés a proximité des cellules exprimant les NKG2DL. Nous avons
aussi ¢tabli qu’empécher I’interaction entre le NKG2D et ses ligands inhibe la mort des
oligodendrocytes humains par les cellules immunitaires effectrices activées, in vitro. Un autre
groupe a montré que bloquer le NKG2D diminue la sévérité¢ de la maladie dans un modéle
murin de la SEP: I’encéphalomy¢élite auto-immune expérimentale (EAE). L’ensemble de ces
résultats suggere que I’interaction NKG2D-NKG2DL peut contribuer a la pathogénése de la
SEP et de ’EAE. Cependant, il n’est pas encore établi, si des NKG2DL spécifiques sont
augmentés in vivo pendant le développement de I’EAE et pourraient devenir une cible

thérapeutique.

Nous avons utilisé¢ ’EAE pour évaluer 1’expression des NKG2DL aux différents stades
du développement de I’EAE et ¢tudier la contribution de NKG2D. Nous avons utilisé la
cytométrie en flux, la qRT-PCR, de I'immunobuvardage de type western et I’ELISA.

Nous avons observé que le MULTT, un ligand spécifique du NKG2D, était augmenté

dans le SNC des souris EAE et que cette expression élevée correlait avec la sévérité de la



maladie. De plus, MULTT1 était relaché dans le liquide cérébro-spinal (LCS) pendant I’EAE et
la forme soluble du MULTI1 avait augmenté les propriétés effectrices des cellules
immunitaires. Au contraire, 1’expression des autres ligands n’avait pas varié¢ au cours de la
maladie. Finalement, le transfert de cellules T auto-immunes activées dans des souris
receveuses déficientes pour le NKG2D avait induit une maladie significativement moins
sévere que lorsque ces cellules avaient été transférées a des souris sauvages. La proportion de
cellules ayant infiltré le SNC corrélait avec la sévérité de la maladie. Nos résultats suggerent
que le NKG2D et un de ses ligands MULT1 participent a la pathogenése de ’EAE et
potentiellement de la SEP.

Mots-clés : Sclérose en plaques, EAE, NKG2D, MULT1, cytométrie en flux
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Abstract

Multiple sclerosis (MS) is considered the prototypic inflammatory disease of the
central nervous system (CNS). Lesions in the CNS of MS patients are characterized by myelin
sheath destruction, oligodendrocyte death, axonal and neuronal damage, and activation of glial
cells. It is well established that the immune system (IS) participates in the pathogenesis of MS.

Nevertheless, the contribution of specific immune mediators to injury remains to be defined.

NKG2D is an activating receptor expressed by numerous immune effector cells
including subsets of CD8 and CD4 T lymphocytes. NKG2D binds to various ligands
(NKG2DL), which include Rae-I(alpha to epsilon), MULTI, and H60 (a to ¢) in mice.
NKG2DL are induced by environmental triggers (e.g. inflammation) suggesting that these
proteins alert the IS to abnormal cells. Our laboratory has previously shown that human
oligodendrocytes express at least one NKG2DL in MS lesions but not in control brains.
Moreover, CD8 T cells in MS lesions are detected in close proximity to NKG2DL expressing
cells. We have also established that disruption of the NKG2D-NKG2DL interaction inhibits
killing of human oligodendrocytes by activated immune effector cells in vitro. One group
showed that blockade of NKG2D diminished disease severity in the MS mouse model:
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). Overall, these results imply that the
NKG2D-NKG2DL interaction can contribute to the pathogenesis of MS and its animal model
EAE. However, whether specific NKG2DL are upregulated in vivo during the development of
EAE and could potentially be targeted is still unresolved.

We used EAE models, to assess the expression of NKG2DL during different disease
stages and to study NKG2D contribution. We used flow cytometry, qRT-PCR, western blot
and ELISA approaches.

We observed that MULT 1, one specific ligand of NKG2D, is upregulated in the CNS
of EAE mice and such elevated expression correlated with disease severity. Moreover,
MULT]1 was released in the cerebrospinal fluid during EAE and soluble MULT]1 increased the
effector properties of immune cells. In contrast, expression of other ligands did not vary

throughout disease. Finally, adoptive transferred of activated autoimmune T cells into NKG2D
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deficient recipient mice induced a significantly less severe disease than the transfer into wild
type counterparts. The proportion of infiltrated cells in the CNS correlated with disease
severity. Our results suggest that NKG2D and specific ligands could play a role in the
pathogenesis of EAE and potentially MS.

Keywords: Multiple sclerosis, EAE, NKG2D, MULT]1, flow cytometry
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Chapitre 1 : Introduction



1.0 Le systeme nerveux

Le systéme nerveux est composé du systeme nerveux central (SNC) et du systéme
nerveux périphérique (SNP). Le SNC est lui-méme composé de 1’encéphale, comprenant deux
hémisphéres cérébraux, du cervelet et du tronc cérébral ainsi que de la moelle épiniere (fig. 1).
Il est entouré de trois méninges : la dure mere, 1’arachnoide et la pie-mére puis respectivement
du crane ou des vertebres (Ranck, 1975). Dans 1’espace sous-arachnoidien, les quatre
ventricules cérébraux, le canal central de la moelle épiniere et le cul de sac dural, circule le
liquide cérébro-spinal (LCS). C’est un liquide biologique dont le volume chez 1’humain est
d’environ 140 ml renouvel¢ 3 a 4 fois par jour et résorbé au niveau des villosités
arachnoidiennes par le systéme veineux. Il a pour fonctions de protéger le SNC des chocs, de
I’isoler €lectriquement, d’éliminer les déchets, et de transporter les différentes cellules et les
protéines (Merril et al.,, 1981). En périphérie du cerveau, on retrouve le cortex cérébral
constituant la matiére grise ou sont situés les corps cellulaires des neurones. En profondeur, la
matiere blanche contient les fibres nerveuses (axones et dendrites) ainsi que la myéline. De la
matiere grise est également retrouvée en profondeur du cerveau, il s’agit des noyaux gris
centraux. A I’inverse du cerveau, dans la moelle épiniére la matiére blanche est en périphérie
et la matiére grise au centre (Gur et al., 1999). Le role du SNC est d’intégrer les informations
venant de la périphérie et de fournir une réponse adéquate. Il est composé d’environ 10% de
neurones et de trois types de cellules gliales principaux: les oligodendrocytes, les astrocytes et

les microglies (fig. 1) (Sokoloff, 1977).
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Figure 1 : Cellules du systéme nerveux central. Adapté de Anthony L. Mescher:
Junqueira’s Basic Histology, 14" Edition

1.1 Les neurones

Les neurones sont constitués d’un soma (corps cellulaire) et de neurites, appelés
dendrites ou axones. Les dendrites sont des prolongements ramifiés qui regoivent
I’information nerveuse au niveau de terminaisons post-synaptiques alors que les axones
transportent le message nerveux en périphérie et présentent a leurs extrémités une terminaison
pré-synaptique (Palay and Palade, 1955). Les messages nerveux sont transmis sous forme de
potentiels d’action (PA) caractérisés par trois étapes qui sont une dépolarisation neuronale
suivie d’une repolarisation puis d’une hyper-polarisation. Le PA fonctionne de maniére tout
ou rien, il faut qu’une valeur de potentiel de dépolarisation seuil soit atteinte pour qu’il soit
déclenché. Les PA étant tous identiques avec la méme amplitude, les informations nerveuses
sont codées en fréquence de PA (Bean, 2007). La communication entre neurones se fait
principalement au moyen de synapses chimiques, faisant intervenir des neurotransmetteurs
méme s’il existe également des synapses ¢électriques. La synthése de neurotransmetteurs se fait
aussi bien dans le corps cellulaire que dans 1’axone, et ces derniers sont ensuite stockés dans
les vésicules synaptiques. Lors de I’arrivée du PA, la dépolarisation de la terminaison pré-
synaptique conduit a I’ouverture des canaux calciques voltages dépendants, provoquant une
augmentation du calcium intracellulaire. Ceci entraine la fusion des vésicules synaptiques
remplies de neurotransmetteurs avec la membrane pré-synaptique. Les neurotransmetteurs
sont ainsi libérés dans la fente synaptique par exocytose et se fixent sur les récepteurs présents

sur la membrane post-synaptique (Yi and Ehlers, 2005).



Les neurotransmetteurs classiques sont 1’acétylcholine, les acides aminés (glutamate,
aspartate, acide y-aminobutyrique (GABA), glycine), les catécholamines (dopamine,
noradrénaline, adrénaline), I’indolamine (sérotonine) et I’imidazolamine (histamine) mais il
existe également des neurotransmetteurs peptidiques. Les neurotransmetteurs en surplus sont
diffusés et dégradés ou retournent dans la terminaison pré-synaptique grace a des
transporteurs. Il y a deux grandes catégories de récepteurs aux neurotransmetteurs, les
récepteurs canaux ou ionotropiques et les récepteurs couplés aux protéines G ou
métabotropiques (Hyman, 2005; Snyder, 2009). La liaison du neurotransmetteur sur son
récepteur crée soit un potentiel post-synatique excitateur (PPSE), principalement lorsque la
synapse est située en partie distale des dendrites soit un potentiel post-synatique inhibiteur
(PPSI), principalement lorsque la synapse est située en partie proximale des dendrites ou au
niveau du soma. Il faut que la somme des PPSE et PPSI dépasse le seuil de dépolarisation pour
que le PA soit déclenché (Gardner and Kandel, 1972). En outre, on comptabilise 6 types
neuronaux principaux caractérisés par la production d’un neurotransmetteur spécifique (Basar
and Guntekin, 2008):

- Le glutamate qui correspond au neurotransmetteur excitateur le plus courant. Il est tres
important pour la plasticité synaptique et notamment pour les processus mémoire (« long term
potentiation ») (Traynelis et al., 2010)

- Le GABA qui est le neurotransmetteur inhibiteur le plus commun (Hendry et al., 1989).

- L’acétylcholine qui est importante pour induire les mouvements des muscles par les
neurones provenant de la moelle épiniére mais qui intervient également dans certaines
activités corticales comme la régulation de la mémoire (Descarries and Mechawar, 2000).

- La noradrénaline qui est un régulateur des activités neuronales, aussi bien excitatrice
qu’inhibitrice, induites par les autres neurotransmetteurs. Au niveau du SNP, elle intervient
dans les réponses aigués au stress (Chamberlain et al., 2006).

- La dopamine qui intervient dans la régulation des mouvements mais aussi dans le systéme de
récompense, de plaisir et les phénomenes d’attention (Chinta and Andersen, 2005).

- La sérotonine qui est responsable des perceptions sensorielles, de la modulation de 1I’humeur
et de I’appétit. Dans la moelle épiniére, elle inhibe la voie de la douleur (Jacobs and Azmitia,

1992).



1.2 Les oligodendrocytes

Les progéniteurs d’oligodendrocytes sont des cellules rondes et unipolaires. Il existe
deux familles de cellules précurseurs d’oligodendrocytes (CPO), la majorité d’entre elles
exprime le « platelet-derived growth factor receptor » (PDGFR) et est dépendante du
« platelet-derived growth factor alpha » (PDGFa) pour leur survie et leur prolifération alors
que d’autres sont indépendantes de la voie PDGFR-PDGFa (Tokumoto et al., 2001).

Dans le SNC, les prolongements des oligodendrocytes s’enroulent autour des axones
des neurones et forment la gaine de myéline. Il existe aussi des axones non myélinisés dont la
vitesse de conduction est liée au diametre de 1’axone puisque la propagation des PA se fait par
courants locaux. Ainsi, plus ce diamétre est élevé, plus le flux est rapide (Nave and Werner,
2014). Les voies de signalisation entrainant la myélinisation de certains axones et pas d’autres
ne sont pas encore totalement ¢élucidées.

En général, un calibre minimum est requis (environ lvm) pour qu’un axone soit
my¢linisé. On sait également que l‘activité ¢lectrique des neurones ainsi que le
microenvironnement axonal et la densité des CPO jouent un role important (Rosenberg,
Kelland et al. 2008, Baraban, Mensch et al. 2016, (Sherman and Brophy, 2005). De plus,
d’autres études ont, par exemple, montré que 1’acide polysianilé de la « neural cell adhesion
molecule » (NCAM) n’est plus exprimé au moment de la myélinisation, que la « neuregulin-
1 » (NRGI) promeut la myé¢linisation ou que la « nerve growth factor » (NGF) a un rdle
régulateur sur cette derniere (Chan et al., 2004; Charles et al., 2000; Taveggia et al., 2008). En
outre, il existe des protéines inhibitrices (« junction adhesion molecule 2 » (JAM2)) au niveau
du soma et des dendrites expliquant que seuls les axones soient my¢linisés (Redmond et al.,
2016).

On peut observer en microscopie ¢électronique la composition de la gaine de myéline
caractérisée par une alternance de lignes denses majeures et claires dites intrapériodiques. Les
deux feuillets internes de la bicouche lipidique forment la ligne dense majeure (il n’y a plus de
cytoplasme entre les membranes internes) et les feuillets externes les lignes intrapériodiques.
La my¢éline est composée de 70% de lipides dont majoritairement du cholestérol mais aussi
des galactosides céramides et des sulfatyls. Elle contient 30% de protéines dont 50% de

« proteolipid protein » (PLP), 30% de « myelin basic protein » (MBP), 1% de « myelin-



associated glycoprotein » (MAG) et 0,1% de « myelin oligodendrocyte glycoprotein » (MOG)
(Greer, 2013).

Un seul oligodendrocyte peut former la myéline de plus de 50 segments d’axones
(Pfeiffer et al., 1993). La gaine de my¢line est séparée au niveau de nceuds de Ranvier. Ce
dernier est composé de trois zones : le nceud lui-méme, la zone paranode de part et d’autre du
neeud ou il y a contact direct entre la gaine et la membrane axonale (interaction
neurofascine/caspr-contactine) et la zone juxta-paranodale sans contact direct. La myéline
permet une propagation saltatoire du PA avec des échanges ioniques conduisant a la
dépolarisation neuronale seulement au niveau des nceuds de Ranvier ou sont présents les
canaux sodiques (Nave and Werner, 2014). Elle permet d’augmenter grandement la vitesse de
I’influx nerveux, ceci est essentiel a la communication neuronale efficace et rapide dans
I’espace condensé du SNC. Par exemple, pour un diametre de 10um la vitesse de conduction
est d’environ 1m/s sans myéline, elle peut atteindre jusqu’a 100m/s avec my¢line (Zalc et al.,
2008).

La gaine de my¢éline est ¢galement primordiale pour la maturation des axones et leurs
survies a long terme (Nave, 2010). Une perte de la gaine de myéline entraine donc un
ralentissement de I’influx nerveux voir un arrét en plus d’exposer les axones a de potentielles
sources de dommage. La myélinisation se déroule majoritairement pendant les premicres
années post-natales méme si c’est un processus continu que 1’on observe tout au long de la vie
de I’individu. A 1’age adulte elle est essentielle au maintien des fonctions cognitives et a la
plasticit¢é. Les nouveaux oligodendrocytes remplacent des cellules mortes de fagon
physiologique et permettent de remodeler la myéline préexistante ou myéliniser des axones
non-myé¢linisés préalablement. Les inter-noeuds formés sont plus courts et plus nombreux
(Bartzokis et al., 2012; Fields, 2008; Hermoye et al., 2006; Young et al., 2013; Zatorre et al.,
2012). Par conséquent, des CPO sont présentes chez 1’adulte, leur morphologie est un peu
différente mais ces cellules expriment les mémes marqueurs que leur ¢équivalent
embryonnaire. Ce sont des cellules plus ou moins quiescentes qui représentent entre 5 et 10 %
de toutes les cellules du SNC. En outre, les cellules souches adultes neurales peuvent aussi se
différencier en oligodendrocyte et participer a la formation de la gaine de my¢line. Ces deux
types cellulaires sont capables de proliférer, migrer et de se différencier en oligodendrocyte

my¢linisant (Peru et al., 2008).



Un certain nombre de pathologies neurologiques mais aussi psychiatriques sont
associées a une démyélinisation du SNC. De multiples causes ont été identifiées. Elles
peuvent, par exemple, étre génétiques (leucodystrophies), accidentelles (trauma spinal) ou
encore liées a la neuroinflammation (SEP). Malheureusement, la re-myélinisation dans le
contexte de ces pathologies permettant de préserver 1’intégrit¢ axonale et associée a la
rémission des signes cliniques reste trop limitée (Davis et al., 2003; Gieselmann et al., 1994;
Legroux and Arbour, 2015; Totoiu and Keirstead, 2005). Dans la SEP, I’échec de la re-
my¢linisation n’est pas di a la rareté des cellules progénitrices mais a leur inefficacité a se
différencier. Les raisons €voquées pouvant expliquer ceci, sont I’astrogliose ainsi que la
présence de débris de my¢line et de médiateurs de I’inflammation dans les 1ésions (Franklin,
2002; Kotter et al., 2006; Kuhlmann et al., 2008; Tanaka and Yoshida, 2014). Potentialiser les
mécanismes de réparation de la myéline dans des contextes pathologiques représente un défi

de taille pour les années a venir.

1.3 Les astrocytes

Les astrocytes tiennent leur nom de leur morphologie treés étoilée avec de longs
prolongements cytoplasmiques. Lors du développement, ces cellules participent au guidage
axonal et sont essentielles pour mener les axones vers les bonnes cibles. Elles ont un role
primordial a la synapse, on parle de synapse tripartite avec les pieds astrocytaires et les deux
terminaisons synaptiques. Elles interviennent dans la formation des synapses avec la
maturation des terminaisons pré et post synaptiques mais aussi dans la stabilisation ou
I’¢limination de ces dernicres et dans la régulation de la force de la transmission synaptique.
Les astrocytes sont donc primordiaux au développement, a la plasticité et a la fonction des
synapses (Chung et al., 2015a). Ils peuvent également éviter 1’excitotoxicité et les dommages
qui en découlent en re-capturant le surplus de glutamate dans la fente synaptique ou au niveau
de sites extrasynaptiques (Hamilton and Attwell, 2010).

Les neurones n’étant jamais en contact avec les vaisseaux sanguins, les astrocytes
forment également un soutien trophique, antioxydant et métabolique important au bon
fonctionnement de ces derniers. En effet ils stockent et délivrent du glucose aux neurones,
leurs fournissent des facteurs de croissance et se débarrassent de leurs métabolites dans la

circulation générale (Allaman et al., 2011). Ces cellules sont trés riches en transporteurs
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(ex : « Excitatory amino acid transporter » (EAAT), « glucose transporter » (GLUT), Na/K
ATPase, « GABA transporter » (GAT)) et importantes pour le maintien de I’homéostasie en
régulant par exemple 1’osmolarité, le pH et la teneur en eau. Les astrocytes connectés les uns
aux autres par des connexons (Gap junction) sont des cellules frontiéres entre différentes
régions du SNC. On les retrouve notamment au niveau de la jonction LCS-parenchyme
cérébral et au niveau de la « barriere hémo-encéphalique » (BHE). Ils participent au maintien
de leur intégrité mais ils regoivent également des informations (molécules présentes) venant
des différents compartiments. Au niveau de la BHE, les astrocytes peuvent moduler le flux
sanguin en libérant des molécules vasodilatatrices (prostaglandines, acides
époxyeicosatrienoiques) ou  vasoconstrictrices  (acide  20-hydroxyeicosatetraenoique)
(MacVicar and Newman, 2015).

Alors que les astrocytes étaient vu comme un sous type cellulaire homogene, on sait
maintenant que c’est une population complexe avec une diversité importante (Ben Haim and
Rowitch, 2017; Khakh and Sofroniew, 2015). On observe des différences morphologiques et
de profile moléculaire. Dans la matieére blanche, les astrocytes sont de morphologie allongée,
avec une forte expression de « glial fibrillary acidic protein » (GFAP) alors que dans la
matic¢re grise ils sont de morphologie radiale, avec une faible expression de GFAP. Les
premiers s’appellent les astrocytes fibreux et forment des contacts avec les synases et les
vaisseaux sanguins. Les seconds s’appellent les astrocytes protoplasmiques et forment des
contacts avec les oligodendrocytes et les axones myélinisés. Il existe 7 autres types
d’astrocytes qui sont des cellules spécialisées comme les cellules gliales de Bergmann dans le
cervelet, de Miiller dans la rétine ou les cellules souches adultes neurales (cellules de type B).
Ces dernicres sont trés plastiques et capables de répondre a certains facteurs
environnementaux comme le niveau de stress ou la présence d’agents infectieux. Elles peuvent
devenir des cellules gliales (ex: voie Notch, BMP) ou des neurones (ex: voie Wnt,
antagoniste de BMP) en fonction du microenvironnement (types cellulaires présents, signaux
cellulaires, matrice extracellulaire, microvasculature) (Salgado et al., 2015). Un changement
du microenvironnement peut induire un changement de destin des cellules souches adultes
neurales. En effet, par exemple, la démyélinisation peut induire I’augmentation de la chordine
dans la zone subventriculaire, ou se trouvent ces cellules, et réorienter leur différenciation en

oligodendrocytes a la place de neurones (Jablonska et al., 2010). On observe aussi des
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différences fonctionnelles des astrocytes en fonction des zones du cerveau. Par exemple, une
¢tude a montré que des cellules de type B étaient capables de se différencier en neurones
quand elles étaient mises en co-culture avec des astrocytes venant de I’hippocampe mais pas
quand elles étaient mises en co-culture avec des astrocytes venant de la moelle épiniére (Song
et al., 2002).

Les astrocytes sont capables de répondre a des situations pathologiques (ex : 1ésion,
inflammation) par exemple en libérant des cytokines pro-inflammatoires, en répondant aux
médiateurs de I’inflammation ou en participant a la cicatrisation. Le processus de cicatrisation
s’appelle 1’astrogliose et est caractéris¢ par une prolifération des astrocytes, une sécrétion de
médiateurs de 1’inflammation, un changement de phénotype, ainsi qu’une synthése et une
redistribution des protéines du cytosquelette. En outre, les génes induits différent suivant la
pathologie. Par exemple, les astrocytes réactifs dans un modele d’accident vasculaire cérébral
ont un phénotype A2 protecteur (expression de facteurs neurotrophiques), alors que ceux dans
un modele de neuroinflammation induit par le LPS ont un phénotype Al délétére, notamment
sur les neurones voisins (expression des protéines du complément). Suite a un stimulus dans
une méme région, seuls certains sous types d’astrocytes deviennent réactifs (Zamanian et al.,
2012). L’astrogliose est un mécanisme physiologique de protection du SNC qui permet de
confiner les dommages a la région touchée, mais qui peut également étre un obstacle a la
repousse axonale et a la remyélinisation (Sofroniew, 2014). Des études récentes mettent en
¢vidence que des dysfonctions des astrocytes peuvent aussi étre a I’origine de dysfonctions

neuronales et entrainer des symptomes neurologiques (Chung et al., 2015b; Tong et al., 2014).

1.4 Les microglies

Les microglies sont des cellules nerveuses d’origine extrinséque mésodermique,
contrairement aux autres cellules gliales et aux neurones. A partir du sac vitellin extra-
embryonaire, certains progéniteurs communs myéloides colonisent progressivement le SNC et
se différencient en microglie. Aprés migration dans le parenchyme cérébral et différents stades
de mitose, elles passent d’une forme amiboide (gros corps cellulaire, peu de prolongement) a
une forme ramifiée. Le récepteur « colony stimulating factor 1 » (CSF-1), le « macrophage-

colony stimulating factor » (M-CSF) et « I’interleukine 34 » (IL-34) interviennent dans le



développement microglial en prévenant I’apoptose et en ayant un effet chimiotactique,
mitogénique et morphogénique (¢longation des processus cellulaires) (Erblich et al., 2011).
Les microglies sont retrouvées dans toutes les structures du SNC a un taux variant de 5
a 12% du nombre total de cellules neurales. Elles ont des formes spécifiques suivant leur
localisation, par exemple dans le cortex cérébral elles présentent des ramifications tout autour
du corps cellulaire alors que dans le corps calleux les ramifications sont polarisées et se
retrouvent uniquement de chaque coté du corps cellulaire (Perry, 1994). Plus largement, le
phénotype fonctionnel des microglies est régionalement hétérogéne et 1ié au
microenvironnement cérébral local. L hétérogénéité se base principalement sur les fonctions
immunorégulatrices et bio-energétiques de ces cellules. Les fonctions des microglies stiatales
et corticales sont similaires et ¢loignées de celles des microglies du cervelet alors que les
microglies hippocampales ont un phénotype intermédiaire. Les microglies du cervelet ont une
expression des geénes associés aux réponses immunitaires et a la défense de 1’organisme (ex :
genes du « complexe majeur d’histocompatibilité » (CMH) ou de la signalisation interféron)
plus importante que dans les autres régions. Les microglies du cervelet et de I’hippocampe ont
une plus grande expression des geénes associés au systeme de production d’énergie et de sa
régulation (ex : geénes associés a la synthése d’ATP ou a la glycolyse). On observe également
une évolution différente des microglies avec 1’age suivant leur localisation. La distinction du
phénotype des microglies du cervelet s’amplifie avec 1’dge alors que celle des microglies de

I’hippocampe diminue par rapport a celles du cortex et du stratum (Grabert et al., 2016).

L’apoptose est une forme fréquente de mort neuronale dans laquelle les microglies
interviennent en répondant aux signaux « eat me » correspondant a I’externalisation de la
phosphatidylsérine et en phagocytant les débris cellulaires. Ceci permet de prévenir la fuite
des médiateurs cytotoxiques et pro-inflammatoires (Elliott et al., 2009). Les microglies
participent également a la promotion de la mort de différents types de neurones au cours du
développement (cellules de Purkinje, cellules rétinales, motoneurones) notamment via la
signalisation du « tumor necrosis factor alpha » (TNF-a), du « nerve growth factor » (NGF) et
la production d’ions superoxides (Frade and Barde, 1998; Marin-Teva et al., 2004; Sedel et al.,
2004).
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Les microglies sont impliquées dans I’¢lagage synaptique via le CX3CRI1, qui
représente un processus essentiel au développement normal du SNC (Paolicelli et al., 2011).
Ainsi elles entrent transitoirement en contact avec les épines synaptiques peu actives, pour
potentiellement les phagocyter (Tremblay et al., 2010; Wake et al., 2009). Les microglies
jouent aussi un rdle dans la plasticité synaptique chez 1’adulte. En effet, leur élimination
conduit a des troubles d’apprentissage et de mémoire. Ce mécanisme semble dépendant du
« brain-derived neurotrophic factor » (BDNF) (Parkhurst et al., 2013). Une autre fonction des
microglies est de favoriser 1’anastomose vasculaire en établissant des liens étroits avec des
bourgeons endothéliaux et en intervenant dans la croissance des vaisseaux au niveau de la

rétine (Fantin et al., 2010).

En plus de ces fonctions physiologiques essentielles au développement et au
fonctionnement normal du SNC, les microglies sont capables de répondre aux attaques du
SNC. Alors que le corps cellulaire des microglies est fixe en condition normale, leurs
prolongements sont trés motiles et sont en constant remodelage pour scanner 1’environnement.
Ainsi I’ensemble de I’espace extracellulaire est exploré en 2h. Lors d’une Iésion, les
microglies autour isolent la zone touchée en réorganisant leurs prolongements. Cette réponse
est induite par la liaison d’ATP, d’ADP ou d’UTP aux récepteurs purinergiques des microglies
(Davalos et al., 2005). Les microglies peuvent aussi s’activer dans certains contextes
pathologiques (neurodégénérescence, infection, maladies métaboliques ou inflammatoires,
tumeur etc.) suite a la fixation de facteurs endogénes ou exogenes. Il peut s’agir, par exemple,
de composants viraux ou bactériens (« lipopolysaccharide » (LPS), CpG) reconnu par les
« Toll like receptor » (TLR)), de protéines anormales (prion, B-amyloide), de protéines du
plasma (thrombine, albumine), de cytokines inflammatoires ou de médiateurs du complément.
Elles prennent alors une forme amiboide et elles vont recruter et activer des cellules
immunitaires dans le parenchyme cérébral. Elles augmentent leur expression des molécules du
CMH, de CD80 et CD86, leur capacité fonctionnelle (ex : phagocytose, sécrétion de cytokine),
mitotique ainsi que la motilit¢é de leur corps cellulaire (Ransohoff and Cardona, 2010;

Ransohoff and Perry, 2009).
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Les microglies peuvent a la fois sécréter des médiateurs neurotoxiques en réponse a
une activation au LPS ou a [Ulinterféron-gamma (IFN-y) (protéase, cytokines pro-
inflammatoires, O°-, glutamate) ou neuroprotective en réponse a I’exposition a I'IL-4
(« fibroblast growth factor beta » (FGFp), cytokine anti-inflammatoire, thrombospondine).
Dans les maladies neurodégénératives, les microglies peuvent avoir un role protecteur en
phagocytant les débris cellulaires et les protéines anormales ou neurotoxiques en libérant de
fagon excessive des cytokines (Salter and Stevens, 2017). Il a également ét¢ montré que les
microglies induisent des dysfonctions dans le SNC des patients atteints de maladies
neurodégéneratives par un exces d’élagage synaptique. Ces dysfonctions microgliales sont
liées a une augmentation de I’expression des protéines du complément (Hong et al., 2016; Lui
et al., 2016; Vasek et al., 2016; Williams et al., 2016). De plus, les microglies activées peuvent
aussi promouvoir un phénotype neurotoxique Al délétaire des astrocytes observés dans les
maladies neurodégénératives et notamment dans la SEP (Liddelow et al., 2017). En outre, les
microglies ne sont pas seulement des acteurs secondaires dans les atteintes du SNC. En effet,
des études génétiques ont mis en évidence des variants, des sur-expressions ou des mutations
de génes microgliaux associés a une augmentation du risque de développer des maladies

neurodégénératives (Colonna and Wang, 2016; Guerreiro et al., 2013; Zhang et al., 2013).

1.5 La barriere hémo-encéphalique

La BHE régule les échanges entre le sang et le parenchyme cérébral (Stork et al.,
2008). Elle est composée de cellules endothéliales, de pieds astrocytaires, de deux lames
basales, une astrocytaire et une endothéliale, de péricytes, et de neurites en contact avec les
astrocytes. Les cellules microgliales peuvent aussi intégrer ce complexe neurovasculaire
(Hawkins et al., 2006). Les péricytes enchassés dans la lame basale sont importants pour le
maintien de la barriére, la vasotonicité et le controle de 1’oxygénation (Winkler et al., 2011).
Les jonctions étanches, présentes entre les cellules endothéliales cérébrales, forment un réseau
complexe et empéchent les échanges passifs entre le sang et le parenchyme cérébral (Wolburg
and Lippoldt, 2002). Les échanges se font grace a 1’expression polarisée de nombreux
transporteurs actifs situés a la fois au niveau des membranes apicale et basale comme les
« receptor-mediated transport » (RMT), les « active efflux transport » (AET) et les « carrier-

mediated transport » (CMT). Les transporteurs permettent le passage de molécules nécessaires
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au bon fonctionnement du parenchyme cérébral, mais ces derniers peuvent ¢galement refouler
des molécules potentiellement toxiques. Ce sont les petites molécules hydrophobes qui passent
le mieux la BHE, méme si celle-ci est trés perméable a certaines molécules hydrophiles
comme le glucose et les acides aminés (Wong et al., 2013). Les protéines impliquées dans ces
jonctions serrées sont entre autres les occludines, les claudines et les JAMs (Furuse et al.,
1998; Furuse et al., 1993; Martin-Padura et al., 1998). La cohésion de la paroi se fait grace aux
jonctions adhérentes avec, par exemple, le complexe protéique cadhérine-caténine (Itoh et al.,
1993). En condition physiologique, des cellules immunitaires peuvent entrer dans le SNC de
fagon transcellulaire ou paracellulaire grace aux molécules d’adhésion, aux récepteurs de
chimiokine et aux intégrines afin de faire de I’immuno-surveillance. Cette infiltration se fait en
cinq étapes : capture/roulement, activation, adhésion, rampement, diapédeése. En condition
pathologique, des bris dans la BHE et une augmentation de I’expression des molécules
d’adhésion peuvent conduire a une infiltration significative de leucocytes dans le SNC

(Lecuyer et al., 2016).

1.6 Systémes lymphatiques cérébraux

Le SNC a longtemps ¢été décrit comme un organe immuno-privilégié en raison de la
présence de la BHE et de I’absence de vaisseaux lymphatiques. Cependant cette affirmation
est controversée ces dernieres années par la preuve de I’existence d’une surveillance
immunitaire et d’un réseau lymphatique dans le SNC (Engelhardt et al., 2016). En effet, des
¢tudes ont permis de mettre en évidence un systéme appelé g-lymphatique ainsi que des
vaisseaux lymphatiques au niveau des méninges (Iliff et al., 2012; Louveau et al., 2017,
Louveau et al., 2015). En outre, une connexion entre ces deux structures a ¢t¢ démontrée
(Aspelund et al., 2015).

Le systéme g-lymphatique est un systéme de drainage des fluides, des protéines
solubles et des métabolites tres important pour 1’homéostasie du tissu et principalement actif
pendant le sommeil. Il permet non seulement d’éliminer les déchets mais aussi de distribuer le
glucose, les lipides, les acides aminés ou encore les neurotransmetteurs dans le SNC. On peut
décrire le systéme g-lymphatique comme un flux polarisé convectif de liquide dans ’espace
périveineux autour des veines larges profondes du parenchyme cérébral. Il est caractérisé par

des échanges rapides entre le LCS et le liquide interstitiel qui est collecté puis drainé en dehors
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du cerveau vers le systtme lymphatique cervical. Les canaux gliaux AQP4 ont un role
important dans le transport convectif du fluide (Jessen et al., 2015).

Le second réseau lymphatique, au niveau des méninges est constitué¢ de vaisseaux
tapissant le sinus dural qui possédent tous les marqueurs moléculaires des cellules
endothéliales lymphatiques périphériques. Cette structure permet de transporter le liquide, les
macromolécules et les cellules immunitaires provenant du LCS vers les ganglions
lymphatiques cervicaux profonds. Ce réseau est important a la fois pour ¢€liminer les

macromolécules et pour la surveillance immunitaire du SNC (Louveau et al., 2015).

2.0 Le systéme immunitaire

Le systéme immunitaire (SI) est composé des systémes immunitaires inn¢ et adaptatif
(Hoebe et al., 2004). Sa fonction est de lutter contre les infections et les cellules tumorales. Ce
systéme complexe est doué¢ de mémoire. Il est composé de multiples cellules présentent dans
le sang, les organes lymphoides et les tissus qui migrent et coopérent pour exercer leurs
fonctions, ainsi que de facteurs solubles qui permettent la régulation des réponses, la
coopération et la migration des cellules. Le SI inné est la premiere ligne de défense contre les
pathogenes, il donne une réponse immédiate et stimule le systéme adaptatif qui produit une
réponse plus tardive mais spécifique a I’antigéne (Iwasaki and Medzhitov, 2015). Le SI inné
inclut les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques (CD), les mastocytes, les
cellules tueuses naturelles (NK), le complément et les granulocytes (basophile, éosinophile et
neutrophile). Les lymphocytes T (LT) y0 et les cellules T tueuses (NKT) partagent des
propriétés des SI inné et adaptatif. Les cellules du SI adaptatif incluent les LT CD4 et CDS8
ainsi que les lymphocytes B (LB) (Sharpe and Mount, 2015) (fig. 2).
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Figure 2 : Cellules du systéme immunitaire. Adapté de Dranoff G. 2004 Nature Reviews
Cancer.

2.1 Le systeme immunitaire inné

Les cellules de I'immunité innée sont présentes dans les zones en contact avec
I’extérieur (peau, muqueuses) ainsi que dans le sang et les ganglions. Des signaux de danger
du non-soi autrement dit des microorganismes (bactéries, virus et parasites) ou du soi mais
associés a des dommages cellulaires « damage associated molecular pattern » (DAMP)
produits lors de stress ou de mort cellulaire (nécrose) peuvent activer le SI inné. Les agents
infectieux contiennent des motifs appelés « pathogen associated molecular pattern » (PAMP)
reconnus, tout comme les DAMPs, par les « pattern recognition receptors » (PRR) exprimés
par de nombreux types cellulaires dont les cellules de I'immunité innée. Ces récepteurs
incluent les TLRs, les C-type lectin receptors (CLRs), les NOD-like receptors (NLRs) et les
RIG-I-like receptors (RLRs). L’activation de ces récepteurs par les différents signaux
de danger déclenche une réaction inflammatoire avec une production de cytokines, de
chimiokines et une extravasation des cellules immunitaires dans le site inflammatoire (Kumar

et al., 2011). En outre, suite a une infection primaire, le SI inné est capable d’étre entrainé et
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d’augmenter ses fonctions effectrices afin de produire une protection plus efficace aux
infections secondaires. Ceci est le résultat d’une reprogrammation épigénétique (Netea et al.,

2016).

2.1.1 Les cellules présentatrices d’antigéne

Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) sont des cellules capables de capturer les
antigénes, de les internaliser et les cliver pour les appréter et les présenter sous forme de
peptides par les molécules du CMH (Nakayama, 2014). Le CMH est I’ensemble des genes
codant pour les antigenes « Human leukocyte antigens» (HLA) chez I’humain dont la
découverte a valu un prix Nobel de physiologie et de médecine a J. Dausset, G. Snell et B.
Benacerraf en 1980. Il contient plus de 200 génes placés sur le chromosome 6. Les molécules
de classe I et II sont polymorphes, d’expression co-dominante et impliquées dans la
présentation d’un peptide antigénique aux LT CD8 et CD4 respectivement. Les peptides se
fixant aux CMH de classe I font entre 8 et 10 acides aminés alors que ceux se fixant au CMH
de classe II font plus de 13 acides aminés (Neefjes et al., 2011). Les molécules de la classe III
sont des composants du complément et des molécules de I’inflammation (Milner and
Campbell, 2001). Les molécules de classe I peuvent étre présentes sur toutes les cellules
nucléées de 1’organisme alors que celles de classe II sont exprimées seulement sur les CPA.

Les interactions antigéne-CMH sont caractérisées par leur faible affinité, leur faible
constante de dissociation et le fait que seuls les peptides peuvent se lier (et non les protéines et
antigénes lipidiques). Le CMH non lié¢ a un peptide est instable (Lafuente and Reche, 2009).
Les molécules de classe Il sont classiquement chargées avec des peptides présents dans le
compartiment vésiculaire, c’est la voie exogéne de présentation antigénique (Watts, 2004). Les
molécules de classe I sont chargées au niveau du réticulum endoplasmique (RE) avec des
peptides formés dans le cytosol, c’est la voie endogene de présentation antigénique (Rock et
al., 2004). Dans les CPA, on peut également retrouver une présentation d’antigéne exogene
sur les CMH de classe I, les peptides toujours chargés au niveau du RE peuvent venir de corps
apoptotiques tumoraux ou de microbes opsonisés (Ackerman and Cresswell, 2004).
L’opsonisation est le recouvrement d’une cellule cible pour favoriser sa phagocytose. Le

complexe CMH-peptide est reconnu par le récepteur des LT (TCR) (Mempel et al., 2004). Les
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CPA expriment également les molécules de co-stimulation CD80 et CD86 essentielles pour
I’activation des LT en se liant au CD28 présent sur ces cellules (Brzostek et al., 2016).

Les monocytes une fois sortis de la circulation sanguine périphérique se différencient
en CD ou en macrophages. Ces dernicres, ainsi que les LB sont les CPA professionnelles
(Mann and Li, 2014). Les signaux « danger » permettent la migration des CD vers les organes
lymphoides secondaires ou elles peuvent maturer et augmenter leur expression du CMH de
classe II et des molécules de co-stimulation (Guermonprez et al., 2002). Les niveaux
d’expression du CMH et des molécules de co-stimulation par les macrophages augmentent
suite a une exposition bactérienne ou a la présence de certaines cytokines (Mosser, 2003). Les
LB peuvent internaliser spécifiquement les antigénes reconnus par leur récepteur de LB (BCR)
avant de les dégrader et d’en présenter les peptides par les molécules du CMH. Ils peuvent
¢galement, comme les autres CPA, internaliser les antigénes par phagocytose ou pinocytose
(Rodriguez-Pinto, 2005). Les LB expriment les molécules du CMH de fagon constitutive, mais
ils augmentent leur expression et celle des molécules de co-stimulation apres activation

(Batista and Harwood, 2009).

2.1.2 Les NK, NKT, LT yd

Les cellules NK sont caractérisées par un large éventail de fonctions effectrices. Elles
sont capables d’engendrer la mort de cellules cibles, principalement des cellules tumorales ou
infectées mais aussi d’influencer les réponses immunitaires en régulant les réponses des LT
CD4 ou des cellules dendritiques (Morandi et al., 2012; Moretta et al., 2003). Ces cellules
contiennent des granules d’enzymes lytiques et peuvent lyser d’autres cellules via plusieurs
mécanismes dont la cytotoxicit¢ a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC).
L’ADCC est importante pour la lutte contre le cancer. Elle consiste en la fixation par le
récepteur FcyRIII de la partie constante (Fc) des immunoglobulines de type G (IgG) liées aux
cellules cibles. Cette fixation permet 1’activation des NK et la libération de la perforine et du
granzyme afin de lyser la cellule cible.

Les cellules NK expriment des récepteurs inhibiteurs « killer-cell immunoglobulin-like
receptors » (KIR) et activateurs « killer activating receptors » (KAR) et sont stimulées par
I’IL-12 et IL-15. Les cellules normales non infectées expriment le CMH de classe I qui se fixe

au KIR et inhibe le KAR, empéchant la lyse de la cellule cible. Toutefois, certains pathogénes
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viraux (ex : adénovirus, virus herpés simplex, cytomégalovirus humain) peuvent inhiber
I’expression du CMH de classe I afin d’éviter la reconnaissance par les LT CDS8 (Fruh et al.,
1997). Les cellules ainsi infectées et dépourvues de CMH peuvent conduire a I’activation des
cellules NK via I’activation du KAR ; la cellule NK libére ainsi de la perforine et du granzyme
permettant la lyse de la cellule n’exprimant pas le CMH.

Les LT yd sont principalement localisés dans les épithéliums, et reconnaissent les
antigenes rencontrés dans les frontieres €pithéliales comme les phosphoantigenes des microbes
ou des microbactéries. Ils présentent également des fonctions antivirales. Ils constituent entre
10 et 100% des cellules T présentes dans I’épithélium mais seulement de 1 a 5 % des cellules
T présentes dans la circulation sanguine ou les organes lymphoides secondaires. Ils ont un role
primordial dans I’homéostasie du tissu épithélial et dans la ré-épithélialisation suite a des
dommages, entre autres, grace a la sécrétion de facteurs de croissance. Ces cellules
entretiennent ainsi les fonctions de barriere épithéliale. Elles procurent une réaction rapide et
une protection vis a vis des pathogenes envahissants en sécrétant des peptides antimicrobiens,
des médiateurs de I’inflammation et en permettant le recrutement de cellules effectrices. Les
LT yd résident des épithéliums permettent également une tolérance microbiale de 1’hote,
important par exemple au niveau de I’épithélium intestinal (Nielsen et al., 2017).

Les cellules NKT sont des cellules ayant des propriétés des cellules NK et des LT, elles
reconnaissent uniquement les antigénes lipidiques présentés par le récepteur « class I MHC-
like molecule » CDI1d. On distingue deux populations de NKT, les NKT de type 1 ou
invariants et les NKT de type 2 ou variants. Les NKT de type 1 possédent une chaine TCR-
o invariante et un nombre limité de chaines TCR-f non-invariantes. Les NKT de type 2
utilisent diverses chaines TCR a et B. Les NKT de type 2 sont donc réactifs pour plusieurs
auto-antigénes ou dérivés de microbes, ils sont plus abondants que les NKT de type 1. Les
NKT de type 2 sont capable d’interagir avec d’autres cellules de ’organisme et de moduler
leurs fonctions. Ainsi, ils peuvent induire 1‘activation et la différentiation des LB, inhiber les
fonctions effectrices des LT, induire la tolérance des microglies et des CD. On observe
¢galement une régulation croisée des NKT de type 1 par les NKT de type 2 induisant I’anergie

(Dhodapkar and Kumar, 2017). En outre, des études utilisant le modele EAE, ont mis en
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¢vidence un role préventif des NKT dans le développement de cette maladie (Jahng et al.,

2004; Maricic et al., 2014).

2.2 Le systeme immunitaire adaptatif

C’est un systéme doté de mémoire, autrement dit la réponse immunitaire est plus
rapide et intense lorsque le pathogene est rencontré pour la seconde fois. Les lymphocytes ont
la possibilit¢ de reconnaitre un trés grand nombre d’antigénes et de s’adapter a
I’environnement grace notamment a la trés grande diversit¢ du BCR ou du TCR d’expression
clonale appelé répertoire. Chaque clone de Ilymphocyte est équipé d’un récepteur
reconnaissant un certain nombre d’antigenes. A un instant donné, un individu possede
plusieurs dizaines de millions de clones de lymphocytes de spécificités différentes dont une
grande majorité est tolérante aux antigénes de soi. La diversité est dépendante de la génétique
de chaque individu et se déroule dans les organes lymphoides primaires que sont le thymus et
la moelle osseuse en deux phases (génération et sélection) (Cooper and Alder, 2006).

Le BCR est composé d’une chaine 1égere et d’'une chaine lourde liées par des ponts
disulfures ; le BCR est en fait une immunoglobuline ou un anticorps exprimé a la surface du
LB. L’extrémité de chaque chaine constitue une région hypervariable, respectivement VL pour
la chaine légeére et VH pour la chaine lourde. Chaque chaine est constituée de régions
constantes en plus de la région variable, une pour la chaine 1égére CL et trois pour la chaine
lourde CH1, CH2 et CH3 (Treanor, 2012).

Le TCR est compos¢ d’une chaine a et une chaine 3, chacune composée d’une région
constante C (Ca ou C suivant la chaine) et d’une région variable V a son extrémité (Va ou
VP suivant la chaine). La région variable est responsable de la reconnaissance antigénique
(Kuhns et al., 20006).

La génération de la diversité du BCR ou du TCR se fait par recombinaison somatique,
autrement dit par rapprochement des régions V et C. La recombinaison permet le
rapprochement des sous segments génétiques VI, J et Vh, D, J pour former respectivement les
exons VL et VH pour le BCR ou Va et VB pour le TCR. Il existe un grand nombre de sous
segments génétiques, donc une possibilité de produire un grand nombre d’exons VH ou V3 et

VL ou Va par recombinaison aléatoire (Hoehn et al., 2016; Laydon et al., 2015).
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La sélection positive consiste en une absence de signal de mort entrainant la survie des
lymphocytes qui reconnaissent les antigénes du soi avec une faible affinité. La sélection
négative consiste en un mécanisme d’apoptose entrainant la mort des lymphocytes qui
expriment un BCR ou un TCR ayant une forte affinité pour les antigénes du soi qui leur sont

présentés durant leur maturation (Edry and Melamed, 2004; Starr et al., 2003).

2.2.1 Les lvmphocytes T

Ce sont les cellules majeures de I’immunité adaptative. Elles ont un rdle dans le
controle des infections, le rejet d’allogreffe, I’'immunité anti-tumorale, ’hypersensibilité et la
coopération avec les LB (von Andrian and Mackay, 2000). La maturation des LT a lieu dans
le thymus (organe lymphoide primaire-diversité).

A leur entrée dans le thymus les cellules sont au stade double négative et sont
caractérisées par une absence d’expression de CD4, CDS8, CD3 et TCR. Aprés I’étape de
génération décrite précédemment, environ 60% d’entre elles deviendront des LT exprimant un
TCR af3 associ¢ au CD3, et seront doubles positives CD4 et CD8. Entre les phases de
s¢lections positive et négative décrites précédemment, les thymocytes au stade double positif
deviendront pour la plupart simple positif CD4 ou CDS8 (Takahama, 2006).

Les LT naifs ainsi produits sont ensuite relachés dans le sang et différenciés dans les
organes lymphoides secondaires (rate, ganglions) en LT CD4 dit « helper » (Th) ou auxiliaires
effecteurs Thl, Th2, Th17, Th9, Th22, en « T follicular helper » (Tth), en LT « régulateurs »
(LTreg) ou en LT cytotoxiques CD8. Une partie sera différenciée en LT effecteur et entrera
dans les tissus exercer leur fonction de destruction des pathogeénes, une autre en LT mémoire
(Golubovskaya and Wu, 2016). Les LT naifs se différencient dans la zone T des ganglions au
contact des CD matures. Le premier signal induit par la liaison TCR/CMH-peptide entraine
une cascade de signalisation intracellulaire induisant un changement de fonction, d’expression
de genes, une différenciation et une activation cellulaire, mais n’est pas suffisant et doit étre
associ¢ a un second signal pour que, la différenciation et la prolifération clonale des LT, soit
complete. Le second signal correspond a I’interaction du CD28 avec le CD80 (B7-1) ou le
CD86 (B7-2) et entraine la production de I'IL2. Le CD28 est exprimé par les LT naifs et
activés (Corthay, 2006).
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Les Thl sont importantes pour I’immunité cellulaire et interviennent dans 1’activation
des macrophages, 1’élimination des pathogénes intracellulaire et 1’hypersensibilité retardée.
Les Th2 sont importantes pour I’immunité humorale et interviennent dans la protection contre
les microorganismes a habitat extracellulaire, la prolifération, I’activation et la différenciation
des LB ainsi que I’hypersensibilit¢ immédiate (allergie). Les Thl7 interviennent dans
I’inflammation tissulaire et les maladies auto-immunes. Elles ont un précurseur commun et la
balance Th1/Th2/Th17 dépend de la nature des antigeénes et des cytokines environnantes; I’IL-
12 favorise la différenciation Thl, I’'IL-4 la différenciation Th2, I’'IL-6, I'IL-23 et le TGF-B la
différentiation Th17. Tbet et Stat4 sont des facteurs de transcription importants pour la
différenciation Thl, GATA3 et Stat6 pour la différenciation Th2, RORyT pour la
différentiation Th17. Les Thl produisent I’'IFNy, le TNF, I’IL-2 et le GM-CSF, alors que les
Th2 produisent 1I’'IL-4, I'IL-10, ’IL-13, I'IL-5 et I’'[-L6. L’IL-4 et I’'[FNy induisent une
régulation négative réciproque sur la balance Th1/Th2. Les Th17 produisent principalement
les cytokines IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 et le GM-CSF (Zhu et al., 2010).

Les fonctions des LT CD4 et CD8 effecteurs sont régulées négativement par les LTreg.
Cette population de cellules est importante pour la tolérance périphérique et expriment le
facteur de transcription FoxP3, la chaine a du récepteur a I’'IL2 CD25 ou encore des molécules
d’inhibition comme le « cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 » (CTLA-4). On peut
noter que les protéines exprimées sur le LTreg sont communes aux LT activés, ceci suggere
que l’activation des LTreg est nécessaire a I’induction des mécanismes suppresseurs des LT
(Corthay, 2009).

Les LT CDS8 sont capables de secréter des cytokines pro-inflammatoires et d’induire
I’apoptose des cellules cibles soit en expulsant les molécules cytotoxiques perforines et
granzymes B soit via la voie Fas. La perforine s’insére dans la bicouche lipidique afin de
permettre la pénétration dans la cellule du granzyme B. Le récepteur Fas contenant un
domaine de mort FADD est exprimé sur les cellules cibles alors que le ligand FasL sur les LT
CDS. Le granzyme B ou ’interaction Fas/FasL induisent I’activation en cascade de caspases
conduisant a la mort de la cellule infectée (Wong and Pamer, 2003). Comme les LT CD4, les
LT CDS peuvent également étre polarisés dépendamment de leur environnement en Tcl, Tc2,

Tcl7 et Tcreg. L’induction, les facteurs de transcription exprimés et les cytokines produites
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sont similaires entre les Th1/Tcl, Th2/Tc2, Th17/Tcl7 et Treg/Tcreg. Toutefois, moins
d’études ont caractérisé en détails les facteurs contribuant a la polarisation des cellules T CD8

(Ley, 2014).

2.2.2 Les lymphocytes B

La maturation et la différenciation des LB se font en deux temps dans deux organes
différents. La premiére phase de maturation décrite précédemment a lieu dans la moelle
osseuse (organe lymphoide primaire-diversité). La seconde phase d’activation et de
différenciation se fait dans les organes lymphoides secondaires (rate, ganglions) et est
dépendante de I’antigéne et dans certains cas des LT CD4. Les LB activés se différencient en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps de méme spécificité que leur BCR ou en LB mémoires.
Les anticorps permettent une protection contre les pathogénes grace a leurs régions variables
par neutralisation des toxines bactériennes et des virus. Ils peuvent aussi grace a leurs régions
variables et constantes induire un lyse cellulaire de type ADCC, une activation du complément
ou faire de I’opsonisation (LeBien and Tedder, 2008).

Les caractéristiques des réponses a anticorps sont leurs spécificités, le fait que les
antigenes soient reconnus en absence de CMH et le grand nombre de clones permettant une
large possibilité de reconnaissance antigénique, appelé « répertoire B ». Les antigénes peuvent
étre des protéines, des polysaccharides, des lipides couplés a des protéines et des acides
nucléiques. Certains antigénes sont thymo-dépendants (protéines), c’est a dire qu’ils
nécessitent I’intervention des LT CD4 pour induire 1’activation et la différenciation des LB
alors que d’autres sont thymo-indépendants (ex : polysaccharides, glycolipide) (McHeyzer-
Williams and McHeyzer-Williams, 2005).

La réponse des LB aux antigénes T dépendants nécessite deux signaux. Le premier est
la fixation de I’antigéne au BCR entrainant I’augmentation de I’expression de la molécule de
co-stimulation CD40 permettant aux LB de coopérer avec les LT CD4 activés qui expriment le
CDA40L. L’IL-1 sécrété par les CPA est importante pour cette activation des LB. Le deuxiéme
est la formation du complexe CD40/CD40L permettant leur différenciation en plasmocytes et
leur prolifération clonale. La coopération des LB et LT intervient dans la zone T des organes
lymphoides secondaires. Suite a I’interaction, les LB et LT migrent et proliférent dans la pulpe

rouge formant un follicule primaire puis progressivement un centre germinatif ou se produit la
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commutation isotypique, la maturation d’affinité des anticorps et la génération des LB
mémoires (Parker, 1993). Les LTfh sont primordiaux pour les réponses T dépendantes des LB
et représentent le type cellulaire clef pour la formation des centres germinatifs et pour la mise
en place de la mémoire sérologique a long terme. La présentation antigénique par les CD
permet 1’augmentation de I’expression de CXCRS et la perte d’expression de CCR7 sur les
LTth qui sont alors relocalisés de la zone T aux follicules. Ils se distinguent des autres LT
CD4 par leur faible expression des facteurs de transcription (T-bet, GATA3, RORYT) et des
cytokines (IFNy, IL4, IL17) caractéristiques de ces cellules. Par contre ils expriment fortement
CDA40L et produisent I’IL21 important pour la différenciation des LB (Ma et al., 2012). Tous
les isotypes sont générés a partir des LB a IgM. Lors de la commutation, les régions VH et VL
sont conservées, seule la région constante CH est modifiée suite a 1’épissage alternatif des
geénes ; ainsi un clone de LB a IgM devient par exemple un clone de LB a IgG. Les cytokines
orientent le profil isotypique des anticorps et donc le type d’immunité. Ainsi, par exemple
I’IFNy entraine un profil IgG impliqué dans la phagocytose et 1’activation du complément
alors que I'IL-4 entraine un profil IgE impliqué dans I’hypersensibilit¢ immédiate et
I’immunité contre les helminthes (Tangye et al., 2002).

La réponse aux antigénes T indépendants déclenche la production d’IgM. Les
antigénes sont multivalents et forment un pontage BCR qui induit les deux signaux nécessaires
a la prolifération et a la différentiation des LB. La réponse humorale primaire aux antigénes T
indépendants est plus rapide mais de moins bonne qualit¢é que celle aux antigénes T
dépendants. En effet cette réponse n’induit pas ou peu de commutation isotypique, de
maturation d’affinité et de mémoire (Defrance et al., 2011).

La réponse des LB est régulée par les liaisons d’immunoglobuline aux récepteurs
Fcy présents sur ces dernicres, les récepteurs FcyRI, FcyRIIA et FcyRIII sont activateurs alors
que le récepteur FcyRIIb est inhibiteur. L’opsonisation par le complément sensibilise

¢galement la réponse des LB (Hogarth and Pietersz, 2012; Morgan et al., 2005).

2.2.3 Mécanismes de tolérance et maladies auto-immunes

Grace aux phases de selection positive et négative expliquées préalablement, les
lymphocytes sont majoritairement tolérants aux antigenes du soi a la sortie des organes
lymphoides primaires, on parle de tolérance centrale. Les cellules épithéliales ainsi que le
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cortex thymique sont requis pour la sélection positive des LT alors que ce sont les cellules
¢pithéliales thymiques de la médula (CETm) ainsi que les CD qui sont importants pour la
s¢lection négative des LT (Gotter et al., 2004). Les CETm ont un réle crucial et sont capables
de présenter de multiples auto-antigeénes tissus ou organes spécifiques aux LT, plus de 5000
ont été identifiés a ce jour. L’expression de ces genes dit de promiscuité est régulée par la
protéine « autoimmune regulator » (AIRE) (Kyewski and Derbinski, 2004). Cependant la
tolérance centrale n’est pas compléte, notamment car tous les auto-antigénes ne sont pas
présents dans les organes lymphoides primaires.

Par conséquent, des mécanismes permettant la tolérance périphérique ont lieu dans les
organes lymphoides secondaires ou les tissus périphériques. Suite a I’interaction avec 1’auto-
antigene, les lymphocytes peuvent étre éliminés par apoptose (délétion), changer de phénotype
ou encore devenir anergique (cellules non répondantes). Des CD tolérogenes ou les LTreg
peuvent également bloquer ’activation des lymphocytes (Meffre and Wardemann, 2008; Xing
and Hogquist, 2012). A la fois les voies apoptotiques Fas et Bim interviennent dans
I’¢limination des LT auto-réactifs (Bouillet et al., 2002; Cohen and Eisenberg, 1991). Une
cellule T devient anergique lorsqu’elle est activée en absence de second signal (ex : co-
stimulation CD28) ou en présence d’un second signal négatif. Les principales voies
inhibitrices sont « programmed death 1 » (PD1) / PDL1 et PDL2 qui permet le recrutement de
phosphatase et CD152 / CD80 et CD86 qui empéche la progression du cycle cellulaire
(Chambers and Allison, 1999; Keir et al., 2008). PD1 peut également médier la conversion des
LT naifs en LTreg (Fife and Pauken, 2011). Ces derniéres peuvent agir par contact direct
recepteur-ligand mais aussi exercer leur activité suppressive en libérant des cytokines anti-
inflammatoires ou en induisant un environnement hypoxique favorable a [’anergie via
I’expression a leur surface de CD73 et CD39 (Chappert and Schwartz, 2010; Roncarolo et al.,
2001; Sitkovsky, 2009). Les LT CD4 jouent un rdle important dans 1’élimination des LB auto-
réactifs périphériques grace au CMH de classe 2 et aux intéractions CD40/CD40L et Fas/FasL
(Rathmell et al., 1995). Les CD tolérogenes sont des cellules qui échouent a délivrer un signal
de co-stimulation adéquat lors de la présentation antigénique (Gallucci et al., 1999). Elles sont
générées par maturation incompléte et maintenues notamment par les cytokines anti-
inflammatoires IL-10 et TFG-f (Morelli and Thomson, 2007). En condition physiologique il
reste tout de méme des lymphocytes auto-réactifs, malgré cela, la tolérance est maintenue et
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les auto-antigénes sont ignorés. Ceci peut par exemple étre expliqué par le fait que le niveau
d’antigéne soit inférieur au seuil requis pour induire 1’activation ou la délétion des cellules

(Ferber et al., 1994).

Les maladies auto-immunes sont caractérisées par une rupture de la tolérance
entrainant une attaque des cellules ou molécules du soi. Autrement dit, il y a un déficit de
contréle ou d’élimination des lymphocytes auto-réactifs. On observe alors un débalancement
entre les réponses immunitaires régulatrices et effectrices (Rosenblum et al., 2015).
Généralement, des facteurs a la fois environnementaux et génétiques sont a I’origine du
développement de ces maladies. Cependant, il existe des maladies auto-immunes purement
génétiques. Par exemple, le «syndrome d’immunodérégulation, polyendocrinopathie,
entéropathie auto-immune li¢ au chomosome X » (IPEX) est causé par une mutation de Foxp3
qui diminue les fonctions suppressives des LTreg et impacte les tolérances centrale et
périphérique (Chatila et al., 2000). Les mutations dans les génes codant pour le CMH sont
souvent associées a une prédisposition des individus pour le dévelppement de maladies auto-
immunes mais ne sont pas suffisantes et doivent étre associées a des stimuli environementaux.
On peut par exemple citer les traumatismes qui peuvent rendre accessible les auto-antigénes
séquestrés ou les infections (Marrack et al., 2001). En cas d’infection, I’inflammation induite
peut non seulement favoriser 1’accessibilité aux auto-antigenes mais aussi sur-activer les CPA
et promouvoir leur abilité a présenter des peptides du soi (Vella et al., 1997). L’ inflammation
peut aussi induire I’expression de CMH de classe 2 et de protéine de co-stimulation par les
cellules endothéliales et épithéliales et ainsi augmenter I’exposition des LT aux protéines
présentent dans ces cellules (Romagnani, 2006). D’autres processus pouvant étre a I’origine
du développement de maladies auto-immunes sont le mimétisme moléculaire et 1’essaimage
antigénique. Il y a mimétisme moléculaire lorsqu’un LT auto-réactif est activé du fait qu’il
reconnait un peptide microbien relativement similaire. L’essaimage antigénique est
I’activation de nouveaux LT auto-réactifs lors d’infection chronique ou aigu par
diversification des épitopes ciblés (Cusick et al., 2012; Tuohy and Kinkel, 2000). En outre, ces
deux mécanismes ne sont pas spécifiques a [’auto-immunité (Terada and Liu, 2014;

Vanderlugt and Miller, 2002).
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Les Th1, généralement associés aux LT CDS, sont impliqués dans le développement de
maladies auto-immunes organe-spécifiques telles que le diabéte de type 1 ou la SEP (Liblau et
al., 1995; Romagnani, 1997; Tato and O'Shea, 2006). Les Thl constituent un sous type
pathologique alors que les Th2 exercent un effet inhibiteur (Nicholson and Kuchroo, 1996).
Par contre, bloquer la signalisation IFN-y ou agir sur les geénes intervenant dans Ia
différenciation et la stabilisation des Th1 ne protege pas contre le développement de maladie
auto-immune suggérant I’intervention d’autres cellules effectrices (Ferber et al., 1996; Gran et
al., 2002; Matthys et al., 1998). Des ¢études ont ainsi démontré I’implication des Th17, ces
cellules seraient méme plus efficaces que les Thl a induire les maladies auto-immunes
(Langrish et al., 2005). De plus, les Thl pourrait étre plus facilement contr6lés par les LT reg
que les Th17 (Korn et al., 2007). On observe une dichotomie entre la génération des Th17 qui
peuvent induire I’auto-immunité et les Treg qui au contraire peuvent inhiber I’auto-immunité.
En effet alors que le TGF-B intervient dans la différenciation de ces 2 types cellulaires I’IL6
induit les Th17 mais inhibe le développement des LTreg (Bettelli et al., 2006). Il existe
¢galement des cellules dans un état transitionel capables de sécréter a la fois de I'IL17 et de
I’IFN-y et qui pourraient se différencier en Thl, Th17 ou LTreg suivant les phases de la
maladie (Deshpande et al., 2007). Une hypothése concernant la pathogénése de maladie auto-
immune organe spécifique est que les Th17 sont les premieres cellules effectrices a infiltrer
I’organe cible. Leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires permettrait I’induction de
chémokines impliquées dans le recrutement des Thl. Ensuite d’autres cellules immunitaires
pourraient intervenir et infiltrer le tissu cible. En outre, le fort taux de cytokines pro-
inflammatoires tel que I’lL6 empécherait les LTreg accumulés dans le tissu de réguler les

cellules effectrices et de prévenir les dommages tissulaires (Dardalhon et al., 2008).

3.0 La famille NKG2

« Natural killer group 2 » (NKG2) est une famille de récepteurs activateurs ou
inhibiteurs exprimés sur les NK et certains sous types de cellules T (Borrego et al., 2006). Le
NKG2A et le NKG2C forment un hétérodimere avec la molécule CD94 et reconnaissent le

ligand HLA-E chez I’humain et Qa-1 chez la souris (Vance et al., 1999; Vance et al., 1998;
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Wada et al., 2004). Le NKG2A contient un motif « immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif» (ITIM) au niveau de sa queue cytoplasmique et est donc associé a une voie de
signalisation inhibitrice (Borrego et al., 2005). Le NKG2C ne contient pas d’ITIM et transmet
des signaux activateurs via la molécule adaptatrice DAP12 (Wei et al., 2014). Quelques
publications ont rapporté 1’expression des molécules NKG2B, NKG2E, NKG2F et NKG2H
sur certaines populations cellulaires mais les fonctions de ces autres protéines de la famille
NKG2 sont peu connues (Bellon et al., 1999; Huang et al., 2010; Lieto et al., 2006; Orbelyan
et al., 2014; Sullivan et al., 2007). Toutefois, le NKG2D est différent des autres membres de la
famille de par sa composition et ses ligands, il ne partage qu’environ 20% de sa séquence

protéique avec les autres membres de la famille (Gunturi et al., 2004).

3.1 Le récepteur NKG2D

NKG2D est exprimé sous forme d’homodimere lié par un pont disulfure et présent sur
toutes les NK, la majorité des NKT, une sous population de CD4 et de Tyd, tous les LT CDS8
chez I’humain mais seulement les LT CDS§ activés chez la souris. Certains macrophages
peuvent également exprimer le NKG2D chez la souris (Lanier, 2015). Le NKG2D est une
glycoprotéine membranaire de type Il avec un domaine extracellulaire de type lectine C
(Houchins et al., 1991). Il est codé par le gene killer cell lectin-like receptor subfamily K,
member 1 (KLRK) présent sur le chromosome 12 (12p13.2) chez I’humain et 6 (6F3) chez la
souris (Glienke et al., 1998; Ho et al., 1998). On retrouve 70% d’homologie de séquence entre
humains et souris.

NKG2D est associ¢ a une molécule adaptatrice DAP10 chez I’humain et deux
molécules adaptatrices DAP10 ou DAP12 chez la souris par leur domaine transmembranaire
respectif (Gilfillan et al., 2002; Wu et al., 1999). Chez la souris, on observe un épissage
alternatif de NKG2D résultant d’une forme courte NKG2D-S capable de lier DAP10 ou
DAP12, présente sur les NK activés et une forme longue NKG2D-L capable seulement de lier
DAPI10, présente sur les NK activés ou au repos et les LT CDS8 activés (Diefenbach et al.,
2002; Lanier, 2015). Chaque sous unité¢ du récepteur est liée & un homodimeére DAP10 ou
DAP12, formant un complexe hexamerique (Garrity et al., 2005) (fig. 3). Certains individus
expriment une forme tronquée de NKG2D (NKG2DT) ou il manque le domaine

extracellulaire, par contre le domaine intracellulaire est complet, entrainant une compétition
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entre NKG2D et NKG2DT pour DAP10 et résultant d’une diminution de récepteur fonctionnel
exprimé a la surface des cellules. Le NKG2DT est dégradé dans le cytoplasme (Karimi et al.,
2014). La concentration intracellulaire de magnésium est critique pour 1’assemblage du
complexe NKG2D-DAP10 (Chaigne-Delalande et al., 2013). Les voies de signalisation
induites dépendent des protéines adaptatrices DAP10 et DAP12 (fig.3). DAP10 posseéde un
motif YINM, similaire au CD28, permettant le recrutement de la sous unité p85 de PI3 kinase
et du complexe Grb2-Vavl. Ceci va entrainer la phosphorylation des protéines « extracellular
signal-regulated kinase » (ERK) et ERK «activator kinase» (MEK) ainsi qu’une
augmentation du taux de calcium intracellulaire. Ce signal de transduction est a I’origine d’une
réponse cellulaire cytotoxique avec la dégranulation de protéines lytiques. PI3 kinase va
¢galement pouvoir phosphoryler Akt et activer les voies de survie et de prolifération cellulaire
(Upshaw et al., 2006). DAP12 possede un motif ITAM similaire au TCR, BCR et FcR qui
recrute les protéines kinases Syk et Zap70 induisant la phosphorylation de la « phospholipase
C gamma » (PLCy) et I’activation de PI3 kinase. Ainsi, cette voie de signalisation va mener a
une production de cytokines pro-inflammatoires tel que I’'I[FNy (Lanier et al., 1998). Pour
résumer, NKG2D est impliqué dans D’induction des fonctions effectrices de cellules
immunitaires comme les cellules NK et les LT CDS8 qui sont 2 types cellulaires essentiels pour
la prévention des cancers ou la lutte contre les virus. La bonne régulation des intéractions
NKG2D-NKG2DL est importante pour contdler les cellules anormales mais aussi pour

préserver les cellules saines.
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Figure 3 : Le récepteur NKG2D chez la souris. Adapté de Lewis L. Lanier. 2015
Cancer Immunology research.

L’expression du NKG2D et du DAP10 est régulée par les cytokines a la fois aux
niveaux transcriptionnel et post-transcriptionnel. Ainsi, ’IL-2, I’'IL-7 et ’IL-15 augmentent
I’expression de NKG2D alors que le TGF-f3 et ’IL-21 diminuent 1’expression de NKG2D a la
fois sur les NK et les LT CD8 (Burgess et al., 2006; Crane et al., 2010; Hu et al., 2014;
Maasho et al., 2005; Muntasell et al., 2010; Park et al., 2011; Roberts et al., 2001; Zhang et al.,
2008).

Bien que le NKG2D soit constitutivement exprimé sur les NK et LT CD8 humains au
repos, la signalisation via ce récepteur n’est pas suffisante pour induire la production de
cytokines ou les réponses cytotoxiques. Il faut ’engagement du NKG2D et d’une autre
molécule co-stimulatrice (CD335 ou CD244) pour induire des activités cytotoxiques par les

NK au repos. Cependant, si les NK sont activées, par exemple par I’'IL-2 ou I'IL-15, alors
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I’interaction du NKG2D avec un de ses ligands (NKG2DL) suffit a initier la dégranulation et
la production de cytokines (Bryceson et al., 2006; Ehrlich et al., 2005). En ce qui concerne les
LT CD8 humains, I'interaction NKG2D-NKG2DL associée a ’activation du TCR permet
d’augmenter 1’activation des cellules déja activées préalablement mais n’a pas d’effet sur les
LT CDS8 naifs (Verneris et al., 2004). Dans un contexte pathologique, 1’activation via le
NKG2D peut toutefois étre suffisante pour déclencher des réponses cytotoxiques. En effet, les
LT CDS8 intestinaux issus de patients ayant la maladie cceliaque peuvent présenter des
réponses cytotoxiques in vitro suite a la stimulation du NKG2D sans co-stimulation du TCR,
probablement grace a I’exposition excessive a I’IL-15 regue dans le tissu inflammé (Meresse
et al., 2004).

Chez les souris, contrairement aux humains, les NK au repos peuvent directement
entrainer leurs réponses effectrices suite a la liaison entre le NKG2D et un de ses NKG2DL
(Jamieson et al., 2002). Cette différence peut venir de la molécule adaptatrice DAP12 présente
uniquement chez les souris. Sur les LT CD8 activés, la co-stimulation via NKG2D augmente
les fonctions cytotoxiques de ces cellules de maniére similaire a la co-stimulation via CD28

(Markiewicz et al., 2005).

Chez I’humain, la séquence codante du NKG2D ne présente que deux
polymorphismes dont I’un entraine un changement d’un acide aminé (Thr72Ala) au niveau du
domaine transmembranaire de la protéine. Celui-ci est associé a un risque accru de développer
le cancer du col de I'utérus ou le lupus érythémateux disséminé (Piotrowski et al., 2012;
Roszak et al., 2012). Par contre on observe d’autres polymorphismes non codant, notamment
dans la région 3’UTR, associés a des NK plus ou moins cytotoxiques et a une modulation du
risque de cancer. En effet, les cellules NK possédant 1’haplotype HNK de NKG2D ont une
plus grande activité que celles possédant 1’haplotype LNK et sont associées a une diminution
du risque de cancer. Lors de la transplantation de moelle osseuse, pour une méme population
de patients, ceux recevant des cellules souches venant de donneurs possédant 1’haplotype
HNK présentent de meilleurs résultats cliniques (Espinoza et al., 2009; Hayashi et al., 2006).

Chez les souris, le nombre de polymorphismes est également limité.
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L’interaction de NKG2D avec ses NKG2DL est impliquée a la fois dans la surveillance
d’infection virale et la prévention des cancers. En outre le NKG2D étant constitutivement
exprimé sur les NK et une partie des LT, I’étendue de ses fonctions et la régulation des

réponses dépend beaucoup de la biologie de ces ligands (Carapito and Bahram, 2015).

3.2 Les ligands de NKG2D

Chez I’humain, deux familles de NKG2DL ont été décrites, les « non conventional
MHC class I chain-related » (MICs) et les « UL16-binding protein » (ULBPs) aussi appelées
« retinoic acid early transcripts 1 » (RAETT1).

La famille MIC est composée de deux ligands MICA et MICB, dont les génes sont
localisés avec ceux codant pour le CMH dans le chromosome 6 (6p21.3) (Bahram et al.,
1996a; Bahram et al., 1996b). Les MIC ont un polymorphisme ¢levé, on retrouve 79
séquences protéiques différentes pour MICA et 26 pour MICB
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). Pour certaines séquences, le domaine de
liaison a NKG2D ne se trouve pas a la méme position dans la protéine suggérant des fonctions
différentes ou du moins des mécanismes de reconnaissances différents de ces ligands
(Stephens, 2001). De plus, plusieurs polymorphismes ont un impact important sur la structure
ou la stabilité de la protéine (Li et al., 2000). En outre, on remarque des surreprésentations de
certains alleles dans certaines régions du globe, suggérant une sélection des variants
protéiques encouragée par |’environnement microbien local (Gonzalez et al., 2006). La
famille de ligand MIC est absente chez les souris (Kondo et al., 2010).

La famille des ULBPs humains comprend 6 membres, les ligands : ULBP1 (RAETII),
ULBP2 (RAET1H), ULBP3 (RAETIN), ULBP4 (RAETI1E), ULBP5 (RAET1G) et ULBP6
(RAETIL). Les genes codant pour ces protéines sont également localisés sur le chromosome 6
mais sur le bras opposé a celui ou sont situés les genes CMH (entre 6q24.2 et 6q25.3)
(Radosavljevic et al., 2002). Cette famille présente beaucoup moins de polymorphisme que la
famille MIC ; toutefois, on observe une claire variation des all¢les prévalant entre les
différentes populations répondant probablement a une sélection influencée par
I’environnement géographique (Antoun et al., 2010; Romphruk et al., 2009).

Chez les souris, on observe 3 familles de NKG2DL : « retinoic acid early 1 » (RAE-1),
« histocompatibility 60 » (H60) et « murine UL-16-binding protein-like transcript 1 »
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(MULTTI). Les C57BL/6J expriment RAE-15, RAE-1¢, H60b, H60c et MULT1. D’autres
souches de souris expriment également les RAE-1a, RAE-1P, RAE-1y et H60a. Les cinq
genes RAE-1 ont une séquence a plus de 85% identiques. Les génes codant pour ces protéines
sont localisés sur le chromosome 10 (entre 10A1 et 10A3) (Arapovic et al., 2009; Diefenbach
et al., 2003; Lodoen et al., 2003; Samarakoon et al., 2009; Takada et al., 2008).

Les MICs, les ULBP 4 et 5 ainsi que le MULT]1, les H60a et H60b sont des protéines
transmembranaires avec une queue cytoplasmique alors que les ULPB 1, 2, 3 et 6 ainsi que les
RAE-1 et H60c possédent un ancrage glycosylphosphatidylinositol (GPI). Les ULBP2 et
ULBPS5 peuvent étre exprimés sous les deux formes : transmembranaires et avec une ancre
GPI. Les MICs posseédent trois domaines o extracellulaires, alors que les autres NKG2DL
n’en possédent que deux (Lanier, 2015) (fig. 4). L’existence d’une queue cytoplasmique
suggere une potentielle signalisation en aval des ligands. Cependant il n’existe pas de
littérature allant dans ce sens. L’affinité des NKG2DL pour NKG2D varie suivant les ligands
mais aussi suivant les all¢les. Certains ligands ont seulement 25% d’homologie de séquence.
Chez les souris, le ligand avec la plus grande affinité pour son récepteur est le MULT1
(Kd=0,006uM), puis les RAE-1 (Kd entre 0,02 uM et 0,726 uM) et les H60 (Kd entre 0,026
uM et 8,7 uM) (Fig. 5). Chez I’humain, seules les affinités pour les MICs et I’'ULBP1 sont
connues et se situent entre Kd=0,8 uM (MICB) et Kd=1,1 uM (ULBP1) (Carayannopoulos et
al., 2002a; Carayannopoulos et al., 2002b; O'Callaghan et al., 2001; Takada et al., 2008). Ces
affinités sont en moyenne 10 fois plus grandes que celles de beaucoup d’interactions ligands-
récepteurs associées aux cellules immunitaires. Par exemple, I’affinité de la liaison CMH de
classe I avec le CD8 est entre Kd=10 uM et Kd=200 uM et celui de la liaison CMH de classe
IT avec le CD4 entre Kd=150 uM et Kd=200 uM (Stone et al., 2009).

32



o3

o2
al 02
1 o2
o al
o GPI
Transmembranaire
Transmembranaire

Souris Aucun Rae-1 a-g, H60c MULTI, H60b et ¢
Humain MICA/B ULBP1-3, 6 ULBP4, 5

Figure 4 : Les ligands de NKG2D. Adapté de Molfetta et al. 2016 Trends in immunology

L’expression des NKG2DL est non-détectable ou trés faible en condition
physiologique normale mais elle est induite suite a un stress cellulaire causé par exemple par
une infection, I’inflammation ou une transformation maligne mais aussi lors de 1’expression
des protéines de choc thermique, de stress oxydatif ou de radiations ionisantes (Gasser et al.,
2005; Groh et al., 1996; Lodoen and Lanier, 2006; Venkataraman et al., 2007; Yamamoto et
al., 2001).

Les dommages a I’ADN constituent la voie de signalisation centrale pour réguler
I’expression des ligands de NKG2D, elle fait intervenir p53 qui augmente fortement
I’expression des ULBP1 et ULBP2 (Gasser et al., 2005; Textor et al., 2011). Certains facteurs
de transcription (HSF1, E2F, NF«B, Sp, AP-1 et AP-2), les miARN, I’activation des TLRs,
I’induction de la PI3K, la tumorigénése ou encore les IFN de type I ou II participent a la
régulation de I’expression des ligands de NKG2D (Hamerman et al., 2004; Jinushi et al., 2003;
Jung et al., 2012; Lin et al., 2012; Raulet et al., 2013; Routes et al., 2005; Stern-Ginossar et al.,
2008; Tokuyama et al., 2011; Venkataraman et al., 2007).

Chaque NKG2DL a un patron d’expression spécifique en fonction des cellules
tumorales reflétant possiblement des fonctions variables des différents ligands. Par exemple,
les MICs sont plus fréquents sur les tumeurs épithéliales alors que les ULBPs sont plus
fréquents chez les patients avec une leucémie lymphoide. Les ligands MICA et ULBPs sont

co-exprimés sur les lignées cellulaires de carcinome ou de cancer du poumon alors que MICA
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est plus exprimé que les ULBPs sur les lignées cellulaires de mélanomes (Bauer et al., 1999;
He et al., 2013; Pende et al., 2002; Salih et al., 2003). L’expression des RAE-1 et des H60 est
augmentée sur les lignées cellulaires murines cancéreuses hématopoiétiques, de la peau, des
reins et des poumons (Girardi et al., 2001; Smyth et al., 2004). Les NKG2DL sont aussi
induits dans les cellules infectées avec des bactéries intracellulaires ou des virus. Ainsi, le
MICA est détect¢ a la surface des lignées cellulaires infectées par Escherichia coli ou le
Mycobacterium tuberculosis, alors que le MICB est exprimé sur les macrophages humains
infectés par le virus influenza. Des NKG2DL sont aussi induits sur des cellules dendritiques
en réponse aux pathogénes microbiens (Das et al., 2001; Siren et al., 2004; Tieng et al., 2002).
Des ¢études ont aussi mis en évidence que les greffons rejetés, a la fois chez les souris et
I’humain présentent une augmentation de I’expression des NKG2DL (Kim et al., 2007;
Suarez-Alvarez et al., 2007).

La régulation de I’expression des ligands peut se faire au niveau protéique, des
transcrits ou des génes (Raulet et al., 2013). Le MULT1 peut étre régulé au niveau des
protéines. Il peut étre réprimé par la fixation des « transmembrane E3 ubiquitin ligase
MARCH4/9 », peut aussi étre clivé et libéré sous forme soluble par les métalloprotéinases de
la matrice (MMP) ou encore ubiquitinilé et dégradé dans des lysosomes. De plus les niveaux
d’ARNm codant pour le MULT1 semblent aussi régulés en réponse aux dommages a I’ADN
méme si le mécanisme de stabilisation des transcrits n’a été spécifiquement montré que pour
RAE-1. L’expression de RAE-1 peut également étre régulée au niveau des geénes grace, par
exemple, a la famille de facteurs de transcription E2F ou les protéines activatrices du
complexe de transcription AP-1 et AP-2 (Deng et al., 2015; Jung et al., 2012; Nausch et al.,
2006; Nice et al., 2009; Nice et al., 2010; Raulet et al., 2013). Les ligands humains de la
famille MIC ou ULBP peuvent tous étre régulés a la fois au niveau, des protéines par clivage
par les MMP, des transcrits par blocage de la dégradation des ARNm et des geénes par des
facteurs de transcription (E2F, p53, NF-kB, famille Sp ou AP-1 et AP-2) ou la voie de choc
thermique (Li et al.,, 2011; Lin et al., 2012; Liu et al., 2010a; Lopez-Soto et al., 2006;
Nachmani et al., 2009; Salih et al., 2002; Venkataraman et al., 2007).

Bien que les NKG2DL soient principalement exprimés en condition pathologique
certaines cellules expriment les NKG2DL en conditions physiologiques normales. Par

exemple, les transcrits de RAE-13 et v chez la souris sont exprimés dans le cerveau au stade
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embryonnaire suggérant un rdle pour ces ligands lors du développement (Nomura et al., 1996).
En outre ce role doit rester limité puisque les souris déficientes pour les RAE-1 sont viables
(Deng et al., 2015). Un autre exemple est I’expression des ligands humains et souris a la
surface des cellules de la moelle osseuse comme les cellules stromales et les cellules
progénitrices myéloides (Ogasawara et al., 2004; Poggi et al., 2005). En outre, le niveau
d’expression de ces ligands reste faible en conditions physiologiques normales et pourrait étre

insuffisante pour induire I’activation des cellules immunitaires exprimant le NKG2D.
Par conséquent, le réle de ces ligands est d’alerter le SI de la présence de cellules

anormales et d’induire une réponse cytotoxique et cytokinique via la signalisation NKG2D,

notamment par les LT CDS et les NK (fig. 5).

NKG2D Ligands murin de NKG2D
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Majorité des LT CD8 activés
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Sous type de LT y6
NKG2D  MULT1 = . 1 Ligands de NKG2D
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Figure 5 : NKG2D et ses ligands

3.4 Dérégulation de la voie NKG2D-NKG2DL

L’interaction NKG2D-NKG2DL est une voie activatrice des cellules immunitaires
importante pour la prévention de pathologies infectieuses et tumorales. Par contre, une
dérégulation de cette voie de signalisation via le NKG2D peut avoir des conséquences

délétéres (Mistry and O'Callaghan, 2007). En effet, comme décrit dans le paragraphe 3.3.1 ci-
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dessous, une absence d’expression suffisante des NKG2DL est liée a la propagation
d’infection ou de métastases. Au contraire, une expression aberrante des NKG2DL et donc
une sur-activation des cellules immunitaires via le NKG2D, peut induire ou exacerber le
développement de maladies auto-immunes ou inflammatoires tels que 1’arthrite rhumatoide, la
maladie cceliaque, la maladie de Crohn, le diabéte de type I ou la sclérose en plaques (SEP).

Les données pour ces maladies seront détaillées ci-dessous dans le paragraphe 3.3.2.

3.3.1 Virus et cancer

Les souris déficientes pour le NKG2D sont plus sujettes au développement de cancer
par rapport aux souris sauvages prouvant I’importance de l’interaction NKG2D avec ses
ligands dans la prévention du cancer (Guerra et al., 2008). En effet, malgres le fait que ces
souris présentent des cellules NK avec un développement et des fonctions non altérées,
I’absence de NKG2D induit un déficit de surveillance tumorale conduisant a une plus haute
incidence ou une accélération de la progression des cellules malignes. Les virus ou les cellules
tumorales ont développé des mécanismes permettant d’échapper aux signalisations
dépendantes du NKG2D. Ceci met en évidence I’'importance de cette voie de signalisation
pour lutter contre la progression de ces pathologies. Les virus peuvent étre impliqués dans la
production de molécules d’évasion capables de bloquer la traduction des NKG2DL, de se lier
aux ligands et de les séquestrer dans le réticulum endoplasmique (RE) ou le Golgi,
d’empécher leur interaction avec le NKG2D ou encore de promouvoir leur dégradation par le
lysosome (Ashiru et al., 2009; Fielding et al., 2014; Matusali et al., 2013; Stern-Ginossar et
al., 2007). Une molécule d’évasion donnée ne peut pas interagir avec tous les NKG2DL d’ou
I’intérét d’avoir une multitude de ligands permettant de déjouer ces mécanismes
d’échappement. De méme, ces molécules ne sont pas capables de lier tous les polymorphes

d’un ligand.

Un autre mécanisme d’évasion est la perte de I’expression des NKG2DL fonctionnels a
la surface cellulaire associée a une augmentation du taux de ligands solubles. Les ligands
peuvent devenir solubles par clivage au niveau de la membrane plasmique par les protéases ou
les phosphodiesterases, par un épissage alternatif ou par leur sécrétion dans des exosomes

(Cao et al., 2007; Chitadze et al., 2013; Sun et al., 2011). Cependant le clivage enzymatique
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semble étre la voie principale a I'origine des ligands solubles. Des différences ont été
observées dans la possibilité de cliver ou non les différents ligands et les polymorphes de
NKG2D et donc de maintenir 1’alerte ou non donnée au SI, prouvant la encore 1’avantage pour
la défense contre les pathologies d’avoir de multiples NKG2DL. La répression de la
transcription et la surexpression de microARN suppresseur entrainant la baisse d’expression
des NKG2DL sont aussi des mécanismes d’évasion (Heinemann et al., 2012; Kato et al.,
2007). Par exemple, divers microARN produits par les cellules tumorales ou les herpesvirus
comme le « Epstein-Barr virus » sont capables de se fixer a la région 3°’UTR des MIC et
d’atténuer 1’expression des NKG2DL (Nachmani et al., 2009).

Une corrélation est établie entre le niveau de NKG2DL soluble dans le sérum des
patients atteints de cancer et la progression de leur maladie. Plus le niveau de ligands solubles
est ¢levé plus le pronostic est mauvais. En effet, les cellules tumorales n’exprimant pas ou
moins les NKG2DL échappent a la réponse effectrice cytotoxique enclenchée par les cellules
immunitaires exprimant le NKG2D. Ces dernicres sont, de plus, désensibilisées par la fixation
des NKG2DL solubles a leur surface (Paschen et al., 2009; Rebmann et al., 2007; Tamaki et
al., 2010). Par contre, a ’opposé des autres ligands, le MULT1 soluble augmente les capacités
effectrices des NK et potentialise I’élimination des cellules cancéreuses. En effet, les NK sont
désensibilisées par les NKG2DL exprimés par les cellules non tumorales associées a ces
dernieres et I’interruption de cette interaction par le MULTI soluble prévient la

désensibilisation (Deng et al., 2015).

3.3.2 Maladies auto-immunes et inflammatoires

Plusieurs études suggerent I’implication du NKG2D et ses ligands dans les maladies
inflammatoires et auto-immunes. En effet, nous allons voir qu’il existe des corrélations entre
la présence de cellules exprimant soit le NKG2D soit les NKG2DL et le développement de ces
maladies, confortées par des preuves mécanistiques.

Chez I’humain, des études génétiques ont montré un lien entre 1I’expression de certains
alleles des NKG2DL et le développement de 1’arthrite rhumatoide et du psoriasis, appuyant
I’implication de la voie NKG2D dans le développement de ces maladies auto-immunes ou

inflammatoires (Feng et al., 2009; Kirsten et al., 2009; Pollock et al., 2013).
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Les souris NOD mode¢les du diabéte de type I montrent une expression aberrante des
RAE-1 et une infiltration de LT CDS8 auto-réactifs exprimant le NKG2D (Ogasawara et al.,
2004). Dans d’autres modeles murins, une augmentation de I’expression des NKG2DL a
¢galement ét¢ montrée, les RAE-1 et le H60b pour 1’athérosclérose et le RAE-1 pour Iarthrite
rhumatoide (Andersson et al., 2011; Xia et al., 2011). En outre, les souris déficientes pour le
NKG2D sont moins susceptibles au développement d’inflammation du foie (Xia et al., 2011).
Des patients atteints d’arthrite rhumatoide ou de la maladie de Crohn présentent une
augmentation de LT CD4 exprimant NKG2D et/ou des ligands de la famille des MIC dans les
tissus atteints (Allez et al., 2007; Groh et al., 2003).

Plusieurs études montrent que bloquer I’interaction NKG2D-NKG2DL prévient le
développement de maladies inflammatoires et/ou la mort cellulaire in vivo et in vitro. Par
exemple, le blocage de NKG2D protege les souris du développement du diabéte de type I, de
la colite ou de ’arthrite rhumatoide (Andersson et al., 2011; Ito et al., 2008; Ogasawara et al.,
2004).

Dans D’arthrite psoriasique, les patients présentent une augmentation de 1’expression de
MICA ainsi que de I’IL15 dans le tissu synovial. Cet environnement inflammatoire est lié¢ a
une activation aberrante des NK, qui augmentent leurs capacités cytolytiques via NKG2D et la
PLcA2 et participent a la pathobiologie de la maladie (Tang et al., 2013). Une étude a mis en
¢vidence que le NKG2D et I’IL15, permettent une augmentation de I’expression d’enzymes,
importants pour la synthése des cystéinyl leukotrienes et de leur récepteur sur des cellules T
cytotoxiques intra-épithéliales. Ces derniers sont impliqués dans la mort de cellules cibles de

facon TCR indépendante, et participent au développement de la maladie coeliaque (Tang et

al., 2015).

Le développement de stratégie thérapeutique ciblant I’interaction NKG2D-NKG2DL
pourrait étre intéressant a la fois en oncologie et pour les maladies infectieuses, inflammatoires
et auto-immunes. La multitude de NKG2DL ayant des régulations et des expressions suivant
les pathologies différentes, ainsi que le grand nombre de polymorphes, peuvent étre

intéressants pour le développement de thérapies ciblées (Carapito and Bahram, 2015).

38



3.5 NKG2D et ses ligands dans le SNC

L’inoculation de la souche neurotrope JHM du coronavirus « mouse hepatitis virus »
(MHYV) induit une maladie démy¢linisante. Dans ce modéle, I’expression des NKG2DL RAE-
1, MULTI et H60 est augmentée suite a I’infection. De plus, le NKG2D est exprimé sur 90%
des LT CDS infiltrant le parenchyme cérébral (Walsh et al., 2008). Bloquer le NKG2D avec
un anticorps monoclonal conduit 4 une augmentation de la mortalité en raison de la baisse de
I’activité cytolytique des LT CDS8 envers les cellules infectées par le virus. L’interaction
NKG2D-NKG2DL est donc importante pour la défense contre les infections virales du SNC
(Walsh et al., 2008). Dans ce méme modele, la transplantation de précurseurs de cellules
neurales (PCN), conduit a un rejet des cellules du greffon qui expriment le RAE-1 par les NK
via le NKG2D. En outre, aprées la différentiation des PCN en cellules gliales ou en neurones
I’expression de ce ligand est fortement réduite (Weinger et al., 2014). Une équipe a montré
que les neurones des ganglions de la racine dorsale, contrairement aux neurones du SNC
expriment le NKG2DL RAE-1 et peuvent étre lysés par les NK via NKG2D (Backstrom et al.,
2003).

Chez I’humain, bloquer le NKG2D diminue la mort, engendrée par les NK, des
astrocytes feetaux en culture primaire (Darlington et al., 2008). De plus, les NKG2DL détecté
par un térameére NKG2D, sont constitutivement exprimés sur les microglies humaines en
culture. Leur expression sur ces cellules diminue aprés stimulation au LPS (Lunemann et al.,

2008).

3.4.1 Sclérose en plaques et EAE

Des études génétiques ont mis en évidence une association entre certains alleles de
NKG2D et la SEP (Fernandez-Morera et al., 2008b). Dans cette maladie, une étude, menée
dans notre laboratoire, a montré que des oligodendrocytes dans les 1ésions de SEP expriment
MICA/B mais pas les oligodendrocytes de cerveaux témoins et que des LT CD8 sont présents
dans les Iésions a proximité de ces cellules qui expriment les NKG2DL (Saikali et al., 2007).
MICA, MICB, ULBPI1, ULBP2 et ULBP3 sont également exprimés sur des oligodendrocytes
humains en culture primaire. In vitro, empécher 1’interaction NKG2D-NKG2DL inhibe la

mort des oligodendrocytes humains causée par les LT CD8 ou yd ou les NK (Saikali et al.,
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2007). De plus, une autre équipe semble montrer que des neurones présents dans les plaques
démy¢élinisantes expriment les MIC, mais leurs marquages ne sont pas convainquants
(Fernandez-Morera et al., 2008a). Ils ont également mis en évidence que les patients atteints
de la SEP présentent un taux plus élevé de MICB soluble dans leur sérum par rapport aux
témoins et plus particulierement durant les rechutes. Les patients atteints de SEP présentent
une sous population de CD4 exprimant NKG2D (moins de 1%) avec des propriétés
cytolytiques et un taux ¢élevé de marqueurs de migration et d’activation. Ces cellules sécretent
un taux élevé des cytokines pro-inflammatoires INFy et IL-17 apres stimulation, et ont des
propriétés migratoires augmentées dans un modele in vitro de BHE (Ruck et al., 2013).

Dans I’encéphalomy¢lite auto-immune expérimentale (EAE), un modele de la SEP,
I’ARNm de certains isoformes du RAE-1 est induit au début de la maladie pour atteindre une
expression maximale au pic de la maladie dans les macrophages et/ou les microglies (Djelloul
et al.,, 2016). Dans ce modele, bloquer NKG2D en pré-symptomatique avec un anticorps
bloquant ou du NKG2D soluble, décale le début de la maladie et sa sévérité. Par contre, le
blocage de NKG2D avec le récepteur soluble apres le début des symptomes n’a pas d’effet
(Ruck et al., 2013). De plus, les souris déficientes pour NKG2D sont moins susceptibles au
développement de ’EAE en condition sous-optimale mais pas en condition optimale. En effet,
si les souris sont immunisées avec 20ug au lieu de 100png de MOG35-55 alors le début de
I’EAE est identique entre les souris Kirk1 +/+ et Klrk1 -/- mais le pic et la phase chronique de
la maladie est moins sévere chez les souris Klrkl -/- que les souris Klrkl +/+ (Guerra et al.,
2013). In vitro, bloquer le NKG2D empéche la mort des oligodendrocytes murins par les LT
CD4 activés (Ruck et al., 2013).

Par contre un groupe expose un role protecteur de NKG2D, exprimé sur les NK, dans
I’EAE. Une premiere étude montre que la protéine chaperonne de choc thermique 70 (HSP70)
permet une tolérance a I’EAE dépendante des NK. HSP70 augmente I’expression de H60, et
bloquer H60 ou son récepteur NKG2D induit une perte de la tolérance a ’EAE. L’expression
de H60 sur les LT auto-réactifs n’est pas augmentée, suggérant que le mécanisme protecteur
ne passe pas par une mort directe des LT auto-réactifs suite a I’interaction H60-NKG2D. Par
contre, ils ont montré que les NK altérent la fonction des cellules dendritiques et que c’est ce
mécanisme qui augmente la mort des cellules T auto-réactives. Une seconde étude montre que

la HSP70 forme un complexe avec le peptide CLAFHDISPQAPTHFLVIPK (HSP70-
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HINT138-57) et permet d’augmenter H60 et les molécules adaptatrices DAP10 et DAP12 de
NKG2D dans les NK. De plus, ce complexe prévient le développement de I’EAE en
supprimant la prolifération des LT et la sécrétion d’IL17, ceci est empéché par le blocage de
H60 ou NKG2D mais aussi par la déplétion des NK. Ces deux études démontrent que
I’interaction NKG2D-NKG2DL permet de moduler les fonctions immunorégulatrices des NK,
importantes pour prévenir I’EAE (Galazka et al., 2014; Galazka et al., 2007).

4.0 La sclérose en plaques

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire du systéme nerveux
central caractérisée par une perte de la gaine de myé¢line, une perte axonale et une activation
des cellules gliales. Bien qu’elle ait ¢été¢ décrite pour la premicre fois au XIlIéme siécle et
synthétisée en détail par Charcot en 1868, sa cause demeure encore aujourd’hui inconnue.
Deux hypotheses se confrontent pour expliquer 1’origine de la SEP, on parle des mod¢les
« inside-out » et « outside-in ». Le modele « inside-out » défend une atteinte primaire dans le
SNC au niveau des axones et des oligodendrocytes entrainant une activation du systéme
immunitaire par les débris neuraux libérés. Au contraire, le modele « outside-in » défend une
activation primaire des cellules immunitaires en périphérie, qui infiltrent ensuite le

parenchyme cérébral et attaquent les cellules du SNC (Stys et al., 2012).

4.1 Prévalence

La SEP est la maladie neurologique la plus fréquente chez les jeunes adultes, 2,5
millions d’individus sont atteints dans le monde. La maladie est en général diagnostiquée entre
20 et 40 ans (Confavreux and Vukusic, 2006). Elle est plus fréquente chez les femmes que
chez les hommes puisqu’environ 3 malades sur 4 sont des femmes (Whitacre et al., 1999). Le
gene HLA du CMH de classe II est fortement associé¢ au développement de la SEP et plus
particuliecrement [’haplotype DRBI1*1501, présent dans presque toutes les populations
caucasiennes testées (Alcina et al., 2012). D’autres all¢les ont été associés a la SEP dans des
populations non caucasiennes. On peut notamment retrouver chez les patients atteints de SEP,
des polymorphismes des genes codant pour I’[L-7R, la chaine alpha de I'[L-2R et béta du
TCR. En outre, le risque augmente lorsqu’il y a une association de plusieurs de ces variants

génétiques (Fugger et al., 2009; Seboun et al., 1989). Les études épidémiologiques ont montré
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qu’environ 5% des personnes ayant un parent de premier degré touché par la maladie et 25%
des jumeaux monozygotes dont le frére ou la sceur est atteint développent la SEP (Dyment et
al., 2004). Bien que le bagage génétique soit non négligeable dans la pathogénése de la SEP,
on estime qu’une combinaison de facteurs génétiques et environnementaux est nécessaire au
développement de cette maladie. Les facteurs environnementaux incriminés délétéres sont, le
manque de vitamine D peu présente dans 1’alimentation et synthétisée grace aux rayons UV, la
cigarette, les habitudes alimentaires riches en lipide et en sel, des agents infectieux comme le
virus d’Epstein-Barr. La prévalence est plus importante dans les pays développés a latitude
¢levée (Georget et al., 2008). La population canadienne est donc trés touchée, avec 1’un des
plus hauts taux au monde, on estime a 100 000 le nombre de patients au Canada (Statistics
Canada, Canadian Community Health Survey (CCHS)). Les flux migratoires ont mis en
évidence que les individus qui changent de région ou pays apres 1’age de 15 ans gardent la
prévalence de leur habitat d’origine. L’inverse est également vrai, les personnes qui migrent

avant 15 ans acquicrent la prévalence de leur territoire d’accueil (Milo and Kahana, 2010).

4.2 Symptomes

Les symptomes sont trés divers et différents autant dans leur fréquence que dans leur
sévérité d’un patient a ’autre (fig. 6). Ils dépendent de la région du systéme nerveux central
atteinte. On peut énumérer les troubles de la vision, une fatigabilité extréme, des troubles de
I’équilibre et de la coordination, des raideurs musculaires, des difficultés d’¢locution, des
troubles vésicaux et intestinaux, une altération de la mémoire des faits récents ainsi qu’une

paralysie partielle ou complete (Kister et al., 2013).
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Figure 6: Les symptomes de la sclérose en plaques. Adapté de Mikael Haggstrom. 2014
Journal of Medicine

Environ 80% des patients présentent une forme cyclique de la maladie caractérisée par
des poussées et des rémissions totales ou partielles avant de passer en forme progressive dite
secondaire avec une détérioration graduelle du handicap. 20% des patients présentent
directement une forme progressive dite primaire. La forme cyclique est plus inflammatoire

alors que la forme progressive est plus neuro-dégénérative (fig. 7) (Lassmann et al., 2012).
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Figure 7: Les différentes formes de la sclérose en plaques. Adapté de Lublin et al., 2014
Neurology

4.3 Caractéristiques anatomopathologiques

Le parenchyme cérébral des patients atteints de la SEP est caractérisé par la présence
de plaques de sclérose résultant de tissus cicatrisants remplagant la gaine de myéline détruite,
des Iésions focales sont visibles a la fois dans la matiére grise et la matiére blanche. Les autres
spécificités anatomopathologiques du SNC des patients atteints de la SEP sont une infiltration
massive de leucocytes ainsi qu’un perte axonale et une activation des microglies et des
astrocytes (Lassmann, 2018). Parmi les leucocytes infiltrants on observe les LB et les LT, les
plasmocytes et les macrophages. Les infiltrats diffus au niveau des 1ésions sont principalement
des LT CD8 (Babbe et al., 2000; Bsibsi et al., 2014; Frischer et al., 2009). Des facteurs
solubles sont produits par les lymphocytes présents dans 1’espace périvasculaire et les
méninges des patients atteints de SEP. Ils causent de facon directe ou indirecte, par
I’activation des microglies, les phénoménes de démyélinisation et de neurodégénerescence
observés chez des patients. En outre, la nature de ces facteurs n’est pas encore bien définie
(Magliozzi et al., 2007). D’autres caractéristiques des tissus lésionnels sont la présence de
dommages mitochondriaux et d’insultes oxydatives, induisant les mécanismes de

démy¢élinisations et de neurodégénerescences, ceci est particulicrement observé dans le SNC
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des patients atteints de la forme progressive de la SEP (Fischer et al., 2012). On observe 4
types de 1ésions corticales (Kidd et al., 1999) :
- Les Iésions au niveau de la barriere cortico-subcorticale qui affectent autant la matiére
grise que la matiere blanche ;
- Les petites 1ésions périvéneuses intracorticales ;
- Les Iésions localisées dans la couche subpinale, c’est le type le plus fréquent ;
- Les Iésions qui affectent tout le cortex sans passer la barriére matiére blanche/matiére
grise.

Les lésions corticales sont caractérisées par un degré d’inflammation, un oedéme, un
recrutement des macrophages et une activation microgliales beaucoup moins importants que
dans la Iésion de la mati¢re blanche. En plus de la démy¢élinisation, une perte des neurones,
des axones, des synapses et des cellules gliales a été mise en évidence dans la matiére grise
des patients atteints de la SEP. En outre, la remyélinisation est meilleur au niveau du cortex
qu’au niveau de la matiére blanche (Albert et al., 2007; Peterson et al., 2001; Wegner et al.,
20006).

On distingue 4 patrons spécifiques de la maladie. Les patrons 1 et 2 sont de type
encéphalomyélite auto-immune, caractérisée par une perte de toutes les protéines de la
my¢line, des 1ésions périveineuses et une remy¢linisation. La différence entre les patrons 1 et
2 est la présence d’Ig et de protéine du complément dans les 1€sions du patron 2. Les patrons 3
et 4 sont de type dystrophie d’oligodendrocyte. Le patron 3 présente des oligodendrocytes en
apoptose et en nécrose et une perte principalement de la protéine de la myéline MAG alors que
le patron 4 présente seulement des oligodendrocytes en nécroses et une perte de toutes les
protéines de la myéline. L ordre décroissant de prévalence des 4 patrons est le patron 2, 3, 1 et

4 (Lucchinetti et al., 1996).

4.4 Diagnostic

Le diagnostic de la SEP se base sur 1’étude des antécédents médicaux, I’examen
neurologique et I’imagerie par résonance magnétique. Une ponction lombaire peut également
étre pratiquée afin d’analyser la potentielle présence de bandes oligoclonales dans la LCS. Il
est essentiel d’observer des lésions disséminées dans le temps et I’espace pour établir le

diagnostic. Les lésions actives sont hyper-intenses en imagerie par résonance magnétique

45



apres injection intraveineuse de gadolinium, alors que les 1ésions anciennes sont hypo-actives.
En effet, le gadolinium est un agent de contraste qui est capable de pénétrer dans le

parenchyme cérébral qu’en cas de bris de la BHE (Polman et al., 2011).

4.5 Traitements

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif de la SEP mais des thérapies peuvent
limiter la progression de la maladie. Les traitements sont principalement proposés pour la
forme cyclique et sont peu efficaces pour la forme progressive. On observe trois stratégies de
traitements mises au point pour lutter contre la SEP. La premicre consiste a agir sur les
dysfonctionnements du systéme immunitaire en périphérie (immuno-modulateur), la seconde a
bloquer I’entrée des cellules immunitaires au niveau du SNC et la troisiéme a favoriser la
réparation du SNC. Les traitements de premiere ligne sont les immunomodulateurs, interféron
béta et acétate de glatirameére qui atténuent 1’activation des LT et la production de cytokines
pro-inflammatoires tout en augmentant la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (Johnson
et al., 2000; Ross et al., 2000). Plus précisément, I’'IFNf} diminue 1’expression du CMH de
classe 2 ainsi que la production de Thl et Th17 et permet I’augmentation de la production
d’IL10. I1 réduit I’infiltration de cellules immunitaires a travers le BHE et pourrait é¢galement
favoriser la survie et la réparation neuronale en augmentant la production de facteur de
croissance (Kieseier, 2011). L’acétate de glatiramére est un polypeptide de synthése qui de
part son analogie avec le MBP permet de limiter 1’activation des cellules reconnaissant cette
protéine. Il pourrait également avoir un effet sur la réparation de la myéline en augmentant la
production de facteur de croissance par les LT (Skihar et al., 2009). La cortisone est également
un traitement de premicre ligne utilisé lors des premiers épisodes d’exacerbation aigu afin de
réprimer I’inflammation (Tullman, 2013). Les traitements prescrits lors de formes plus sévéres
et actives sont le natalizumab et le fingolimod. Le natalizumab est un anticorps monoclonal
qui bloque Dinfiltration des LT dans le parenchyme cérébral en se liant a la molécule
d’adhésion VLA-4 présent sur les lymphocytes (Polman et al., 2006). Le fingolimod bloque la
sortie des lymphocytes T et B des organes lymphoides secondaires en agissant sur les
récepteurs SIPs (Pelletier and Hafler, 2012). Malheureusement 1’utilisation du natalizumab,
pourtant efficace est accompagnée d’effets secondaires séveres. En effet, I’immuno-

surveillance du SNC étant altérée, certains patients développent des leucoencéphalopathies
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multifocales progressives induites par un virus affectant les oligodendrocytes et souvent fatal
(Clifford et al., 2010). Il existe aussi le diméthylfumarate qui agit sur la voie nrf2 et qui
pourrait avoir des propriétés anti-oxydantes protectrices contre les 1ésions du SNC ; ainsi que
le teriflunomide, qui inhibe la déshydrogénase dihydroorotate autrement dit la synthése des
pyrimidines et permet une inhibition de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et de
I’activation des LT (Bomprezzi, 2015; O'Connor et al., 2011). De plus, ces derniéres années
d’autres médicaments ont été approuvées au Canada. L’ocrélizumab qui bloque le CD20
exprimé par les LB et réduit le nombre de LB qui servent d’APC ; ’alemtuzumab qui bloque
le CD52 présent sur les LB et les LT et permet leur déplétion par ADCC et le complément ; la
cladribine une adénosine deaminase entrainant 1’apoptose des lymphocytes et le daclizumab
qui bloque la chaine alpha du récepteur a I'lL-2 (CD25) et augmente I’activité des NK
régulatrices (Baecher-Allan et al., 2018).

4.6 Modéles animaux

4.6.1 Encephalomyélite Auto-immune Expérimentale (EAE)

C’est le modele qui récapitule le mieux les processus inflammatoires associés au
développement de la SEP. De facon intéressante, les souris femelles sont plus susceptibles a
I’EAE que les souris males comme dans la SEP ou plus de femmes sont touchées que
d’hommes. Alors que les souris adultes développent la maladie, les jeunes souris (3 semaines)
sont résistantes. C’est un modele robuste avec 90% a 100% des souris immunisées malades
(Constantinescu et al., 2011). Par contre, le microbiote commensal influence fortement le
développement de la maladie. Les souris traitées avec des antibiotiques ou mises dans un
environnement sans germes sont significativement moins malades que celles mises en
condition conventionnelle. Ces souris présentent a la fois une baisse des réponses pro-
inflammatoires dans le SNC et une augmentation des réponses régulatrices en périphérie
(Calvo-Barreiro et al., 2018). On observe 5 stades de la maladie (fig. 8) correspondant a une
paralysie progressive ascendante des rongeurs (Miller et al., 2010) :

- Stade 1. : La queue des souris devient souple et retombe lorsqu’elle est levée ;
- Stade 2 : Les souris présentent une ataxie et mettent quelques secondes a se retourner

du ventre au dos ;
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- Stade 3 : Les souris ont une des pattes arricre paralysée ;

- Stade 3,5 : Les souris ont une des pattes arriére paralysée et 1’autre faible ;

- Stade 4 : Les souris ont leurs deux pattes arriére paralysées ;

- Stade 4,5 : Les souris ont leurs deux pattes arriere paralysées et une faiblesse dans les
pattes avant ;

- Stade 5 : Les souris sont moribondes et doivent étre sacrifiées.

Faiblesse de la queue

Altération du reflex de retournement

Paralysie d’un membre inférieur

Paralysie des 2 membres inférieurs

Moribonde

Figure 8 : Les différents stades de I’EAE. Adapté du BartsMS Blog

Il existe des modeles actifs et passifs. Le modele actif est induit par injection sous cutanée
d’une émulsion d’adjuvant complet de Freund (CFA) contenant une haute dose de
Mycobacterium tuberculosis tuée avec un peptide spécifique de la myéline et de la toxine
pertussique injectée sous voie intraveineuse ou intrapéritonéale (PTX) (Stromnes and
Goverman, 2006a). Le CFA permet de stimuler le SI, graice notamment au Mycobacterium
tuberculosis qu’il contient et qui est un inducteur puissant des cytokines pro-inflammatoires
(Constantinescu et al., 2011). La PTX permet d’ouvrir la BHE, mais a aussi une action

activatrice sur le SI. Cette toxine promeut, de fagon TLR4 dépendante, la production d’IL1J et
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d’IL6 par les cellules stromales ou myéloides, facilitant 1’entrée des leucocytes dans le
parenchyme cérébral. Elle intervient également dans la différentiation des LT CD4 en cellules
Th1/Th17 productrices d’IL17A, d’IFNy et de GM-CSF (Dumas et al., 2014; Ronchi et al.,
2016). Le peptide spécifique de la my¢line utilisée, différe suivant les souches de souris. Pour
les SJIL on injecte le PLP139-151 qui induit une maladie rémittente et pour les C57BL/6 on
injecte le MOG 35-55 qui induit une maladie progressive (Mix et al., 2010). Les souris sur
fond C57BL/6 ont DI’avantage d’étre disponibles déficientes pour de multiples genes,
contrairement aux souris SJL. En outre, d’autres souches de souris, comme les BALB/c sont
résistantes a I’EAE (Constantinescu et al., 2001).

Pour induire le modele passif, la premicre étape est identique (injection de
CFA+peptide myéline+PTX) mais les souris sont sacrifiées 8 jours aprés 1’immunisation,
avant le début des premiers symptomes, afin de récolter la rate et les ganglions. Les cellules T
sont alors ré-activées en culture in vitro avec le peptide spécifique de la myéline et un cocktail
de cytokines avant d’étre ré-injectées a des souris naives. Le modele passif est, par exemple,
intéressant pour discriminer les réles de différents types de cellules immunitaires sélectionnés
sur colonne magnétique avant I’injection des cellules T activées (Stromnes and Goverman,
2006b).

Il existe également des modeles d’EAE spontanés avec des souris qui expriment un
TCR transgénique pour un peptide spécifique de la myéline sur leur LT CD4 ou CDS8
(Kuchroo et al., 2002). Des souris exprimant des TCR transgéniques peuvent ¢galement étre
utilisées pour faire des modeles passifs, par exemple une démyélinisation inflammatoire peut
étre induite par injection de LT CD8 TCR transgéniques pour I’hémagglutinine du virus
influenza (HA) a des souris dont les oligodendrocytes expriment la protéine HA (Saxena et al.,
2008).

L’EAE classique est caractérisée par des Iésions principalement dans la moelle épiniére
et un ratio Th17/Thl faible alors que I’EAE atypique est caractérisée par des Iésions
préférentiellement dans le cerveau conduisant a des symptomes différents (ataxie, hyper-
réflexivité, déficit proprioceptif, tendance a tourner sur elle-méme et déséquilibre) et un ratio
Th17/Thl élevé (Goverman, 2009).

Les avantages des modéles EAE sont qu’ils permettent 1’étude des mécanismes
inflammatoires et des bris de la BHE. De fagon intéressante, on retrouve des lésions

49



disséminées dans le SNC, des infiltrats de cellules immunitaires, des activations de cellules
gliales et des pertes axonales avec une histologie qui ressemble a ce qu’on trouve chez les
patients. Le modele spontané a 1’avantage d’étre plus physiologique en évitant 1’injection
d’adjuvent, de plus, il permet de faire des modeles humanisés. Par contre, les différences de ce
modele par rapport a la SEP sont 1’absence d’évolution en forme progressive dégénérative
I’induction nécessaire de la maladie pour la majorit¢ des EAE, la localisation des lésions
(moelle épiniere vs cerveau) et le fait que ce soit principalement les LT CD4 impliqués et
retrouvés dans les 1ésions. L’inconvénient de ce modele, en plus de ces différences par rapport
a la SEP sont la localisation aléatoire des zones d’infiltration et de remyélinisation qui
compliquent son étude et le manque de prédiction au niveau des traitements. Par exemple la
déplétion des LT CD4 ou I’injection d’IFNy est protecteur dans ’EAE mais pas chez les

patients (Constantinescu et al., 2011).

4.6.2 Toxines

Deux toxines sont fréquemment utilisées, le cuprizone ou la lysolecithine. La
cuprizone est un chélateur de cuivre entrainant des 1ésions démyélinisantes dans le corps
calleux et I’hippocampe, elle est donnée dans la nourriture de fagon transitoire ou prolongée si
le but est d’obtenir une démy¢élinisation chronique (Torkildsen et al., 2008). La lysolécithine
est un détergent membranaire injecté de fagon stéréotaxique (Blakemore and Franklin, 2008).
Ce sont de bons mod¢les pour étudier la démyélinisation, les mécanismes de mort et de survie
des oligodendrocytes ainsi que les processus de re-myélinisation et la promotion de cette
derni¢re. L ‘avantage du modéle avec la lysolécithine est qu’il est prédictif au niveau
spaciotemporelle et celui du modele avec la cuprizone est qu’il est possible de faire un modele
chronique (Denic et al., 2011). Méme si les Iésions, notamment induites par le cuprizone,
ressemblent a celles du patron 3 de la SEP décrite précédemment, I’inconvénient de ces
modeles est qu’on est loin du mécanisme physiopathologique de la SEP en récapitulant peu le
coté inflammatoire de la maladie (Ransohoff, 2012). Cependant, la démyélinisation est
exacerbée par les microglies qui s’activent, proliferent et migrent vers la zone endommagée
apreés I’administration de cuprizone. Une infiltration de LT est également observée dans ce

modele, mais ne semble pas participer a la démyélinisation puisqu’elle est identique chez les
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souris exemptes de lymphocytes matures (RAG-1-/-) (Hiremath et al., 2008; Remington et al.,
2007)

4.6.3 Virus

Les deux virus utilisés couramment pour induire une encéphalite inflammatoire aigué
sont le coronavirus murin MHV souche JHM et le picornavirus « Theiler murine
encephalomyelitis virus » (TMEV). Le MHV est associ¢é a une démyélinisation puis une
remyé¢linisation lente et le TMEV a une démyélinisation chronique progressive avec perte
axonale (Denic et al., 2011). L’avantage de ces mode¢les est que la maladie se développe
spontanément apres ’infection, le rapprochant en ce sens de la SEP et du facteur de risque
viral associé au développement de la maladie (Epstein Barr Virus). Ce sont des modeles avec
une réponse plus importante des LT CD8 donc intéressants pour étudier ce sous type
cellulaire. Dans le modele MHV, on observe une démyélinisation en absence d’expression
détectable du pathogeéne donnant des pistes pour comprendre la SEP (Lassmann and Bradl,
2017). Le modéle TMEV aide quant a lui a explorer comment un virus peut induire 1’auto-
immunité autrement dit & comprendre les mécanismes de mimétisme moléculaire ayant lieu
suite a I’infection du SNC. En effet, I’infection par le virus TMEV active des LT ayant des
réactions croisées avec des auto-antigenes, et permet le développement de la maladie auto-
immune. Ainsi, ’infection avec un TMEV non pathogénique contenant une insertion de la
protéine de la myéline PLP139-151 dans la région codante, induit une maladie plus précoce
que I’infection avec un TMEV sauvage (Olson et al., 2001). La limite du modele TMEV est
que D’infection virale persistante déclenchant la maladie n’a pas ét¢ démontrée chez les
patients. Les études utilisant ces deux modéeles viraux, sont également limitées, du fait que les
souches de souris présentant une démyélinisation sont restreintes. Par exemple, les souris SJL
sont résistantes a la souche JHM du MHYV et seules les souris avec I’haplotype CMH H-2% "%
v- &P sont susceptibles au TMEV (Mecha et al., 2013).

4.7 Revue: “Multiple sclerosis and T lymphocytes: an entangled story”

Pour compléter ce chapitre 4 sur la SEP, et afin de rentrer plus en détail dans les
mécanismes immunitaires impliqués dans cette maladie du SNC, ci-dessous est inseré une

revue dont je suis la premiere auteure. Cette revue met 1’accent sur 1’état actuel des
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connaissances concernant les LT dans la SEP que j’ai étudié au cours de ma these. Ainsi, elle
me permet d’aborder les thémes suivants :

- Les LT, cellules clefs des réponses immunitaires adaptatives

- Les LT auto-réactifs reconnaissant les antigenes du SNC

- L’extravasation des LT vers le SNC

- Les LT Thl et Th17 dans la SEP et 'EAE

- Les LT CDS8 dans la SEP et 'EAE

- Les LT régulateurs CD4 et CDS8 dans la SEP et ’EAE

- Le microbiote intestinal et la suceptibilité¢ pour la SEP et ’EAE

- Les interactions entre les LT et les cellules gliales
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RESUME

Francais : La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire prototypique du
systeme nerveux central (SNC) caractérisée par des aires de démyélinisation multifocales, des
dommages axonaux, une activation des cellules gliales et une infiltration de cellules
immunitaires. Malgré des années de recherche intensive, I’étiologie de cette maladie
neurologique reste a €lucider. Néanmoins, I’abondance des cellules immunitaires telles que les
lymphocytes T et leurs produits dans les lésions du SNC des patients atteints de la SEP
supportent 1’idée que la SEP est une maladie causée en partie par des cellules immunitaires.
Un important ensemble de preuves recueillies a partir d’animaux modeles de la SEP telles que
I’Encéphalomyélite Autoimmune Expérimentale (EAE), pointe la contribution centrale des
lymphocytes T CD4 dans la pathogénese de la maladie. A la fois les lymphocytes T CD4 Thl
(qui produisent de I’interféron-y) et Th17 (qui produisent I’interleukine 17) ciblant des auto-
antigenes du SNC ont été impliqués dans la pathobiologie de la SEP et de ’EAE. De plus,
plusieurs publications suggerent que les lymphocytes T CD8 participent aussi au
développement des 1ésions de SEP. La migration des lymphocytes T activés de la périphérie
dans le SNC a été identifiée comme une étape cruciale dans la formation des 1ésions de SEP.
Plusieurs facteurs promeuvent une telle extravasation des cellules T incluant : des molécules
(ex : molécules d’adhésion cellulaire) impliquées dans les interactions des cellules T avec la
barriere hémo-encéphalique et les chimiokines produites par les cellules neurales. Finalement,
une fois dans le SNC, les lymphocytes T ont besoin d’étre réactivés par des cellules
présentatrices d’antigénes locales avant d’entrer dans le parenchyme ou ils pourront initier les
dommages. Davantage d’investigations seront nécessaires pour ¢lucider I’impact des facteurs
environnementaux (ex : le microbiote intestinale) et les propriétés intrinséques du SNC (ex :

activation microgliale) sur cette maladie neurologique inflammatoire.
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SUMMARY

Multiple sclerosis (MS) is the prototypic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS) characterized by multifocal areas of demyelination, axonal damage, activation of glial
cells, and immune cell infiltration. Despite intensive years of research, the etiology of this
neurological disorder remains elusive. Nevertheless, the abundance of immune cells such as T
lymphocytes and their products in CNS lesions of MS patients supports the notion that MS is
an immune-mediated disorder. An important body of evidence gathered from MS animal
models such as experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), points to the central
contribution of CD4 T lymphocytes in disease pathogenesis. Both Thl (producing interferon-
v) and Th17 (producing interleukin 17) CD4 T lymphocytes targeting CNS self-antigens have
been implicated in MS and EAE pathobiology. Moreover, several publications suggest that
CDS8 T lymphocytes also participate in the development of MS lesions. The migration of
activated T lymphocytes from the periphery into the CNS has been identified as a crucial step
in the formation of MS lesions. Several factors promote such T cell extravasation including:
molecules (e.g. cell adhesion molecules) implicated in the T cell-blood brain barrier
interaction, and chemokines produced by neural cells. Finally, once in the CNS, T
lymphocytes need to be reactivated by local antigen presenting cells prior to enter the
parenchyma where they can initiate damage. Further investigations will be necessary to
elucidate the impact of environmental factors (e.g. gut microbiota) and CNS intrinsic

properties (e.g. microglial activation) on this inflammatory neurological disease.
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is considered the prototypic inflammatory disease of the central
nervous system (CNS). This neurological disorder affects over 2 million people worldwide
(Multiple Sclerosis International Federation, 2013). MS is clinically characterized by recurrent
and transient bouts of handicap, including loss of vision, balance and mobility, and by painful
sensory symptoms. An important proportion of patients with MS will experience a steady
progression of handicap over several years, which can lead to extreme fatigue, cognition
impairment, and paralysis. This chronic neurological disease has enormous physical,
psychosocial and economic burdens not only to the patients but also to their families, as MS
affects young adults at the peak of their active life. Lesions observed in the CNS of MS
patients are characterized by multifocal areas of myelin sheath destruction, oligodendrocyte
death, axonal and neuronal damage, and activation of glial cells. Despite decades of intense
research, the etiology of this disabling disease remains unresolved. Nonetheless, the MS
research community largely agrees that complex interactions between environmental factors
and genes lead to the inflammatory process in the CNS. Indeed, both environmental factors
and genetics have been shown to influence the susceptibility as well as the development of MS
(Koch et al., 2013). A vast body of evidence gathered from both MS patients and animal
models points to the fundamental role of the immune system in disease pathogenesis (Wu and
Alvarez, 2011). Genetic linkage analyses and more recent genome-wide association studies of
MS have uncovered multiple disease associated variants in genes related to immune functions
(Sawcer et al., 2014). In addition, cells of the immune system such as macrophages and T
lymphocytes and their products are detected with abundance in MS lesions and in the
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with MS (Wu and Alvarez, 2011). Furthermore,
immunosuppressive or immunomodulatory therapies have been shown to ameliorate disease
course and clinical outcomes of MS (Cross and Naismith, 2014). Finally, it is well
documented that activation of myelin-specific T lymphocytes is sufficient to induce
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), the most common animal model of MS.
This review summarizes the current knowledge on the involvement of T lymphocytes in the

pathobiology of both MS and its animal models.
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T lymphocytes: key cells of the adaptive immune responses

Defense against pathogens is provided by the immune system, which comprises two well
integrated and complementary arms: the innate immunity and the adaptive immunity. While
the innate immune system delivers an early and rapid response, the adaptive immune system
develops a response that is highly specific to the encountered infectious agents and enhanced
with subsequent pathogen exposures. B and T lymphocytes mediate the adaptive immune
responses and provide long-term protection. Immature T lymphocytes are subjected to
stringent positive and negative selection and maturation in the thymus prior to exit in the
periphery as naive mature T cells. The main T cell subsets are: CD4 T lymphocytes, also
called helper T cells (Th), and CD8 T lymphocytes, also known as cytotoxic T cells (Tc). CD4
T lymphocytes coordinate numerous immune responses and CD8 T lymphocytes play key
roles in controlling intracellular pathogens but also neoplastic cells. T lymphocytes express on
their surface the T cell receptor (TCR) complex composed of the highly variable antigen
binding TCR and the CD3 signaling proteins. Via this TCR complex, CD4 T lymphocytes
recognize antigens that are presented by the major histocompatibility complex (MHC) class II
molecules, whereas CD8 T lymphocytes recognize antigens presented by MHC class I
molecules. The activation and differentiation of naive T lymphocytes into activated cells
require at least two signals delivered by professional antigen presenting cells (APCs): 1-
engagement of the TCR recognizing a peptide-MHC complex; 2- interaction of the co-
activating receptor (e.g. CD28) with a co-activating ligand (e.g. CD80, CD86). Such efficient
APC-T cell interaction induces a complex cascade of intracellular signaling that triggers the
maturation (change in the expression profile of surface and intracellular molecules),
proliferation and production of immune mediators (e.g. cytokines) by T lymphocytes.

Specific environmental cues such as cytokines secreted by APCs shape the
differentiation of T lymphocytes into specific subsets, each characterized by distinct attributes
(transcription factors, cytokines, chemokine receptors, etc.). Based on their cytokine secretion
profile, three main subsets of Th and Tc lymphocytes have been described: Th1/Tcl (e.g.
interferon-y (IFNy), tumor necrosis factor (TNF)), Th2/Tc2 (e.g. interleukin (IL)-4, IL-5, IL-
13), and Th17/Tcl7 (e.g. IL-17, IL-21, and IL-22) (Mittrucker et al., 2014; Raphael et al.,
2014). Thl and Tcl lymphocytes are key components of cell-mediated responses providing
immunity to intracellular pathogens. While Th1 cells stimulate phagocyte-mediated functions,
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Tcl cells can directly lyse infected cells by several mechanisms including the release of lytic
enzymes (perforin, granzyme). In contrast, Th2 and Tc2 cells play an important role in
humoral-mediated immunity. Cytokines (e.g. IL-4) produced by these cells promote the
differentiation and maturation of B lymphocytes and the production of antibodies. Finally,
Th17/Tc17 cells provide protection against certain bacterial and fungal infections; they favor
the recruitment of neutrophils and the activation of innate immune cells. Other effector T cell
subpopulations (e.g.Th9, Th22, etc.) as well as regulatory CD4 and CDS8 T cell subsets have
been documented (Mittrucker et al., 2014; Raphael et al, 2014). The diversity of T
lymphocyte subsets and their associated functions illustrates the flexibility and competence of
the immune system to efficiently respond to a great variety of pathogens and threats.
Following their activation, T lymphocytes migrate into peripheral organs to mediate the
immunosurveillance. Finally, a portion of activated T lymphocytes survives and persists as
central or effector memory lymphocytes; these memory cells confer long-term protection with
enhanced responses upon subsequent challenges. Unfortunately, activated T cells not only

control infections and tumors but they can also contribute to pathological processes.

Auto-reactive T lymphocytes recognizing CNS antigens

Despite thymic negative selection, the mature T cell repertoire of healthy humans
includes T lymphocytes recognizing self-antigens (Walker and Abbas, 2002). CD4 and CD8 T
lymphocytes reactive to myelin antigens [e.g. myelin basic protein (MBP), proteolipid protein
(PLP), and myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG)], or neuronal antigens (e.g.
neurofilament light protein), were found in similar or elevated proportion in the blood and the
CSF of patients with MS as compared to healthy controls (Berthelot et al., 2008; Chou et al.,
1992; Crawford et al., 2004; Elong Ngono et al., 2012; Huizinga et al., 2009; Liblau et al.,
1991; Ota et al., 1990; Sun et al., 1991; Zhang et al., 1994). Nonetheless, a notable number of
publications advocate that myelin specific T cells obtained from MS patients display altered
characteristics compared to those detected in healthy donors: an enhanced frequency of high-
avidity T cells, an activated phenotype (Allegretta et al., 1990; Bielekova et al., 2004; Chou et
al., 1992; Vandevyver et al., 1995; Zhang et al., 1994), and an increased production of pro-
inflammatory cytokines (IL-2, IFN-y, and TNF) (Sharief and Thompson, 1993; Strunk et al.,
2000; Zang et al., 2004). Injection of altered myelin peptides, which can compete with native
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myelin peptides and consequently alter the activation of myelin-reactive T cells, was shown to
protect from EAE development (Anderton et al., 1999; Gaur et al., 1997; Genain and Zamvil,
2000; Nicholson et al., 1995). Subsequently, scientists rationalized that such antigen specific
immunotherapy could potentially be beneficial to MS patients (Genain and Zamvil, 2000). In
an attempt to decrease pro-inflammatory MBP-specific T cells, MS patients were injected with
an altered MBP peptide. Regrettably, in a subgroup of patients, such treatment enhanced MBP
reactive Thl responses, triggered the development of new CNS inflammatory lesions [as
detected by magnetic resonance imaging (MRI)], and caused clinical relapses (Bielekova et
al., 2000). The dramatic outcome of this clinical trial provided the direct in vivo evidence that
activation of human myelin reactive T lymphocytes in the periphery can lead to CNS damage
in patients with MS.

Multiple lines of evidence collected from EAE models established that myelin-specific T
lymphocytes that have been activated in the periphery can induce a CNS demyelinating
disease. Indeed, active immunization with myelin or immuno-dominant myelin peptides
emulsified in complete Freund’s adjuvant can trigger the development of EAE in various
animal species (Kabat et al., 1951; Rivers et al., 1933; Stromnes and Goverman, 2006a).
Similarly, the adoptive transfer via peripheral routes (intraperitoneal or intravenous) of
activated myelin specific CD4 or CD8 T lymphocytes is sufficient to induce EAE in naive
recipients (Fletcher et al., 2010; Mars et al., 2011; Stromnes and Goverman, 2006b).
Furthermore, activation of T lymphocytes recognizing myelin epitopes that are distinct from
the first targeted antigen, a phenomenon coined as epitope spreading, has been shown to
trigger EAE relapses (Baxter, 2007; McMahon et al., 2005; McRae et al., 1995). Accordingly,
different groups have elegantly demonstrated that induction of immune tolerance to myelin
peptides can prevent the emergence of relapses in EAE models (Baxter, 2007; Vanderlugt et
al., 2000; Yu et al., 1996). Collectively, these results support the notion that myelin specific T
cells are implicated not only in disease initiation but also in disease progression. Clinical trials
in MS patients are currently ongoing in an attempt to induce tolerance to several myelin
epitopes; whether such approaches will lead to clinical benefits has yet to be demonstrated
(Lutterotti and Martin, 2014).

The detection of CNS-specific T lymphocytes exhibiting an activated phenotype,

especially in patients with MS, suggests that these T lymphocytes had previous interactions
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with professional APC efficiently presenting CNS-derived antigens. In contrast to most
organs, the brain and spinal cord do not contain defined lymphatic channels; nevertheless,
lymphatic drainage for the CSF and the interstitial fluid of the brain parenchyma to the
cervical lymph nodes does take place (Laman and Weller, 2013). Professional APCs such as
dendritic cells have been shown to travel from the CNS via the rostral migratory stream to the
cervical lymph nodes where peripheral T cells could encounter CNS antigens (Mohammad et
al., 2014). Mature APCs that have engulfed myelin or neuronal antigens were detected in
cervical lymph nodes obtained from MS patients and animals (marmosets and mice) affected
with EAE, implying that these APCs are positioned to efficiently activate T lymphocytes
(Figure 1) (de Vos et al., 2002; van Zwam et al., 2009b). Moreover, extracellular myelin
particles were preferentially detected in the meninges and perivascular spaces of MS patients
compared to controls (Kooi et al., 2009); whether these soluble antigens are eventually
phagocytized and presented to myelin specific T cells is still unknown. It has been shown that
transgenic mice expressing a myelin specific TCR can spontaneously develop EAE symptoms
and that these self-reactive T cells were first activated in the cervical lymph nodes where some
CNS antigens are continuously presented (Goverman, 2009). Recently published data support
the notion that under normal physiological conditions, oligodendrocyte specific antigens are
presented to T cells in secondary lymphoid organs (Harris et al., 2014). Moreover, CD8 T
lymphocytes that were activated within cervical lymph nodes by APCs presenting CNS
antigens were shown to acquire specific integrin (e.g. CD103) that guided them back
preferentially to the brain where the antigens were originally collected (Calzascia et al., 2005;
Masson et al., 2007). Results obtained using intravital two-photon imaging elegantly
demonstrated that activated T cells migrated from blood vessels to the CNS under inflamed
conditions regardless of their antigen specificity. In contrast, T cells were licensed to enter the
parenchyma only following their reactivation by local APCs presenting their cognate antigen
(Bartholomaus et al., 2009). Notably, an important proportion of T cells detected in MS
lesions (Kivisakk et al., 2004), or CD8 T cells observed in CSF from MS patients (Ifergan et
al., 2011; Jilek et al., 2007) lacks CCR7. As loss of this chemokine receptor (CCR7) on T cells
is associated with an effector memory phenotype (Sallusto et al., 2004), these observations
suggest that such effector T cells are enriched in the inflamed CNS of MS patients. It is well

established that several APCs present in human and mouse lesions can locally reactivate T
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cells (Figure 1) including macrophages, microglia, and dendritic cells (Frohman et al., 2006;
Greter et al., 2005); more recently, B cells were shown to contribute to such T cell reactivation
in EAE mice (Pierson et al., 2014) (Figure 1). Moreover, the activation of subsequent waves
of CNS-reactive T lymphocytes involved in disease relapse and perpetuation could take place
either in lymph nodes and/or within the inflamed CNS. In a chronic EAE model, the relapse
severity was reduced following the removal of CNS draining lymph nodes (van Zwam et al.,
2009a). In addition, a subpopulation of dendritic cells detected within the inflamed brain of
EAE mice efficiently activated naive myelin-specific CD8 T lymphocytes (Ji et al., 2013).
Collectively, these results indicate that CNS specific T cells can be activated either locally in
the CNS or in lymphoid organs.

A vast body of evidence demonstrated that infectious agents can trigger, in both humans
and mice, the activation of T lymphocytes that recognize both a self-antigen such as myelin
peptide and a microbial peptide, a phenomenon referred as molecular mimicry (Chastain and
Miller, 2012; Fujinami and Oldstone, 1985; Hemmer et al., 1997; Olson et al., 2001; Talbot et
al., 1996; Wucherpfennig and Strominger, 1995). Moreover, self-molecular mimicry can also
participate in CNS autoimmunity. Indeed, multiple clones of CD4 T lymphocytes expanded
from MOGs3s.ss immunized mice and carrying a single TCR have been shown to recognize
both the myelin antigen (MOGs3s-s5) and an axonal antigen (neurofilament) (Krishnamoorthy et
al., 2009; Lucca et al., 2014). Moreover, both self-antigen recognitions contributed to the
observed CNS damage (Krishnamoorthy et al., 2009). Finally, the capacity of T cells to
recognize multiple epitopes could also arise from dual T cells, which express two TCRs.
Goverman and colleagues have demonstrated that a viral infection activated dual CD8 T cells
recognizing both a viral antigen and a myelin antigen and consequently triggered CNS
autoimmunity (Ji et al., 2010). A better understanding of the mechanisms implicated in the
activation of myelin or neuronal reactive T lymphocytes in the context of MS will be essential

to design therapies specifically targeting these detrimental cells.

Extravasation of T lymphocytes to the CNS
The blood brain barrier (BBB) restricts the migration of cells and soluble molecules
from the periphery to the CNS and consequently preserves local homeostasis and an optimal

environment for neuronal functions (Larochelle et al., 2011). Under normal physiological
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conditions, few leukocytes, including T cells, cross the BBB to perform the immune
surveillance of the CNS. In contrast, the massive infiltration of pro-inflammatory leukocytes
into the CNS represents an early event in the development of MS and EAE lesions (Larochelle
et al., 2011) (Figure 1). The different steps of immune cell extravasation include:
capture/rolling, activation, firm adhesion, crawling and diapedesis/transmigration (Engelhardt
and Ransohoff, 2012). While resting T lymphocytes have a limited capacity to invade the
brain or spinal cord, activated T lymphocytes express numerous molecules including
chemokine receptors, adhesion molecules, integrins, cytokines, matrix metalloproteinases, and
reactive oxygen species that promote their extravasation into the CNS (Larochelle et al.,
2011). An important number of studies using EAE models established that myelin-specific T
lymphocytes activated in the periphery acquire these molecules and do enter the CNS
(Goverman, 2009).

The interaction between cell adhesion molecules (CAMs) expressed by endothelial cells
of the BBB (EC-BBB) and their cognate ligands (integrins, CAMs) present on activated
leukocytes plays a central role in the transmigration of immune cells into the CNS (Larochelle
et al.,, 2011). Several inflammatory stimuli (e.g. cytokines) can induce or enhance the
expression of CAMs by the EC-BBB including: intracellular cell adhesion molecule 1 (ICAM-
1), vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), activated leukocyte cell adhesion molecule
(ALCAM), and melanoma cell adhesion molecule (MCAM) (Cayrol et al., 2008; Larochelle et
al., 2012; Wong and Dorovini-Zis, 1992, 1995). The efficacy of an antibody (Natalizumab)
targeting a4 integrin, which is part of the VCAM-1 cognate ligand, as a treatment for patients
with MS underlines the crucial impact of the BBB-leukocyte interaction in the formation of
MS lesions (Polman and Killestein, 2006). Unfortunately, patients treated with biological
agents widely hampering immune cell extravasation such as Natalizumab, but also
Efalizumab, which targets a subunit of ICAM-1 ligand (aL integrin), have an increased risk of
severe infections (e.g. JC virus induced progressive multifocal leukoencephalopathy) (Major,
2010). These clinical outcomes emphasize the necessity to develop tools blocking the
migration of specific lymphocyte subsets. In EAE models, blockade of either ALCAM or
MCAM, which are both up-regulated in MS and EAE lesions, reduced the transmigration of
CD4 T lymphocytes and decreased disease severity (Cayrol et al., 2008; Larochelle et al.,
2012). Mice deficient for MCAM specifically on endothelial cells developed less severe EAE
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accompanied by reduced CNS T cell infiltration (Duan et al., 2013). Moreover, MCAM
expression was detected on a subpopulation of activated CD4 T cells producing augmented
levels of inflammatory molecules (e.g. IL-17, GM-CSF) (Larochelle et al., 2012) and
preferentially migrating across the BBB compared to cells devoid of this molecule (Larochelle
et al., 2012; Schneider-Hohendorf et al., 2014). Overall, these publications suggest that
molecules present on subsets of inflammatory T cells rather than the widely expressed
integrins (e.g. al integrin, 04 integrin) could represent valid therapeutic targets.

Several groups have investigated the impact of chemokines and their receptors on the
capacity of T cells to invade the CNS in the context of MS and its animal models (Cheng and
Chen, 2014). It is well established that activated T lymphocytes up-regulate specific
chemokine receptors that will influence their migratory patterns (Griffith et al., 2014). Both
human and mouse Th17 cells have been shown to preferentially express CCR6, a chemokine
receptor for CCL20, a chemokine present in abundance in the choroid plexus under normal
physiological and MS inflamed conditions (Reboldi et al., 2009). But the role of CCR6 in
CNS inflammation is still unresolved; conflicting results indicated that CCR6 deficient mice
were either resistant to EAE (Reboldi et al. 2009) or exhibited more severe EAE (Elhofy et al.,
2009; Villares et al., 2009). A recent publication suggests that the regional chemokine profile
influences the infiltration of leukocytes within specific CNS areas and consequently shapes the
clinical EAE symptoms (Stoolman et al., 2014). In EAE mice exhibiting clinical symptoms
related to brainstem or cerebellar lesions, CXCL2 was indeed elevated in the brainstem. In
contrast, CCL2 was increased in the spinal cord of EAE mice having typical ascending
paralysis symptoms associated with spinal cord immune cell infiltration (Stoolman et al.,
2014). Moreover, another group showed that following EAE induction in the absence of
astrocyte-derived CCL2, the total number of CD4 T lymphocytes in the inflamed CNS was
similar to controls, however, these T cells did not enter the parenchymal space and were
confined to the spinal cord perivascular area (Moreno et al., 2014). These results support the
notion that CNS-cell derived chemokines can shape the migratory pattern of leukocytes
including activated T cells. Additional investigations will be necessary to elucidate the
contribution of specific chemokines and their receptors especially given their impact on

multiple cell types and their various functions.
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Th1 vs. Th17 lymphocytes in MS and EAE

Numerous groups documented that activated myelin specific CD4 T cells secreting [FNy
are sufficient to transfer disease into naive mice (Fletcher et al., 2010; Lovett-Racke et al.,
2011). Similarly, injection of IFNy to patients with MS caused aggravated symptoms (Panitch
et al., 1987a; Panitch et al., 1987b). These key observations were the impetus for the concept
that myelin specific IFNy-producing Thl cells induce the demyelinating disease in both
human MS patients and its animal models. But publications in the 1990s refuted the key role
of IFNy-producing cells in disease pathogenesis. Injection of antibodies blocking IFNy
augmented EAE disease severity (Lublin et al., 1993). Moreover, EAE induction into IFNy or
IFNy receptor deficient mice caused a more severe disease course than in wild type controls
(Ferber et al., 1996, Willenborg et al., 1996). A new subset of CD4 T lymphocytes was
subsequently identified and named Th17 cells as these lymphocytes produce IL-17A and IL-
17F amongst many other cytokines (e.g. IL-21, IL-22). As demonstrated for Thl cells, the
adoptive transfer of activated myelin-specific Th17 lymphocytes can induce EAE in naive
recipient mice (Kroenke et al., 2008; Langrish et al., 2005; Stromnes et al., 2008). However,
the signature cytokines secreted by Th17 cells are dispensable for EAE induction; indeed,
mice deficient for IL-17, IL-21 or IL-22 were still susceptible to disease (Codarri et al., 2013;
Haak et al., 2009; Kreymborg et al., 2007; Sonderegger et al., 2008). The more recent studies
pinpoint the crucial role of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) in T
cell-mediated autoimmune CNS inflammation (Codarri et al., 2013). This cytokine can be
secreted by both myelin specific activated Thl and Th17 lymphocytes; GM-CSF deficient
mice were resistant to the induction of EAE; injection of this cytokine exacerbated disease
symptoms whereas administration of blocking antibodies even after disease onset diminished
disease severity (Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011; McQualter et al., 2001). Notably,
the adoptive transfer of not only Thl or Th17 encephalitogenic CD4 T cells can induce EAE
but Th9 myelin specific CD4 T cells, which are characterized by the secretion of IL-9 and IL-
10, can also transfer disease in naive recipients (Jager et al., 2009).

Pro-inflammatory Thl and Th17 cytokines are present in elevated amounts in MS
patients compared to controls. Indeed, IFNy, IL-17, IL-22, and GM-CSF were detected in the
CSF and CNS lesions of MS patients, especially during the active phase of the disease
(Carrieri et al., 1998; Kebir et al., 2009; Mellergard et al., 2010; Monteyne et al., 1999). In
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fact, most T lymphocytes in acute and chronic MS lesions express IL-17 (Kebir et al., 2007,
Tzartos et al., 2008). Activated CD4 T cells simultaneously producing IL-17 and IFNy were
preferentially expanded from blood samples obtained from MS patients during a relapse; these
double producing cells had a greater capacity to cross the human BBB and were detectable in
post-mortem MS brain tissues (Kebir et al., 2009). Moreover, IL-12 and IL-23, which are key
cytokines involved in the differentiation of Th1 and/or Th17 cell subsets, are more abundant in
the CSF and/or CNS of MS patients compared to controls (Li et al., 2007; Link, 1998).
Although the injection of an antibody targeting the shared p40 subunit of IL-12 and IL-23
provided significant benefits to patients affected with autoimmune diseases (e.g. psoriasis)
(Kumar et al., 2013), such strategy was not successful in MS patients (Segal et al., 2008;
Vollmer et al., 2011). Recently, a phase Ib/Ila clinical trial evaluating the impact of an
antibody targeting GM-CSF in patients with rheumatoid arthritis patients has shown some
efficacy (Behrens et al., 2014). Whether any therapies specifically blocking cytokines such as
GM-CSF, could be beneficial in MS patients warrant further investigations.

Observations in EAE models indicate that the relative predominance of Thl vs. Th17
immune responses influences the CNS localization of the induced inflammation (Pierson et al.,
2012). Robust Th1 responses producing elevated levels of IFNy induced an important immune
cell infiltration in the spinal cord and the classical EAE symptoms (e.g. flaccid tail, hindlimb
paralysis) (Stromnes et al., 2008). In contrast, encephalitogenic T cells secreting high IL-17
levels but low IFNy levels, infiltrated preferentially the brain parenchyma and induced the
atypical EAE symptoms (e.g. head tilt, spinning and axial rotation) (Stromnes et al., 2008).
These distinct lesion patterns were confirmed in a different mouse strain; indeed the adoptive
transfer of Thl, Th17 or Th9 encephalitogenic cells also induced CNS lesions with distinct
patterns (Jager et al., 2009). Numerous factors can prompt encephalitogenic T lymphocytes to
preferentially infiltrate one particular CNS area including genetic background, myelin epitope
targeted, cytokines provided by professional APCs, local CNS chemokine production and
cytokine receptor expression (Pierson et al., 2012). Importantly, the predominance of either
Thl or Th17 responses in MS patients has been implicated in disease heterogeneity with
variations in clinical course, response to immunomodulators and localization of CNS lesions
(Axtell et al., 2010; Axtell et al., 2013; Pierson et al., 2012). Finally, an increasing body of

evidence gathered from mouse models and human studies demonstrates the plasticity of
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activated and memory T cell subsets; the commitment of activated T cells to specific functions
and characteristics (cytokines, transcription factors, etc) associated with a particular T cell
subset has been shown to be not irreversible (Geginat et al., 2014). For example, one group
used a fate tracking system to reveal that during EAE, a subgroup of Thl7 cells stopped
producing IL-17 and secreted instead IFNy (Hirota et al., 2011). Although the key roles of
Th1 and Th17 CD4 lymphocytes in the initiation of MS and EAE are well established (Chen et
al., 2006; Cua et al., 2003; Kebir et al., 2009; Kebir et al., 2007; Stromnes et al., 2008), the
mechanisms whereby these cells contribute to the pathogenesis of these demyelinating
diseases are not completely resolved. Finally, other CD4 T cell subsets demonstrating
cytotoxic properties can also contribute to the tissue damage. We demonstrated that the
proportion of CD4 T lymphocytes expressing NKG2C as well as other markers (e.g. CD56,
NKG2D, granzyme B) was elevated in the peripheral blood of MS patients compared to
controls (Zaguia et al., 2013). Moreover, these NKG2C-expressing CD4 T cells were present
in MS lesions and could kill human oligodendrocytes, which express HLA-E the cognate
ligand of NKG2C (Zaguia et al., 2013). Additional investigations are deemed essential to
elucidate the contribution of the numerous immune molecules and mechanisms used by CD4
T lymphocytes to injure neural cells (Pierson et al., 2012).

Despite the imposing body of evidence gathered from EAE models supporting the
essential role of CD4 T lymphocytes in the development of MS (Fletcher et al., 2010), results
from clinical trials demonstrated that the picture is far more complex. While an anti-CD4
depleting antibody therapy did not produce any clinical benefits to patients with MS (Lindsey
et al., 1994; Llewellyn-Smith et al., 1997; Rep et al., 1997; van Oosten et al., 1997), a more
global immunosuppressive approach such as an anti-CD52 antibody (Alemtuzumab), which
dramatically reduces the number of most lymphocytes, successfully decreased the number of
relapses and disease progression of MS patients (Jones et al., 2010). The emerging
appreciation of the contribution of other lymphocyte subsets in MS pathogenesis warrants
further investigations and will most likely provide a more accurate understanding of this

multifaceted disease.

CDS8 T lymphocytes in MS and its animal models

An increasing body of evidence substantiates the notion that CD8 T lymphocytes actively
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partake in the CNS injury observed in patients with MS (Mars et al., 2011). Several groups
have documented the presence of activated CD8 T lymphocytes in perivascular and
parenchymal MS lesions (Figure 1); their number reaches or surpasses that of CD4 T cells
(Babbe et al., 2000; Frischer et al., 2009; Gay et al., 1997; Hauser et al., 1986; Junker et al.,
2007; Lassmann, 2004; Neumann et al., 2002). CD8 T lymphocytes were even detected in
early stages of cortical demyelinating MS lesions (Lucchinetti et al., 2011). IL-17 producing
CD8 T lymphocytes (i.e. Tcl17) have been shown to be enriched especially in active MS
lesions (Kebir et al., 2007; Tzartos et al., 2008). Moreover, we have recently reported that the
frequency of MCAM expressing CD8 T cells is elevated in MS patients during relapses and
that the proportion of MCAM® CDS8 T cells producing IL-17, IFNy, GM-CSF and TNF is
significantly greater than of their MCAM-negative counterparts (Larochelle et al., 2015).

The clonal diversity of T lymphocytes present in a specific compartment can be assessed
by spectratyping analysis of the complementarity determining region 3 of the TCR, as each
clone expresses a distinct sequence. When the number of distinct T cell clones detected in a
specific organ is limited, it implies that these T cells did not inadvertently move into this
compartment but rather antigen-specific T lymphocytes preferentially infiltrated and locally
expanded. Several groups analyzed the TCR repertoire of CD8 T lymphocytes obtained from
the blood, CSF and/or the brain of MS patients. These studies found that the majority of CD8
T lymphocytes recovered from MS lesions belonged to a few clones (Babbe et al., 2000;
Junker et al., 2007). Furthermore, using samples obtained from patients studied longitudinally,
it has been possible to establish that some CD8 T cell clones detected in MS patients persisted
over years in their CNS (CSF and/or tissue) (Jacobsen et al., 2002; Skulina et al., 2004). In
sharp contrast, the repertoire of CD4 T cells recovered from the CNS of MS patients has been
shown to be heterogeneous (Babbe et al., 2000; Jacobsen et al., 2002; Junker et al., 2007;
Skulina et al., 2004). Overall, these reports reinforce the idea that CD8 T lymphocytes present
in the CNS of MS patients are not bystander cells but rather have been engaged in active
immune responses (Mars et al., 2011). However, the antigens that have been recognized by
such infiltrating CD8 T cells and potentially leading to their activation and expansion in the
CNS have not been identified.

CD8 T lymphocytes recognize antigens presented by MHC class I molecules. Genetic
studies indicated that specific MHC class I alleles either increase (e.g. HLA-A*0301) or
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reduce (HLA-A*0201) the risk of developing MS (Brynedal et al., 2007; Fogdell-Hahn et al.,
2000; Harbo et al., 2004; Rubio et al., 2007) suggesting that MHC class I alleles could
influence the activation of self-reactive CD8 T lymphocytes (Fugger et al., 2009; Mars et al.,
2011). Under normal physiological conditions, MHC class I molecules are either undetectable
on most CNS cells or expressed at low levels on microglia and endothelial cells. In sharp
contrast, inflammatory conditions such as those observed in the CNS of MS patients, can up-
regulate these molecules on neurons, oligodendrocytes and astrocytes even in the early phases
of the disease (Gobin et al., 2001; Hoftberger et al., 2004; Ransohoff and Estes, 1991).
Therefore, we can speculate that activated CD8 T cells can directly target these resident CNS
cells. Indeed, several groups identified in MS lesions CD8 T cells in close proximity to
oligodendrocytes and demyelinated axons with polarization of their cytolytic granules
(Lassmann, 2004; Neumann et al., 2002; Saikali et al., 2007; Wulff et al., 2003); such CD8 T
cell detection positively correlated with the extent of axonal damage (Bitsch et al., 2000;
Kuhlmann et al., 2002). Moreover, in primary culture systems, activated CD8 T cells were
able to injure neuronal axons (Sauer et al., 2013) as well as oligodendrocytes (Jurewicz et al.,
1998) in an antigen-MHC class I specific manner. Furthermore, myelin-specific CD8 T cells
can induce in mice demyelinating diseases with pathological features reminiscent of the
human MS disease (Friese and Fugger, 2005; Huseby et al., 2001; Sun et al., 2001). As well,
murine virus-induced models of demyelinating diseases (e.g. Theiler’s virus, mouse hepatitis
virus) support the involvement of CD8 T cells in demyelination and axonal injury (Howe et
al., 2007; Murray et al., 1998; Wu et al., 2000).

Collectively, these results emphasize the contribution of CD8 T lymphocytes to the CNS
injury observed in MS patients; however, these cytotoxic T lymphocytes most likely do not act
alone. Indeed, experimental data illustrated that both CD4 and CD8 T lymphocytes can work
in concert to mediate the autoimmune attack observed in EAE (Huber et al., 2013). Therefore,
it is deemed essential to investigate the interplay between CD4 and CD8 T lymphocytes
during different stages of MS and its animal models. Such studies will most likely shed light
on the complexity and heterogeneity of the immune mechanisms involved in MS

pathobiology.
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Regulatory CD4 and CD8 T lymphocytes in MS and EAE

Regulatory T lymphocytes are crucial to maintain peripheral tolerance and consequently
to prevent autoimmune diseases. These T cells can curtail functions of multiple immune cell
subsets including CD4 and CD8 T lymphocytes, natural killer cells (NK) and APCs (e.g.
monocytes, macrophages, dendritic cells) via direct contact and secreted molecules (Lowther
and Hafler, 2012) (Figure 1). Both CD4 and CD8 T lymphocyte subsets with regulatory
properties have been identified (Jadidi-Niaragh and Mirshafiey, 2011). The most studied
regulatory CD4 T cell subsets in the context of MS and its animal models are 1) the naturally
occurring regulatory T cells expressing the transcription factor FoxP3 (Treg) and ii) the
regulatory T cells secreting IL-10 (Trl) (Kleinewietfeld and Hafler, 2014). Several
investigations performed in the EAE models established that regulatory T lymphocytes can
influence the development and severity of this disease and also favor the recovery phase
(Kohm et al., 2002; McGeachy et al., 2005; Olivares-Villagomez et al., 1998). Indeed, the
adoptive transfer of FoxP3-expressing Treg into mice conferred protection from EAE
induction while depletion of these cells led to a more severe disease course (Kohm et al.,
2002; Reddy et al., 2004). Others reported that depletion of T regs did not influence the first
EAE remission phase in EAE mice but rather reduced the development of subsequent relapses
(Gartner et al., 2006; Jadidi-Niaragh and Mirshafiey, 2011). Similarly, injection of mice with
IL-10 producing Trl-like cells activated via different protocols prevented EAE induction
(Barrat et al., 2002; Ding et al., 2006). Numerous groups investigated T regs or Trl cells in
peripheral blood obtained from MS patients and found that these regulatory cells have
impaired regulatory functions and migratory properties, but not necessarily altered frequencies
compared to samples taken from healthy donors (Astier et al., 2006; Martinez-Forero et al.,
2008; Schneider-Hohendorf et al., 2010; Venken et al., 2008; Viglietta et al., 2004). However,
when activated CD4 T cells expressing high levels of both CD25 and CD127 (IL7Ra) (Liu et
al., 2006; Seddiki et al., 2006) were subtracted and that T regs defined as
CD4"CD25"e"CD127'% were analyzed the suppressive capacity of Tregs from MS patients
was found to be either similar to healthy individuals (Baecher-Allan et al., 2011; Michel et al.,
2008; Venken et al., 2008) or reduced only in early MS patients (disease duration less than 10
years) compared to healthy controls (Venken et al., 2008). The potential use of anti-CD127

antibodies, to remove activated T cells but not T regs, is currently under investigation in MS
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patients (www.clinicaltrails.gov). Finally, an increasing number of publications indicates that
human FOXP3 expressing T regs do not represent an homogenous population; expression of
additional transcription factor (e.g. Helios) and surface markers (e.g. TIGIT, FCRL3) has been
associated with suppressive capacity (Bin Dhuban et al., 2015; Shevach and Thornton, 2014).
Further investigations will be necessary to determine whether specific T reg subsets in MS
patients are altered compared to healthy controls.
Interestingly, immunomodulatory treatments for MS patients have been shown to mediate,
at least in part, their positive impact by reversing the altered properties of regulatory CD4 T
cells in patients (Chiarini et al., 2012; de Andres et al., 2007; Haas et al., 2009; Korporal et al.,
2008); these observations suggest that restoring functions of regulatory T cells in patients
represents a promising therapeutic option (Kleinewietfeld and Hafler, 2014). For example,
interferon-f (IFNP), the first broadly used immunomodulatory therapy to treat MS patients,
has been shown to favor the secretion of IL-27 by dendritic cells (Sweeney et al., 2011).
Remarkably, monocyte-derived dendritic cells obtained from MS patients that were
characterized as IFNf responders produced significantly more IL-27 than those obtained from
IFNB non-responders (Sweeney et al., 2011). Similarly, the beneficial immunoregulatory
impact of IFNP on EAE has been shown to rely on the induced production of IL-27 (Guo et
al., 2008; Shinohara et al., 2008). Notably, IL-27 can reduce EAE severity via several
mechanisms including the differentiation of IL-10-producing Tr1 cells (Awasthi et al., 2007;
Fitzgerald et al., 2007; Stumhofer et al., 2007; Vasanthakumar and Kallies, 2013).
Subpopulations of CD8 T cells exhibiting regulatory properties have been reported in
both humans and animal models although knowledge about these cells is not as extensive as
for their CD4 counterparts. Unfortunately, the markers (e.g. CD25, CDI122, CD56) or
cytokines (IL-10 or TGFf) that have been linked to regulatory CD8 T lymphocytes are not
specific to cells with suppressive capacity (Hu et al., 2013; Jiang and Chess, 2004; Willing and
Friese, 2012). Almost thirty years ago, impaired CD8 T cell suppressor functions were
reported in MS patients compared to healthy controls (Antel et al., 1988; Antel et al., 1986).
More recently, CD8 T lymphocytes bearing the capacity to kill myelin specific CD4 T
lymphocytes in a HLA-E restricted fashion were described (Correale and Villa, 2008)
especially in MS patients treated with glatiramer acetate, a synthetic copolymer of four amino

acids (Tennakoon et al., 2006). Similarly to the human data, the capacity of regulatory CD8 T
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cells to suppress auto-reactive CD4 T cells via a mechanism involving the Qa-1 molecule,
which is the mouse equivalent to the human HLA-E, has been shown in EAE (Jiang et al.,
1995; Lu et al., 2008). Karantikar and colleagues described CNS antigen specific CD8 T cells
able to suppress the proliferation of effector CD4 T cells; this CD8 T cell-mediated
suppression was reduced in samples from MS patients obtained during acute disease
exacerbation compared to healthy controls or non-active MS patients (Baughman et al., 2011).
Both CD28negative and CD122-expressing CD8 T cell subpopulations have been identified as
regulatory cell subsets having the capacity to protect from EAE (Lee et al., 2008b; Najafian et
al., 2003; Yu et al., 2014). Overall, these studies indicate that both regulatory CD4 and CD8 T
cell subsets can potentially regulate detrimental autoimmune responses observed in active MS
patients or in its animal models. However, the mechanisms whereby these cells accomplish

such beneficial impact need to be further investigated.

Gut microbiota and the susceptibility to MS and EAE

Microbiota refers to the ensemble of microorganisms that resides in a given anatomical
location in the body (Bhargava and Mowry, 2014). Seminal publications have documented the
impact of specific gut bacterial communities on the immune system including T lymphocytes.
Indeed, commensal microorganisms can promote either inflammatory (Thl or Thl7) or
regulatory T cell responses (Atarashi et al., 2013; Atarashi et al., 2011; Kawamoto et al.,
2014). In addition to the direct impact of the gut microbiota on bowel-related disorders, a
growing body of evidence suggests that these microorganisms can modulate autoimmune
disorders in remote organs such as the CNS (Berer and Krishnamoorthy, 2014; Bhargava and
Mowry, 2014). Epidemiological, genetics and biological studies have revealed that the
susceptibility to MS disease is dictated by an intricate interplay between genes and
environmental factors. Recently, the research community has turned the spotlight on the gut
commensal microbiota as a potential environmental risk factor for MS (Berer and
Krishnamoorthy, 2014; Bhargava and Mowry, 2014).

Modulation of the gut microbiota in mice has been shown to influence the susceptibility to
EAE. Following an oral antibiotic regimen, which dramatically reduced gastro-intestinal
bacterial populations, mice were found to be significantly less susceptible to EAE induction

with delayed onset and attenuated disease severity compared to controls (Lee et al., 2011;
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Ochoa-Reparaz et al., 2009). Similarly, an oral antibiotic treatment given to mice that
generally spontaneously develop EAE, due to the transgenic expression of a TCR recognizing
a myelin epitope, abolished the development of the CNS disease (Berer et al., 2011). The
protection induced by eradicating the gut microbiota has been linked to mechanisms such as:
increased number of FoxP3 regulatory T cells, reduced populations of Th1 (IFNy- producing)
and Th17 (IL-17-producing) cells, and impaired ability of dendritic cells to activate Thl and
Th17 responses (Berer et al., 2011; Lee et al., 2011; Ochoa-Reparaz et al., 2009). Moreover,
the adoptive transfer of CD25" CD4 T lymphocytes from antibiotic-treated mice to naive
recipients before EAE induction decreased disease severity while CD25'CD4 T cells from
non-treated donors did not alter EAE susceptibility (Ochoa-Reparaz et al., 2009). The re-
colonisation of germ-free mice with segmented filamentous bacteria, that have been shown to
promote Th17 cell activation, was sufficient to restore their susceptibility to EAE induction
(Lee et al., 2011). In contrast, oral administration of capsular polysaccharide A of bacteroides
fragilis or Pediococcus acidilactici (strain R037), both known to reduce intestinal
inflammation by inducing IL-10-producing CD4 T cells, reduced EAE disease severity
(Ochoa-Reparaz et al., 2010; Takata et al., 2011). Overall, these reports indicate that, at least
in rodent models, specific gut bacteria or bacterial products can skew T cell responses and thus
influence whether or not a detrimental autoimmune response targeting the distant CNS will
take place.

Few studies investigated the impact of gut microorganisms on MS pathobiology. Correale
and Farez showed that MS patients infected with intestinal parasites, which alter the gut
microbiota but also induce a robust Th2 response, had a significantly reduced number of
relapses compared to uninfected MS patients (Correale and Farez, 2007; Correale and Farez,
2011). Clostridium perfringens type B, usually associated with gastro-intestinal diseases in
ruminants, was isolated from a patient with MS at her first clinical presentation (Rumah et al.,
2013). Interestingly, these bacteria produce the epsilon toxin, which is neurotoxic in animals
(Bokori-Brown et al., 2011). Antibodies targeting this toxin were more prevalent in sera from
MS patients than in those from healthy controls (Rumah et al., 2013); whether bacteria of the
Clostridium genus can modulate immune responses in MS patients is still unknown. It has
been recently uncovered that diet patterns such as high salt diet can increase EAE severity

(Kleinewietfeld et al., 2013). Moreover, long-term as well as short-term changes in the human
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diet have been shown to modify the human gut microbiota (David et al., 2014). As diets shape
the gut microbiota, which can influence immune cell responses, we can speculate that some
diet patterns favoring specific microbial populations could lead to dampened Th1 and/or Th17
responses while other diets could support the growth of microbial populations promoting such
inflammatory responses.

The commensal gut flora has been shown to be essential for the expansion of Mucosal-
associated invariant T cells (MAITs) (Treiner et al., 2003). These innate-like cells express an
invariant TCRa chain (Va7.2 Ja33 in humans) and are found in mucosal tissues but also in
other organs (e.g. liver) and in peripheral blood (Dusseaux et al., 2011; Gapin, 2014; Le
Bourhis et al., 2011; Treiner et al., 2003). Human MAITs express high levels of CD161,
CCR6 and cytokine receptors (IL-12, IL-18 and IL-23) and can produce inflammatory
cytokines including IFN-y and IL-17 (Gapin, 2014). Annibali and colleagues observed an
elevated proportion of CD161" CD8 T cells in the peripheral blood of MS patients compared
to controls (Annibali et al., 2011). In contrast, other groups detected significantly reduced
frequency of CD161" Va7.2 expressing T cells (Miyazaki et al., 2011) or CD161" Va7.2 CD8
T cells (Willing et al., 2014) in the blood of MS patients compared to healthy controls. Willing
and colleagues suggested that such inconsistencies between studies could be due to variation
in donors’ age as they observed a diminished proportion of MAITs with age in healthy donors
(Willing et al., 2014). Notably, the frequency of MAITs was significantly reduced in MS
patients following immunosuppressive therapies (Abrahamsson et al., 2013). Moreover, CD8
T cells expressing CD161 and producing IFNy (Annibali et al., 2011) or expressing the
TCRVa7.2 chain (Abrahamsson et al., 2013; Willing et al., 2014) were detected in post-
mortem CNS tissues from MS patients. Whether MAITs contribute to pathological processes
observed in MS patients is still unresolved. Finally, whether the impact of the gut microbiota
on this specific immune cell subset or other immune cell subsets modulates the development
of MS is unknown. Further investigations are deemed essential to determine whether the gut
microbiota is indeed a key factor in MS pathogenesis and could be modulated to alter disease
(Berer and Krishnamoorthy, 2014; Bhargava and Mowry, 2014).

Crosstalk between T lymphocytes and glial cells
Glial cells, which include astrocytes, oligodendrocytes and microglia, perform highly

complex and complementary functions with the ultimate goal of providing support, protection
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and optimal conditions for neurons. Microglia are the resident innate immune cells of the CNS
and consequently provide the first line of defense against both endogenous and exogenous
insults (Giunti et al., 2014). Under normal physiological conditions, resting microglia
constantly scrutinize their surroundings, remove cell debris, and sense potential threats via a
plethora of receptors such as toll-like receptors and scavenger receptors (Giunti et al., 2014;
Goldmann and Prinz, 2013; Strachan-Whaley et al., 2014). A growing body of evidence
suggests that the activation of microglia is one of the earliest stages in the development of MS
lesions even prior the infiltration of monocytes/macrophages and T lymphocytes (Strachan-
Whaley et al., 2014; van Noort et al., 2011). Using a biomarker of activated microglia,
investigators performed PET imaging on MS patients as well as on clinically isolated
syndrome patients, whom had a first episode of CNS demyelination. They observed increased
microglial activation not only in lesions but also in normal appearing white matter in these
patients compared to healthy subjects (Giannetti et al., 2015; Politis et al., 2012). Similarly,
using multiple techniques (immunohistochemistry, flow cytometry and two-photon
microscopy), several groups reported that the activation of microglia precedes the infiltration
of macrophages and T cells in EAE models (Davalos et al., 2012; Giunti et al., 2014;
Ponomarev et al., 2005). Given their immune properties, such as expression of MHC class |
and class II molecules and production of cytokines, as well as their distribution throughout the
CNS, microglia are uniquely positioned to influence and modulate the responses of CNS
infiltrating immune cells, especially T lymphocytes (Almolda et al., 2011; Strachan-Whaley et
al., 2014). In the inflamed CNS, activated microglia and infiltrating macrophages exhibit very
similar properties and functions, and are thus often undistinguishable by techniques such as
immunohistochemical analysis. Other authors reviewed the numerous protective and
beneficial effects of microglia in MS and its animal models (Giunti et al., 2014; Goldmann
and Prinz, 2013; Strachan-Whaley et al., 2014). Below, we will briefly discuss the cross-talk
between T lymphocytes and microglia/infiltrating macrophages in the context of these
demyelinating diseases.

Microglia and macrophages are abundantly present in white matter and cortical
demyelinating lesions of MS and EAE; these cells are often detected in close proximity to T
lymphocytes (Hucke et al., 2012; Lassmann, 2014; Lucchinetti et al., 2011) supporting the

likelihood of active interactions between these cell subsets. An important number of studies
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documented that both human and rodent activated microglia are immune competent cells and
can efficiently present antigens to both CD4 and CD8 T lymphocytes (Almolda et al., 2011;
Aloisi et al., 1999; Carson et al., 1999; Jarry et al., 2013; Strachan-Whaley et al., 2014;
Wlodarczyk et al., 2014). Therefore, microglia can contribute to the initial activation of naive
T cells but also the local re-stimulation of infiltrating activated T cells. Activated microglia
express elevated levels of MHC class I and class II molecules and several co-stimulatory
molecules including CD80, CD86, CD40 and OX40 (Almolda et al., 2010; Giunti et al., 2014;
Goldmann and Prinz, 2013; Raivich and Banati, 2004; Strachan-Whaley et al., 2014; Williams
et al., 1994; Wlodarczyk et al., 2014). These molecules are engaged in the physical contact
between T cells and microglia and can trigger activating signaling pathways in T cells.
Moreover, specific subsets of activated microglia have been shown to secrete cytokines that
favor either Thl or Th17 cell subsets (e.g. IL-6, IL-12, IL-23, TNF) (Jack et al., 2005;
Strachan-Whaley et al., 2014); although the cytokine levels produced by activated microglia
can be lower than those produced by macrophages (Wlodarczyk et al., 2014). In contrast,
specific in vitro culture conditions of microglia promoted the development of regulatory T
lymphocytes expressing FoxP3, which had the capacity to protect from EAE upon adoptive
transfer in mice (Ebner et al., 2013). Finally, microglia can acquire the same pro-inflammatory
M1 phenotype (producing IL-1, IL-12, TNF) or anti-inflammatory M2 phenotype (producing
IL-10 and showing enhanced myelin phagocytosis capacity) that have been originally
described for macrophages (Durafourt et al., 2012; Nakagawa and Chiba, 2014). Published
reports suggest that M2 microglia or macrophages can favor repair and recovery in EAE
models (Mikita et al., 2011; Strachan-Whaley et al., 2014). Overall, these results suggest that
activated microglia can locally either establish a local inflammatory milieu sustaining the
activation of inflammatory T lymphocytes (Giunti et al., 2014; Matyszak et al., 1999), or favor
regulatory and anti-inflammatory T lymphocytes (Strachan-Whaley et al., 2014).

The cross-talk between microglia and T cells can also shape microglial properties
(Strachan-Whaley et al., 2014). Whereas murine myelin auto-reactive Thl cells triggered the
secretion of proinflammatory molecules such as TNF, IL-18 and nitrite by microglia, myelin
auto-reactive Th2 cells induced the expression of neurotrophic factors such as brain-derived
neurotrophic factor and neurotrophin-3 by the same cells (Roy et al., 2007). Moreover,

infiltration of IFNy and IL-17 producing CD4 T cells during EAE concurred with elevated
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production of inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6 and TNF) most likely by microglia.
Furthermore, Th1 or Th17 cells caused elevated MHC class I and II expression by microglia in
vitro (Murphy et al., 2010). Collectively, these results illustrate that the cross-talk between T
lymphocytes and microglia can lead to both detrimental and beneficial effects and contribute
to the pathobiology of MS and its animal models. Further studies are deemed essential to
understand this intricate T cell-microglia dialogue, especially since several activated T cell
subsets (Th1, Th2, Th17, T regs) have the capacity to migrate into the CNS.

An increasing number of publications have underlined the roles of astrocytes in
modulating T cell responses especially in the context of MS and its animal models (Mayo et
al., 2012). A detailed description of this literature is beyond the scope of the current review.
However, we should at least mention that astrocytes can produce cytokines and chemokines,
or express molecules that alter T cell responses (Mayo et al., 2012). For example, we have
shown that astrocytes in MS lesions expressed elevated levels of PD-L1 and IL-15 and that
these mediators can either inhibit or enhance CDS8 T cell responses using in vitro assays (Pittet
et al., 2011; Saikali et al., 2010). Although, there is no convincing data demonstrating that
astrocytes can efficiently present antigen to T cells, these very abundant glial cells can

significantly alter CNS inflammation.

Conclusions

In the last decades, the progress achieved by the scientific community to elucidate the
complex immune mechanisms involved in the pathobiology of MS is remarkable. Major
advances include the identification and characterization of T cell subsets (e.g. Thl, Thl7,
CD8, regulatory T cells), molecules (e.g. cytokines, chemokines, cell adhesion molecules),
and interactions with CNS cells (e.g. BBB-EC, microglia, astrocytes), that contribute to the
prototypic inflammatory disease of the CNS and potentially to some extent to other
neurological diseases. Moreover, the development of additional rodent models to mirror the
intricacies of the multifaceted human disease have provided and will continue to provide
invaluable insights to examine the causes underlying disease heterogeneity in patients. This
review presented an overview of the impressive body of evidence advocating that both CD4
and CD8 T lymphocytes participate in the development of MS and its animal models. We

should highlight that an increasing number of publications have substantiated the contribution
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of other immune factors such as B lymphocytes and antibodies to the development of these
demyelinating diseases (Krumbholz et al., 2012). In spite of the great number of milestones
reached in elucidating MS immunopathobiology, the exact etiology of MS has yet to be
defined. Moreover, despite an increasing number of available immunomodulatory or
immunosuppressive therapies altering MS progression, there is still no cure available.
Therefore, the scientific community should continue hunting for potential immune

mechanisms that can be targeted to prevent but also eradicate MS.
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Figure 1: Activation and roles of T lymphocytes in the pathogenesis of MS and EAE

1. In contrast to most organs, the brain and spinal cord do not contain defined lymphatic
channels; nevertheless, lymphatic drainage for the CSF and the interstitial fluid of the brain
parenchyma to the cervical lymph nodes does take place (Laman and Weller, 2013). Soluble
CNS antigens and professional APCs, such as dendritic cells, that have engulfed myelin or
neuronal antigens can travel from the CNS to the cervical lymph nodes (Mohammad et al.,
2014). 2. Mature APCs that have engulfed myelin or neuronal antigens are detected in
cervical lymph nodes obtained from MS patients and EAE animals (Laman and Weller, 2013).
These APCs can efficiently activate CNS-reactive CD4 and CD8 T lymphocytes. Different
regulatory T lymphocyte subsets have been shown to reduce the development and severity of
EAE (Kleinewietfeld and Hafler, 2014; Sinha et al., 2014). Several groups reported that
regulatory T cell subsets from MS patients have impaired regulatory functions compared to
healthy donors (Kleinewietfeld and Hafler, 2014; Sinha et al., 2014). 3. Activated myelin or
neuronal-specific T lymphocytes exit into the peripheral blood to perform
immunosurveillance. CNS reactive CD4 and CD8 T lymphocytes obtained from the peripheral
blood of MS patients exhibit enhanced activation properties compared to those from health
donors. 4. Activated autoreactive T lymphocytes have an enhanced capacity to cross the BBB
given their elevated expression of mediators such as chemokine receptors, adhesion
molecules, integrins, and cytokines (Goverman, 2009; Larochelle et al., 2011). 5. Once in the
CNS, T lymphocytes can be reactivated by local APCs (macrophages, microglia and dendritic
cells, or B lymphocytes), which are present in human and mouse CNS lesions (Frohman et al.,
2006; Greter et al., 2005; Pierson et al., 2014). This antigen-specific reactivation has been
shown to be essential to license activated autoreactive T lymphocytes to enter the CNS
parenchyma (Bartholomaus et al., 2009). 6. CNS infiltrating Thl, Th17, and CD8 T
lymphocytes, and macrophages as well as inflamed microglia secrete soluble mediators (e.g.
inflammatory cytokines, free radical, etc). Moreover, cross-talk between T cells and
microglia/macrophages contribute to perpetuate the inflammatory milieu within the CNS. 7.
These soluble mediators can injure oligodendrocyte/myelin and axon/neuron structures.
Moreover, activated microglia/macrophages can directly phagocyte oligodendrocytes.

Similarly, CD8 T lymphocytes have detected in close proximity to oligodendrocytes and
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demyelinated axons with polarization of their cytolytic granules (Lassmann, 2004; Neumann
et al., 2002; Saikali et al., 2007; Wulff et al., 2003). Activated T cells have the capacity to kill
oligodendrocytes or neurons (Jurewicz et al., 1998; Sauer et al., 2013; Zaguia et al., 2013).
Finally, such damage causes the release of additional CNS antigens that can be further

phagocytosed and presented to new waves of CNS-specific T lymphocytes.
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