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ACTB : Actine cytoplasmique beta 1
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BHE : Barriere Hémato Encéphalique

CCR : Récepteur aux chimiokines (Chemokine Receptor)

CDR3 : Région 3 déterminant la complémentarité (Complementary Determining Region 3)
CMH-I/1l : Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe I/l
CPA : Cellule Présentatrice d'Antigene

CTEC : Cellules Epithéliales Thymiques Corticales
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Associated Protein 4)

DC : Cellules dendritiques (Dendritic cell)
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IFN : Interféron

IL : Interleukine

IRES : Internal ribosome entry site
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LBregs : LB régulateurs

LCR : Liquide Céphalo Rachidien

LT : Lymphocyte T

LTh/c: LT auxilliaire (helper)/cytotoxiques

LTregs : LT régulateurs

MAIT : Lymphocytes T associés aux muqueuses (Mucosal Associated Invariant T)
MAP3K7 : Mitogen-Activated Protein Kinase 7

MBP : Protéine basique de la myéline (Myelin Basic Protein)

MCAM : Melanoma Cell Adhesion Molecule

Melan-A ou MART-1: melanoma antigen recognized by T cells 1
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mTEC : Cellules Epithéliales Thymiques médullaires
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ORF : cadre de lecture ouvert (Open Reading Frame)

PBMC : Cellules mononucléées périphériques du sang (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PD-1: Programmed cell Death 1

PHA : Phytohémagglutinine

PLP : Protéine protéolipidique (ProteoLipid Protein)

PMA : Phorbol 12-myristate 13-acetate

PSA1 : Sous-unité alpha 1 du protéasome C2

PSGL1 : P-Selectin Glycoprotein Ligand-1

RAG : Geéne activant la recombinaison (Recombination Activation Genes)
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SEP : Sclérose En Plaques

SNC : Systéme Nerveux Central

SP : Simple Positif

TAK1 : TGF-beta Activated Kinase 1

TEMRA : Terminally Effector Memory 45RA"

TCR : Récepteur de Cellule T

TGF : Facteur de croissance transformant (Transforming Growth Factor)
TLR : Récepteurs des Toll-Like (Toll-Like Réceptors)

TNF : Facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor)

VIME : Vimentine



INTRODUCTION



I. La Sclérose en plaques

1. Définition
La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire démyélinisante chronique du
systeme nerveux central (SNC) touchant 2 millions de personnes dans le monde dont
environ 100 000 en France. Cette maladie se manifeste typiguement chez les jeunes adultes
entre 20 et 40 ans et représente la premiere cause de handicap non traumatique. Elle
touche préférentiellement les femmes, avec un sex-ratio de 3 femmes pour 1 homme (Leray
et al., 2016). Les symptomes sont trés variables, et se traduisent le plus souvent par des
atteintes motrices (p. ex., paralysie ou faiblesse musculaire), sensorielles (p. ex., trouble de
la sensibilité, fourmillements, picotements), visuelles ou méme cognitives (p. ex., trouble de

la mémoire ou du language) (Compston and Coles, 2008).

Elle obéit a des critéres diagnostiques consensuels récemment révisés pour tenir compte de
I’'avancée des techniques médicales (Criteres de MacDonald Révisé en 2010) (Polman et al.,
2005, 2011). En début de maladie, la majorité des patients (85%) présente une forme
récurrente-rémittente (RR) de SEP, caractérisée par des poussées de handicap suivies de
rémissions. La phase rémittente semble correspondre a une phase précoce dans le
développement de la maladie, comparativement a la phase secondairement progressive. En
effet, 50% (Fromont et al., 2010) des patients ayant une forme rémittente évoluent vers une
forme secondairement progressive en 20 ans en moyenne (Confavreux et al., 2000). Pour
environ 15 % des patients, la maladie est primitivement progressive (PP), avec un handicap
présent des le début de la maladie et qui s’"accumule ensuite progressivement en I'absence
de phénomeénes inflammatoires surajoutés (Compston and Coles, 2008; Nylander and Hafler,

2012) (figure 1).
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Figure 1: Les différentes formes d’évolution de la SEP. La SEP est une pathologie pouvant se développer
sous plusieurs formes. Pour 85% des cas, la maladie débute sous une forme rémittente, se manifestant par des
poussées (apparition du handicap) puis des rémissions. Ensuite, pour plus de 50% des cas, la maladie évolue vers
une forme secondairement progressive, dans laquelle le handicap s’accumule sans période de rémission. Pour
finir, 15% des cas développent initialement une forme primairement progressive (PP), ou le handicap s’accumule
des le début. (Nicol,B (2016) p4)

Malgré des progres significatifs dans la prise en charge thérapeutique de la SEP, les
mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la maladie restent mal connus. On sait
cependant que la maladie se caractérise par I'apparition de plagues de démyélinisation au
sein de la substance blanche, responsables d’une altération de la conduction nerveuse. Une
dégénérescence axonale peut aussi survenir de maniere secondaire. Ces plaques sont
caractérisées par la présence d’un infiltrat de cellules immunitaires essentiellement
composé de macrophages et dans une moindre mesure de lymphocytes T (Compston and

Coles, 2008a).

2. Epidémiologie de la SEP

La distribution de la SEP est tres hétérogene dans le monde, y compris au sein d’'un méme
pays. Dans I’'hémispheére nord, la prévalence diminue selon un gradient nord-sud. En Afrique,
Asie (excepté au Japon) et Amérique du Sud, la prévalence est faible (Kurtzke, 1975; Melcon
et al.,, 2014). En France, la prévalence (estimée a 94.7/100 000 en 2014) est considérée

comme moyenne a élevée, avec des valeurs de prévalence et d’incidence plus élevées dans
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le Nord-Est (Fromont et al., 2010). Ces variations géographiques semblent étre liées a des

facteurs environnementaux et génétiques.

3. Etiologie de l1a SEP

L’étiologie de la SEP reste mal connue, mais la maladie semble se développer sous I'influence

de facteurs environnementaux associés a un terrain génétique prédisposant.

3.1 Facteurs génétiques

Des études épidémiologiques familiales ont montré une susceptibilité génétique. Ainsi, le
risque de contracter une SEP pour un jumeau monozygote dont le jumeau est déja atteint
est de 30% et ce risque diminue a 7% pour des jumeaux dizygotes et moins de 5% pour des
fréres et sceurs (Oksenberg and Baranzini, 2010). De nombreuses études génétiques ont mis
en évidence un lien entre la SEP et un alléle du gene codant pour la molécule du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH-Il), DRB1-15:01 ou DR2 (Gourraud et al.,
2012). C'est un des premiers génes a avoir été mis en évidence comme facteur de risque de
développer une SEP. Récemment, plus d’'une centaine de genes ont été décrits comme
associés a la survenue de la maladie, la grande majorité codant pour des molécules
impliqguées dans le fonctionnement du systéeme immunitaire (Sawcer et al., 2014).
L'interaction de différents variants a risque pourrait aussi avoir un impact sur le
développement de la maladie. Dans les génes associés a la réponse immunitaire, on retrouve
notamment les génes codant les chaines a des récepteurs a I'lL-7 et a I'lL-2, ainsi que le CD58
(LFA3). Enfin, certains variants du CMH-1, comme le HLA-0201, semblent plut6t associés a un
effet protecteur (De Jager et al., 2009; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium

et al., 2007).

3.2 Facteurs environnementaux

A ce jour, aucun facteur environnemental précis n’a été incriminé de facon directe dans la
survenue de la SEP. Les prévalences et incidences élevées de la SEP dans les pays développés
par rapport aux pays sous-développés ont conduit a I'hypothése "hygiéniste" : dans les pays
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développés, le systtme immunitaire rencontre moins ou du moins plus tardivement des
agents infectieux, et aurait donc une propension plus élevée a développer des maladies
auto-immunes (Compston and Coles, 2008a; Laplaud and Confavreux, 2006). L'association
entre les agents infectieux, notamment le virus Epstein-Barr (EBV), et la SEP a fait I'objet de
nombreuses études. Bien qu'un lien de causalité n'ait pas été démontré entre l'infection a
I'EBV et la maladie, la présence quasi-constante d'anticorps anti-EBV et les signes de
réactivation du virus chez les patients SEP renforcent l'idée d'une implication du virus dans la
pathologie (Compston and Coles, 2008a). La carence en vitamine D, liée a une faible
exposition au soleil, semble aussi étre associée a un risque augmenté de développer une SEP
(Pierrot-Deseilligny and Souberbielle, 2010). Il existe ainsi une corrélation inverse entre le
niveau sérique de vitamine D et |'activité clinique de la SEP (Soilu-Hanninen et al., 2008).
L'obésité dans I'enfance et I'adolescence, et la consommation de sel ou le tabac sont aussi
des facteurs de risques décrits (Farez et al., 2015; Hedstrém et al., 2015; Munger et al.,

2013).

4. La SEP, maladie auto-immune

I est communément admis que la SEP est une maladie auto-immune. Les premiers
arguments de cette théorie ont été apportés par les modeéles animaux d’Encephalomyélite
Autoimmune Expérimentale (EAE). Les toutes premiéres études chez le singe ont montré
qgue lorsque l'on y injecte des extraits de cerveau de lapin on observe une infiltration de
cellules immunitaires et une démyélinisation périvasculaire (Rivers et al., 1933). Par la suite,
les différents modeéles chez le rongeur ont prouvé que I'on peut induire activement I'EAE par
injection d’épitopes de la myéline ou passivement par injection de Lymphocytes T (LT)
réactifs contre ces mémes épitopes (Lassmann, 2007). Sur le plan neuropathologique, il est
retrouvé au sein des lésions de SEP des infiltrats de cellules immunitaires en particulier de
macrophages et de lymphocytes (Compston and Coles, 2008b). Autre argument fort, les
traitements actuels consistent majoritairement en des traitements immunomodulateurs ou
immunosuppresseurs. Un large panel de traitements est actuellement utilisé, dont le choix
dépend de I"évolution et de I'agressivité de la maladie. De facon générale, les traitements

actuels ont une action assez globale sur I'immunité, par exemple la Mitoxantrone (inhibe la
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synthése et la réparation de ’ADN par blocage de la topoisomérase de type Il)(Martinelli
Boneschi et al., 2013) ou encore le Fingolimod (retient les lymphocytes dans les ganglions
lymphatiques)(Kappos et al., 2010). Ces traitements bien qu’efficaces engendrent de
nombreux effets secondaires plus ou moins séveres, allant de la diarrhée a Ia
Leucoencéphalopathie Multifocale Progressive (LEMP), cette derniere étant associée a
I"utilisation du Natalizumab (traitement ciblant I'intégrine a4B1)(Miller et al., 2003). L’enjeu
actuel est par conséquent d’identifier et de cibler spécifiquement des molécules et acteurs
immunitaires impliqués dans la maladie, permettant ainsi d’éviter ou de réduire les effets

secondaires et d’augmenter |'efficacité thérapeutique.

II. Les lvmphocytes impliqués dans la SEP

Les systemes immunitaires innés et adaptatifs semblent jouer des rdéles importants dans
I'initiation et la progression de la maladie. Ici, je vous détaillerai seulement les cellules de

I'immunité adaptative et en particulier les LT CD8".

1. Les lymphocytes B

L'implication des lymphocytes B (LB) a longtemps été sous-estimée dans les études sur la
SEP, toutefois, de plus en plus d’études montrent le(s) role(s) non négligeable(s) qu’ils
possedent. Nous savons que plus de 90% des patients SEP présentent des bandes
oligoclonales d’Immunoglobuline G dans leur liquide céphalo rachidien (LCR), témoignant
d’une réponse immunitaire humorale intrathécale. De plus, les LB et les anticorps sont
présents au sein du SNC dans les Iésions actives et aux marges des |ésions chroniques actives
(Meier et al., 2012). Enfin, la déplétion des LB par des anticorps monoclonaux anti-CD20,
comme le Rituximab et plus récemment |'Ocrelizumab, sont efficaces pour réduire le
nombre de poussée et 'activité lésionnelle (mesurée par IRM) (Hauser et al., 2008). En plus
de la fonction de sécrétion d’anticorps, les LB sont aussi des cellules présentatrices
d’antigénes (Harp et al., 2008). Une étude a montré que les LB mémoires de patients
pouvaient induire une prolifération et une production d'interféron gamma (IFNy) par les LT

CD4" en réponse a une stimulation par des antigénes (Ag) de la myéline (Molnarfi et al.,
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2013). lls peuvent également produire des cytokines et chémokines, modulant ainsi la

réponse et le recrutement des LT (Pierson et al., 2014).

2. Les Lymphocytes T CD4"

La SEP est décrite comme médiée principalement par les LT CD4", notamment grace aux
études sur I'EAE. Certains variants du CMH-II ont été fortement associés a la maladie, en
particulier HLADRB1*15:01. Les LT helper impliqués dans la maladie vont jouer un réle
crucial notamment via la sécretion de GM-CSF qui va entrainer |'attraction et I’activation de
cellules pro-inflammatoires (Becher et al., 2017). Différentes études montrent que les sous-

populations de LT CD4" impliquées plus particuliérement dans la SEP sont les Th1 et Th17.

Les LT CD4" Thl sont des lymphocytes dont la polarisation est médiée par I'lL-12 et
produisent en particulier de I'lL-2 et de I'IFNy. Dans I'EAE, 'immunisation par des épitopes de
la myéline entraine la mise en place d’une réponse Th1, mise en évidence par la présence de
LT producteurs d’IFNy et d'IL-2 dans les lésions (Goverman, 2009). Chez 'homme, I'injection
d’IFNy exacerbe la maladie (Panitch et al., 1987). De plus, on retrouve de I'IL-2 dans le LCR et
le SNC des patients. La présence de cette cytokine semble méme corrélée avec l'activité

clinique de la maladie (Lovett-Racke et al., 2011; Windhagen et al., 1995).

Les LT CD4" Th17 sont définis par I'expression du facteur de transcription RORyT et par la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-17, I'lL-21, I'IL-22 ou encore I'IL-26
(Stockinger et al., 2007) . Chez I'homme, le nombre de cellules exprimant I'ARN messager ou
la protéine IL-17, est augmentée dans le sang et dans le LCR des patients, d'autant plus
durant les phases actives de la maladie (Durelli et al., 2009). Aprés stimulation in vitro des
cellules du sang, la fréquence des Th17 est aussi plus importante chez les patients que chez
les témoins (Wang et al., 2011). Il faut noter que parmi les traitements utilisés couramment
dans la SEP, le Fingolimod entrainerait une baisse des Th17 circulants et I'IFNB augmenterait
leur sensibilité a I'apoptose (Durelli et al., 2009; Mehling et al., 2010). Des essais ciblant plus
précisément la voie Th17 sont actuellement en cours dans la SEP. Un essai clinique de phase
Il a été effectué, utilisant un anticorps monoclonal anti-IL-17A neutralisant (Secukinumab)

chez des patients RR. Cette étude a montré une efficacité dans la réduction de l'activité
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lésionnelle des patients traités (Havrdova et al., 2016). Les autres populations de LT CD4'Th

sont impliqués de maniere variable. La figure 2 résume ces données.

Role pro-inflammatoire
dans |'EAE et SEP

Role benefique
dans la maladie
mais encore
controverse

Role délétere
dans I’EAE et
la SEP

|89 117
I-21
I-22

Figure 2 : Différenciation des LT CD4 naifs en LT helper et leur implication dans la SEP. Les LT CD4" se
différencient en divers sous types appelés auxiliaires (helper), selon les cytokines présentes. Cette plasticité
cellulaire permet aux LT CD4" d’exercer diverses fonctions dans la SEP et son modéle animal, ’'EAE. (Nicol,B
(2016) pl6. Implication des lymphocytes TCD8+ exprimant l'antigéne CD161 dans la physiopathologie de la
sclérose en plaques. Theése de Doctorat Universitaire de Nantes)

3. Les lymphocytes T CDS"

Les LT CD4" furent les premiers & étre impliqués dans la maladie, mais de plus en plus
d’études suggérent un rdle tout aussi important des LT CD8*. En effet, par leurs effets
cytotoxiques, ils semblent mieux armés que les LT CD4" pour induire directement des lésions
au sein du SNC. Un des arguments majeurs de cette implication est leur prédominance au
sein des lésions de SEP. Chez I'homme, les LT CD8" sont retrouvés au sein des lésions de SEP
en plus grande proportion que les LT CD4" et indépendamment de la durée et de I’évolution
de la maladie ainsi que de la thérapeutique utilisée (Babbe et al., 2000a; Booss et al., 1983;
Hauser et al., 1986). Notre équipe a aussi réalisé une étude quantitative des LT CD8" au sein

de 22 lésions provenant de 3 patients issus de notre banque locale. Nous avons observé une
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prédominance des LT CD8" parmi les LT totaux (Salou et al., 2015a). De fagon plus nuancée,
certaines études suggérent que les LT CD8" sont enrichis préférentiellement au sein des
zones parenchymateuses alors que les LT CD4" sont plutdt retrouvés dans les zones

périvasculaires (Tzartos et al., 2008).

3.1 Les LT CD8" dans le SNC

Ces LT CD8" infiltrants ont une répartition oligoclonale, et les mémes clones peuvent étre
retrouvés dans différents endroits du cerveau (Babbe et al., 2000b; Montes et al., 2009;
Salou et al., 2015a). Certains de ces clones portent des mutations silencieuses (Junker et al.,
2007). Toutes ces données évoquent une sélection dépendante de I'Ag et suggerent
I'implication de ces clones CD8" dans la maladie. L’expression du CMH-I a la surface cellulaire
est nécessaire a la présentation antigénique et I'activation des LT CD8" afin que ces derniers
puissent exercer leur role pro-inflammatoire ou régulateur. Dans le SNC de patients atteints
de SEP, les astrocytes, les oligodendrocytes, les neurones et les axones surexpriment le
CMH-I en fonction de l'activité de la maladie et des lésions, ce qui en font des cibles
potentielles pour la lyse par les LT CD8" (Hoftberger et al., 2004). Cette lyse peut &tre médiée
par différents mécanismes : sécrétion de granules cytotoxiques ou de cytokines comme le
tumor necrosis factor (TNF) a, mécanismes dépendants de Fas (Sauer et al., 2013). Il a été
montré in vitro, dans un modele murin, que la transection axonale en condition
démyélinisante pouvait &tre réalisée par les LT CD8" cytotoxiques (Medana et al., 2001).
Chez 'homme, il existe une corrélation positive entre les dommages axonaux au sein de
lésions et le nombre de LT CD8", ce qui n’est pas le cas pour les LT CD4" (Bitsch et al., 2000).
La capacité cytotoxique des LT CD8" fait de ces cellules de trés bons candidats pour réaliser
des dommages au sein du cerveau. Plusieurs études, dont la n6tre, ont mis en évidence leur
capacité a secréter du granzyme B et de I'IFNy in situ (Ifergan et al. 2011; Annibali et al.

2011; Salou et al. 2015).

3.2 Les LT CD8" dans le LCR

Des LT CD8" oligoclonaux sont aussi retrouvés dans le LCR de patients SEP (Jacobsen et al.,

2002). On observe un enrichissement des LT CD8" sécréteurs de granzyme B dans le LCR
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(Jacobsen et al. 2002). Le taux de granzyme A et B dans le LCR est augmenté chez les
patients en poussée comparativement a ceux en rémission ou aux controles (Malmestrom et
al., 2008). Il est tres intéressant de souligner que, dans un modeéle de transmigration in vitro,
la fraction transmigrée est enrichie en LT CD8" effecteurs mémoires et d’autant plus ceux

exprimant du granzyme B, de I'IFNy et de I'lL-17 (Ifergan et al., 2011a).

3.3 La migration des LT CD8" dans le SNC

Il a toujours été admis que le cerveau est un organe immuno-privilégié, c’est pourquoi les
mécanismes permettant la migration des LT CD8" dans le SNC restent encore obscurs.
Cependant des vaisseaux lymphatiques irrigants le cerveau viennent d’étre découvert et
pourraient aider dans la compréhesion de ces mécanismes (Louveau et al., 2015). Plusieurs
équipes ont étudié cette migration dans I'EAE, permettant de décrire des nouvelles
molécules potentiellement impliquées dans la maladie. Par exemple, le blocage de
I'intégrine a4 (CD49d) chez des souris EAE immunisées avec la MOG35-55 permet de
diminuer le nombre de LT CD8" infiltrant le SNC et de diminuer le score de gravité de la
maladie. Cet effet est aussi retrouvé pour les LT CD4" (Ifergan et al., 2011b). Cette molécule
est la cible d’un traitement actuel dans la SEP appelé Natalizumab (ciblant I'intégrine a4p1).
Récemment, une équipe a caractérisée la molécule « mélanoma cell adhesion molecule »
(MCAM) comme potentiellement impliquée dans la maladie (Larochelle et al., 2015). De
facon intéressante, I'expression de MCAM est augmentée chez les LT CD8" des patients SEP
RR en poussées comparativement aux témoins. L'expression de cette molécule est associée
a un phénotype sécrétant de I'IFNy et de I'lL-17 chez ces LT CD8". Depuis la mise en évidence
de nouvelles molécules clés impliquées dans la transmigration cellulaire, celle-ci est un axe

majeur de recherche.

3.1 Les sous-populations de LT CD8"

Les LT CD8" Tc1 sont décrits comme producteurs de cytokines de type 1 comme I'lFNy et le
TNFa. Dans la SEP, les LT CD8" spécifiques de la MBP (Myelin Basic Protein) sont capables de

produire ces cytokines quand ces derniers sont mis en contact avec des oligodendrocytes
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compatibles via leur CMH mais il semble que ce soit aussi le cas chez les témoins (Jurewicz et

al., 1998).

Les LT CD8" Tc17 sont caractérisés par la production d’IL-17 et ont été mis récemment en
évidence dans les maladies auto-immunes. Apres stimulation in vitro, il a été montré que le
sang des patients SEP contenait plus de LT CD8" IL-17" que le sang de témoins (Wang et al.,
2011).

Plusieurs équipes, dont la notre, ont exploré I'implication des cellules MAIT (mucosal
associated invariant T cell) dans la SEP. Ces LT sont CD8*CD161"8", avec un phénotype
effecteur mémoire (Salou et al., 2016). Les cellules MAIT ont la particularité de posséder un
TCR semi-invariant (chaine Va7.2 invariante et une chaine VB préférentiellement VB2, V13
ou VB22) qui leur confére une spécificité antigénique microbienne restreinte par activation
via la molécule de CMH-I non classique MR1 (MHC class-I-related protein 1) (Tilloy et al.,
1999). Les résultats de différentes études dans la SEP sont trés contradictoires, une étude a
montré I'augmentation des cellules MAIT dans le sang (Annibali et al., 2011) et une autre
I'inverse (Miyazaki et al., 2011). Dans notre étude nous avons montré qu’il a y une
diminution non significative de la fréquence de ces cellules dans le sang des patients SEP
(Salou et al., 2016). Nous avons également essayé d’identifier ces cellules au sein du SNC et
n‘avons retrouvé ces cellules MAIT qu’a seulement 0,5% des LT dans les lésions
comparativement a 1-10% observés dans le sang. Cela suggere que les cellules MAIT ont

probablement un réle accessoire dans la neuro-inflammation liée a la SEP.

A ce jour, peu d’études ont analysé le phénotype des LT CD8" dans les Iésions. L'une d’entre
elle montre que 80% des LT CD8" produisent de I'lL-17 (Tzartos et al., 2008). Nous avons de
notre coté continué a étudier les LT CD8" mais cette fois non MAIT. Notre étude sur les LT
CD8'CD161™ est la premiére qui caractérise spécifiquement une population de LT CD8" avec
des propriétés neuropathogéniques dans la SEP (expression de molécules de migration
tissulaire, capacité de transmigration augmentée par rapport aux CD161"" et CD161"%,
présence et phénotype pro-inflammatoire in situ). Toutes ces données suggére une
implication de cette sous-population de LT CD8" dans la physiopathologie de la SEP (Nicol et

al, en soumission, 2017).
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III. Les lymphocytes T autoréactifs

Les études précédentes partent de I'hypothése d’une reconnaissance et d’'un dommage du
soi par ces LT autoréactifs. Cependant, malgré de nombreux essais, leur spécificité
antigénique reste inconnue. Cette donnée est cruciale pour la compréhension de
I'implication de ces cellules dans la maladie, c’est pourquoi de nombreuses équipes ont
étudié le répertoire des LT. L'étude du répertoire est I'analyse des récepteurs des LT, appelés
TCR (T Cell-Receptor), qui permettent la reconnaissance des antigénes présentés par les
molécules CMH de classe | (CD8") ou de classe Il (CD4"). Les LT peuvent étre polyclonaux
(répertoire étendu) ou invariants (répertoire limité). Au sein des LT polyclonaux se trouvent

des LT autoréactifs ou autoagressifs, dont I'activation est délétere.

1. LeTCR

Le TCR est un hétérodimeére, constitué d’une chaine a et B (figure 3). Chacune de ces chaines
est constituée d’un domaine constant et d’'un domaine variable, au sein duquel existent des
régions hypervariables, appelées Complementarity Determining Regions (CDR). La région
CDR3, impliquée dans la reconnaissance antigénique, concentre I'essentiel de la diversité du
TCR. Elle résulte de la recombinaison aléatoire des différents segments de génes V
(Variable), D (Divers), J (Jonction) et C (Constant), et de l'insertion ou de la délétion de

nucléotides entre ces différents segments de genes.

Locus codant la chaine B i Locus codant la chaine a
Vg Dgr g Cpr Dpe g2 Cpo | Vo o  Cq
=g =i } P S
[ T | [ | [
Vp-N-Dg-N-Jg-Cp VN-Jy~C 4
iy p— — | ‘_‘ ﬁ, 'W .h -
CDR1CDR2 CDR3 i CDR1CDR2CDR3

Figure 3 : Organisation des loci codant les chaines du TCR et structure du TCR. Le TCR est constitué d'une
chaine a et d'une chaine P, réarrangées au niveau génomique. Chaque chaine est constituée d'une région
constante (vert) et d'une région variable (bleu/orange et rouge/orange). D'aprés (Nikolich-Zugich et al., 2004).
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Le réarrangement aléatoire de ces différents segments mene a la génération d'une chaine a
(VJ) et d'une chaine B (VDJ) au cours du développement thymique. Chez I'homme, il existe
54 genes Va, 61 Ja et 1 Ca ainsi que 64-67 V3, 2 DB, 14 JB et 2 CB (Lefranc et al., 2009). La
recombinaison s'effectue par les enzymes de recombinaison RAG-1 et RAG-2 (Recombination
Activation Genes) grace aux séquences signal de recombinaison (RSS). Lors de ce processus,
des nucléotides peuvent étre ajoutés. La région hypervariable CDR3 ainsi créée est cruciale
dans la reconnaissance de I'Ag. Cette variabilité de génération des chaines, associée a la
variabilité d'appariement entre les chaines a et B produit théoriquement plus de 10™ LT
différents (Davis and Bjorkman, 1988; Sewell, 2012). Ces LT peuvent reconnaitre la grande

majorité d'Ag étrangers présentés.

2. Les mécanismes de tolérance

Toutes les recombinaisons possibles ne ménent cependant pas a la génération d'un LT
fonctionnel. En effet, il faut que ces TCR soient capables de reconnaitre un Ag présenté dans
le contexte du CMH. De plus, la génération aléatoire des TCR implique une reconnaissance
potentielle a la fois d'Ag étrangers et du soi. Dans le thymus, des mécanismes permettent la
génération d'un répertoire T capable de reconnaitre une quantité potentiellement infinie
d'Ag étrangers, sans pour autant (théoriquement) reconnaitre d'Ag du soi. C'est pourquoi
des mécanismes de tolérance centrale et périphérique sont mis en place. Seulement 2 a 5%
des précurseurs T a I'entrée du thymus recirculent en périphérie. Parmi ces LT, un certain
degré d'auto-réactivité subsiste encore. Ces LT reconnaissent des complexes CMH-peptides
avec des affinités assez faibles ou sont spécifiques de peptides présents en trop faible
quantité dans le thymus. Des mécanismes sont en place en périphérie pour éviter le
développement de pathologies auto-immunes (Chatenoud and Bach, 2002). La figure 4

résume tous ces mécanismes centraux et périphériques mis en place.
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Figure 4 : Mécanismes de tolérance centrale et périphérique. A. Dans le cortex thymique, les thymocytes DP
reconnaissant des CMH du soi avec une affinité faible échappent a la mort par négligence, c’est la sélection
positive. IIs migrent ensuite dans la médulla, au sein de laquelle la reconnaissance d’un complexe CMH-peptide
du soi avec une affinité forte entraine leur apoptose, c’est la sélection négative. Certains LT autoréactifs
échappent a la tolérance centrale et migrent en périphérie. B. Anergie : En ’absence d’un co-engagement avec
les molécules de co-stimulations, le complexe CMH-peptide seul, bloque la stimulation des LT autoréactifs.
Ignorance : Séparation physique entre le LT autoréactif et le tissu qui contient son Ag. Délétion : I’AICD
(activation-induced cell death) limite 1’engagement répété des LT autoréactifs. Mécanismes extrinséques :
Meécanismes médiés par d’autres types cellulaires qui permettent d’inhiber I’activation des LT autoréactifs. DN :
double négatif, DP : double positif, SP : simple positif. (Salou, M., (2014) p19)

3. L’activation des LT autoréactifs dans la SEP

Dans les maladies auto-immunes dont fait partie la SEP des LT autoréactifs semblent
échapper a tous ces mécanismes en raison d’une affinité relativement faible pour le
complexe CMH-peptide. Des études structurales du complexe synapse immune de LT

autoréactifs reconnaissant un peptide de la myéline MBP, ont montré une reconnaissance
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sous-optimale comparé aux LT réconnaissants des peptides étrangers (Yin et al.,, 2012).
Comparé a une synapse immune classique, les molécules de TCR s’accumulent alors qu’il y a
moins de CMH présentants I'auto-antigene. Cette particularité, associée a une perturbation
de la motilité, entraine un taux lent de liaison TCR-CMH mais une plus forte réponse. Ces
caractéristiques inhabituelles de la synapse immune permettrait I'évasion de la sélection
négative (Schubert et al., 2012). Cette évasion pourrait également s’expliquer par le fait que
les LT de faible affinité ne seraient activés par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA)
gu’au niveau de l'organe cible et non pas au niveau du thymus (Klein et al., 2000).
L'altération du peptide par des modifications post-traductionnelles pourraient aussi
permettre d’augmenter I'affinité du TCR (Wucherpfennig and Sethi, 2011; Yin et al., 2012).
La réactivité croisée, les superantigénes, la présence de deux TCR ou un défaut de régulation
périphérique constituent aussi des pistes pour expliquer I'activation de ces LT autoréactifs
(Salou et al., 2013). Certains de ces mécanismes sont schématisés dans la figure 5 et détaillés

par la suite.
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Figure 5 : Mécanismes possibles d'activation périphérique de cellules potenticllement autoréactives.
Différents mécanismes ont été proposés pour l'activation de LT autoréactifs en périphérie. La premiere est celle
du double TCR, c'est-a-dire que certains LT pourraient porter deux TCR, I'un reconnaissant un peptide viral, et
l'autre un épitope de la myéline. La deuxieme est celle du mimétisme moléculaire, a savoir que le TCR porté par
la cellule pourrait reconnaitre deux épitopes proches. Enfin, il a aussi été proposé un défaut de régulation des
cellules potentiellement autoréactives. (Salou et al., 2013)
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3.1 Le mimétisme moléculaire

Chez les patients SEP, mais aussi chez les volontaires sains, le mimétisme moléculaire est
encore controversé. Certains clones lymphocytaires spécifiques de la protéine de la myéline
peuvent étre activés en présence de peptides dérivés de différents virus dont I’'EBV (Boucher
et al., 2007). Cependant ces résultats ne sont pas retrouvés dans d’autres études (Lindsey
and Hatfield, 2010). Il n’est pas évident de savoir si cette réactivité est spécifique seulement

chez les patients.

3.2 Les doubles TCR

L'existence de LT portant deux chaines a fonctionnelles chez ’lhomme et la souris a été
démontrée. lIs représentent jusqu'a 30 % chez ’homme et 15 % chez la souris (Corthay et al.,
2001). D’autres LT portant deux chaines B ont aussi été mis en évidence, ol ils représentent
environ 1% chez 'lhomme et 6% chez la souris (Davodeau et al., 1995) mais la fonctionnalité
de ces TCR est tres difficilement vérifiable. Il semblerait qu’'une majorité de ces clones avec
un double TCR soit non fonctionnelle mais pour 5% d’entre eux ils présentent une affinité
forte pour des Ag du soi normalement tolérés (Kekaldinen et al., 2010). Chez I'homme, des
LT portant deux TCR (une chaine B et deux chaines a) ont été identifiés comme

surreprésentés dans des lésions de SEP (Kim et al. 2012).

3.3 Les superantigénes
L'hypothése de superantigenes, pouvant se lier a la fois au CMH et au TCR et qui
entraineraient la prolifération et la sécrétion de cytokines par les LT, peut aussi étre évoquée
(Libbey et al., 2014). lls seraient en fait spécifiques des toxines protéiques comme par
exemple I'entérotoxine staphylococcique A et B. Ces toxines ont été montrées comme
responsables de la réapparition de poussées dans I'EAE par stimulation de LT spécifiques de
la MBP (Soos et al., 2002). Ces toxines ont également été associées a des périodes de

poussées chez les patients SEP (Mulvey et al., 2011).
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3.4 Glissement d’épitope et activation non spécifique

Lors de I'inflammation et de la destruction d’un tissu d( a des LT autoréactifs, il y a libération
d’Ag, ce qui peut entrainer de nouvelles réponses autoréactives. C'est ce qu’on appelle le
phénomeéne de glissement d’épitope ou epitope spreading. Cela entraine la mise en place de
réponses contre d’autres épitopes du soi différents de I'épitope initiateur. Ces nouveaux Ag
peuvent soit étre issus de la protéine initiatrice, soit d’autres protéines. L'inflammation va
permettre la disponibilité de ces Ag qui en situation d’homéostasie ne sont pas accessibles.
Par exemple, chez les patients SEP, les LT CD8" reconnaissant des Ag apoptotiques semblent
augmentés dans le sang et s’accumulent dans le LCR en corrélation avec I'activité clinique de
la maladie. Ce phénomeéne induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'IFNy et I'lL-17, pourrait amplifier et maintenir la réponse délétere dans la SEP (Lolli et al.,
2013). Il peut également y avoir une activation non spécifique, appelée aussi activation

bystander, de LT non spécifiques sur le site de I'inflammation.

4. L’étude du répertoire

4.1 Les outils pour I’étude du répertoire
Lors d’une reconnaissance antigénique, le LT portant le TCR spécifigue de l'antigéne
prolifere, et devient un clone prédominant au sein d’une famille VB. Une longueur de CDR3
est alors surreprésentée, et le répertoire comporte des altérations d’allure mono ou
oligoclonale. Au contraire, en condition de repos, la répartition des longueurs de CDR3 au

sein d’une famille VB a un aspect gaussien, toutes les longueurs étant représentées.

Le CDR3 spectratyping est une technique qui permet d’étudier le répertoire privé de tout
individu et donc d’étudier toute la diversité des CDR3, a travers I'étude de la répartition de
leurs longueurs sur des familles VB définis (Puisieux et al., 1994). Cette technique est basée
sur une amplification spécifique a I'aide d’amorces correspondant aux différentes familles
VB permettant ensuite de visualiser la répartition clonale de chaque famille en fonction de la

longueur des CDR3.

Le CDR3 spectratyping est maintenant remplacé par des techniques a haute résolution

comme le Next generation sequencing qui permet d’étudier toutes les séquences sans
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sélection particuliere de familles VB. Cet outil permet d’augmenter considérablement la
guantité de séquences analysées au sein d’un méme échantillon et surtout de connaitre
guantitativement la fréquences de chaque clone au sein d’'une méme famille et dans la

totalité du répertoire. Ces deux techniques sont schématisées dans la figure suivante (Figure

6).
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Figure 6 : Caractérisation du TCR VJ par technique basse résolution et haute résolution. Les LT portant
un TCR spécifique d’un antigéne peuvent étre identifiés par de techniques a faible résolution (spectratype ou
CDR3 spectratyping) ou des techniques a haute résolution (NGS). Les techniques a basse résolution visent a
identifier les familles VP qui présentent une distribution monoclonale de leur longueur de CDR3. Distribution
étudiée a l'aide de PCR VB spécifiques. La clonalité du Vf est confirmée par le séquengage du produit de PCR.
La purification spécifique des cellules T permet plus tard d'effectuer un test fonctionnel ou de reconstruire le
TCRop afin d'identifier 'antigéne reconnu. Le séquengage a haut débit permet d’identifier la séquence de chaque
VP via un processus bio-informatique nécessaire pour quantifier 1’abondance des différents clones des LT. La
quantité de données générées est trés importante et est mieux adapté pour suivre les clones de cellules T dans le
temps ou sur différents sites anatomiques. (Degauque et al., 2016)
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4.2 L’étude du répertoire dans la SEP

L’étude du répertoire dans la SEP est un axe majeur en recherche dans le but d’identifier le
ou les antigéne(s) impliqué(s) dans la maladie. Différentes études ont observé que le
répertoire des LT CD8" dans le sang des patients SEP présente plus d’expansions clonales que
ceux des témoins sains (Monteiro et al. 1996; Gran et al. 1998; Muraro et al. 2002;
Matsumoto et al. 2003). Notre équipe a montré des résultats identiques et a également
démontré chez 35 patients SEP que le répertoire des LT CD8" du sang présente plus
d’expansions clonales que celui des LT CD4" (Laplaud et al., 2004). De plus, le répertoire des
LT totaux dans le LCR est plus oligoclonal que dans le sang, et plus spécifiquement pour les

LT CD8" (Jacobsen et al., 2002; Lozeron et al., 1998; Salou et al., 2015a).

Il est intéressant de prendre en compte que I'expansion clonale est directement corrélée
avec l'activité de la maladie. En effet, nous avons observé que le répertoire des LT du sang
est plus altéré chez des patients SEP avec une forme active de la maladie que ceux avec une

forme inactive (Laplaud et al., 2006).

Plusieurs équipes ont montré que les LT infiltrant le cerveau avaient un répertoire TCR
restreint et que ces clones étaient principalement CD8" (Babbe et al, 2000; Junker et al,
2007; Montes et al, 2009). Trés récemment, notre équipe a étudié le répertoire des LT dans
le sang, le LCR et le SNC de 3 patients SEP par la technique du spectratyping ainsi que du
séquencage a haut débit. Nous avons pu comparer ces différents compartiments et nous
avons mis en évidence que la majorité des familles oligoclonales du LCR sont retrouvées
dans le cerveau (environ 80%). C'est aussi le cas d’environ 40% des LT CD8" du sang et dans
une moindre mesure LT CD4". De plus, notre étude montre que chez les patients SEP, les LT
CD8" oligoclonaux du sang présentent des caractéristiques phénotypiques suggérant leur
implication dans la physiopathologie de la maladie : cellules en majorité mémoires,
exprimant plus de CCR5, de CD11a et de granzyme B que les LT appartenant a des familles

gaussiennes (Salou et al. 2015) (figure 7 et Annexe 1).
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A ratient Technique Blood CD4 — CNS Blood CD8 — CNS CSF — CNS

MS 1 CDR3 spectratyping' 30% (3/10) 43% (6/14) 78% (7/9)
High-throughput sequencing? 5.0% 27.5% 72.5%

MS 2 CDR3 spectratyping’ 23% (3/13) 43% (10/23) 70% (14/20)
High-throughput sequencing? 7.5% 37.5% 95.0%

MS 3 CDR3 spectratyping’ 25% (1/4) 23% (3/13) 90% (18/20)
High-throughput sequencing? 2.5% 47.5% ND

Total CDR3 spectratyping’ 26.0% 36.0% 79.0%
High-throughput sequencing? 5.0% 37.5% 84.0%

CNS, central nervous system; CSF, cerebrospinal fluid; MS, multiple sclerosis; CDR3, complementary determining region 3.
"Number of mono/oligoclonal profiles from the periphery that are similar in at least one lesion (based on the similarity score).
2Percent of the 20 most represented clones in the periphery that are among the 100 most represented clones in the two lesions.
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Figure 7 : Similitude des clones du SNC retrouvés en périphérie, qui, pour les LT CD8" en périphérie
tendent vers un phénotype mémoires avec des marqueurs de migration et de cytotoxicité. A. Comparaison
des clones prédominants des CD4", des CD8" et du LCR par rapport aux altérations du SNC chez 3 patients
autopsiés par CD3 spectratyping (nombre de clones similaires) et séquencage a haut débit (Pourcentage des 20
clones les plus fréquents en périphérie parmi les 100 les plus fréquents dans au moins 2 Iésions). B. Proportion
des différents sous-types de LT CDS8" en fonction du marquage CD45RA-CCR7 et de leur famille VP avec
altérations mono/oligoclonal (M/O : HV n=7 et MS n= 7) ou Gaussiennes (Gauss : HV n= 9 et MS n=6). CM :
central memory EM : effector memory TEMRA : Terminally Effector Memory RA positive. C.Quantification de
I’expression du CCR5", CD11a""#" et Granzyme B des LT CD8" des familles V altérations mono/oligoclonal ou
Gaussiennes. Figures complétes (Salou et al., 2015b).

IV. Auto-antigénes impliqués dans la SEP

Dans le but d’identifier les antigenes et les populations cellulaires impliquées dans la SEP,
plusieurs équipes ont essayé d’étudier directement la cible antigénique des LT CDS".
Cependant, la comparaison entre les études est difficile, dans la mesure ou les techniques et
les antigenes utilisés sont différents (Elong Ngono et al., 2012). La réactivité antigénique
spécifique des LT CD8" et des LT CD4" chez les patients SEP a été étudiée par une technique
adaptée de la cytométrie en flux. Cette étude a montré que la réactivité des LT CD8" envers
la protéine basique de la myéline de I'oligodendrocyte (Myelin-associated oligodendrocyte
basic protein, MOBP) est seulement augmentée chez les patients SEP comparativement aux

témoins (Crawford et al., 2004).
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Une autre étude a montré que les LT CD8" spécifiques d’épitopes apoptotiques sont
surreprésentés chez des patients SEP comparés a des témoins. En réponse a ces antigenes,
ces cellules sont capables de produire des cytokines pro-inflammatoires comme I'lIFNy et/ou
de I'lL-17 (Lolli et al., 2013). Une autre approche a analysé la prolifération des LT CD8" suite a
leur mise en contact avec des PBMC irradiés et incubés avec des peptides dégénérés de la
protéine basique de la myéline (Myeline Basic Protein, MBP). Ainsi, ils ont observé que la
fréquence de LT CD8" autoréactifs de la MBP est augmentée dans le sang de patients SEP
comparés aux témoins (Zang et al., 2004). Cependant, la reconnaissance antigénique reste
encore controversée, avec notamment une étude de notre équipe qui n’a montré aucune

différence d’auto réactivité entre patients SEP et témoin sains (Berthelot et al., 2008).

Récemment, une étude a montré que KIR4.1, un canal potassique exprimé sur les cellules
gliales, était la cible d'auto-anticorps sériques trouvés chez presque la moitié des patients
étudiés (Srivastava et al., 2012). Ces données n'ont pas été confirmées, avec seulement 7,5%
ou 1% des patients SEP qui présentent ces anticorps dans d'autres études, ce qui n'est pas

statistiquement différent des témoins (Brickshawana et al., 2014; Nerrant et al., 2014).

L’ensemble de ces résultats est en faveur de I'existence de LT CD8" pathogéniques envers le
SNC. Cependant, l'identification des antigénes reconnus est encore peu claire, ce qui

nécessite de développer d’autres techniques d’identification.
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V. Objectifs

Le diagnostic SEP est réalisé suite aux premiéres manifestations neurologiques mais cela
traduit déja une atteinte Iésionnelle importante du SNC. Un des enjeux majeurs dans la
recherche sur la SEP est donc de trouver des outils prédictifs permettant de prendre en
charge les patients avant méme que le handicap ne se déclare. Un des principaux points
d’interrogations est de savoir pourquoi et comment des LT autoréactifs s’activent. La
spécificité antigénique de ces LT autoréactifs est donc un point clé et particulierement celle
des LT CD8" qui sont probablement directement responsables de la destruction de la

myéline.

L'objectif de ce projet a été de mettre en place un systeme permettant d’identifier et de
caractériser le TCR de LT CD8" prédominant au sein d’une famille VB dans le LCR de patients
atteints de SEP, pour faire exprimer ces TCR a une lignée d’hybridomes afin d’obtenir un
modele in vitro pour tester la reconnaissance antigénique de ces clones. Cette méthode sera
basée sur des travaux de I'équipe de Pr Klaus Dornmair avec qui nous collaborons et qui a
mis en place une méthode non biaisée d’identification de la cible antigénique de LT CD8"
(Siewert et al., 2012). Grace a notre étude publiée en 2015 (Salou et al. 2015) nous savons
gue le sang mais surtout le LCR, sont des fenétres sur les clones présents au sein des lésions
dans le SNC. Il est donc maintenant admis qu’en étudiant le LCR nous pouvons étudier une

grande partie des clones potentiellement impliqués dans la maladie.

Cette étude se divisera en plusieurs étapes : la premiére étant la comparaison du repertoire
dans le LCR et le sang des patients puis la caractérisation de la chaine B de LT CDS8"
prédominants au sein de familles VB. La deuxieme étape est l'identification de la chaine a
correspondante. La troisieme étape est la création de vecteurs d’expression permettant la
création d’'un modele in vitro de lignée T murine exprimant le TCR est sécrétant de I'lL-2 si
celui-ci est activé. La derniére étape est la recherche de la spécificité antigénique de ces

clones.

Il est crucial pour le diagnostic ainsi que pour le traitement de la SEP d’identifier les clones

qui pourraient étre ceux impliqués dans le déclenchement et le maintient de la SEP.
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V1. Matériels et méthodes

1. Inclusion des patients

La ponction lombaire fait partie des examens utiles pour poser le diagnostic de SEP chez des
patients déclarant un premier événement démyélinisant ou aussi appelé syndrome
cliniquement isolé (SCI). C'est le seul moment ou le préléevement de LCR est justifié. Huit
patients présentant un premier événement démyeélinisant visible par imagerie par résonance
magnétique (IRM) ont été inclus dans cette étude, leur age variant de 15 ans a 43 ans (26,6 +
10,9 ans). lls ont été recrutés dans le service de Neurologie du CHU de Nantes. Pour tous les
patients un prélevement de 100 mL de sang sur EDTA a été réalisé et 10 mL de LCR a été
récupéré. Les cellules monuclées du sang périphérique ou Peripheral Blood Mononuclear
cells (PBMC) sont isolées par gradient de Ficoll (Eurobio) puis congelées en ampoules de 20

millions de PBMC dans I'azote liquide.

Les cellules du LCR ont été, dans la premiere partie de I'étude du répertoire, divisées en
deux: une partie pour de la culture cellulaire et une partie pour de I'extraction d’ARN
directement incluses dans un tampon de préservation afin d’effectuer une extraction

d’ARNm et une reverse-transcription.

Le diagnostic de SEP a été posé a posteriori en s’accordant aux critéres de McDonald (2010).
Tous les donneurs ont fourni un consentement éclairé en conformité avec notre comité
d’éthique local de I'hopital. Dans le cas de nos patients sur les 8 inclus dans I'étude, 7 ont été
diagnostiqués pour une SEP de forme RR. Pour le dernier, une SEP a été un temps évoquée.
Puis son diagnostic s’est précisé a la suite d’un test génétique montrant la mutation du géne
NOTCHS3, situé sur le chromosome 19 et qui est le critere diagnostic d’'une maladie appelée
CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy). C'est une maladie génétique touchant les capillaires sanguins au
niveau du cerveau. En effet, NOTCH3 intervient dans la formation et le fonctionnement des
vaisseaux sanguins. Sa mutation entraine une mauvaise irrigation du sang dans certaines
zones et provoque des symptomes tres variables pouvant se rapprocher de ceux de la SEP.

Nous avons tout de méme conservé ce patient afin d’étudier ses clones prédominants dans

32



le cadre d’'une maladie différente de la SEP, afin de voir si nous pouvons trouver une cible

antigénique similaire ou non.

Toutes les données cliniques relatives a chaque individu sont détaillées dans le tableau 1.

Patients ddp age sexe date du diagnostic maladie forme
MeM  13/03/2010 18 M mars 2016 SEP RR
GaEr 10/02/2011 33 M décembre 2010 SEP RR
BrVi 08/06/2011 21 F mars 2011 SEP RR
BoAu 25/02/2013 35 E avril 2013 SEP RR
SoMa 26/06/2013 17 F mai 2013 SEP RR
VaSa 31/10/2013 34 E février 2014 SEP RR
ViAl 10/03/2014 15 F avril 2014 SEP RR
KeBe 30/06/2014 43 M mai 2016 CADASIL -

26,6 £10.9

Tableau 1 : Données cliniques des patients. ddp : date du prélévement ; RR : récurrente-rémittente, age : en
années.

2. Le répertoire : Choix des familles d’intérét

La premiere étape de ce projet est de regarder le repertoire dans le LCR et le sang des

patients afin d’étudier la présence d’altérations communes au sein des familles Vp.

Pour effectuer cela, 20 millions de PBMC sont décongelés et marqués a I'aide d’anticorps
anti-CD3-PeCy7, -CD4-PE et -CD8-FITC (BD Biosciences) et du DAPI pour la viabilité. Ces
cellules sont triées a I'aide du cytometre en flux trieur FACS ARIA Il (BD Biosciences) pour
isoler les populations CD3*CD4" et CD3'CD8". Une extraction d’ARN est réalisée sur les deux
sous-populations par Trizol (Invitrogen). Sur les cellules du LCR, I'extraction d’ARN est
réalisée selon le Kit Rneasy micro (Qiagen). Ce kit permet I'extraction de petites quantités
d’ARN. Le spectophotométre Nanodrop 2100 (Nanodrop technologies) et le bionalyseur
Agilent 2100 (Agilent technologies) permettent respectivement d’évaluer la concentration et

I'intégrité de I’ARN.

Le répertoire est réalisé sur 200ng, 400ng ou 1000 ng (quantités différentes en fonction des

prélévements) pour les CD4" et les CD8" du sang et sur la totalité de I’échantillon d’ARN pour
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le LCR soit entre 6.24 ng et 79.2 ng en fonction des échantillons. L’ARN étant plus sensible de
part sa forme simple brin, il est plus facile d’étudier I’ADN complémentaire (ADNc) c’est pour
cette raison qu’une RT (Reverse Transcriptase) est effectuée. Afin de retrotranscrire les ARN
messagers (ARNm), nous utilisons une amorce poly-dT qui s’hybride a la queue poly A de
I'extrémité 3" des ARNm et permet a I'enzyme M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) de
retrotranscrire a partir de cette extrémité en présence d’oligonucléotides A, T, C, G a la

température de 42°C pendant 1h.

Afin d’étudier le répertoire, des amplifications en chaines par polymérase ou Polymerase
chain reaction (PCR) sont réalisées. Cette technique permet I'amplification de séquences
d’ADNCc a l'aide d’un couple d’amorces qui vont s’hybrider sur des régions spécifiques, ici les
séquences correspondant aux chaines B ou a du TCR afin d’étudier plus spécifiquement la

région CDR3 de ces chaines.

L'annexe 2A illustre la méthodologie employée pour identifier la chaine B. La région CDR3
est amplifiée au cours de 2 PCR successives (PCR | et Il) de 40 cycles chacune, dans un
thermocycleur 9700 (Applied biosystems, Foster City, CA) (Skulina et al., 2004). Pour la PCR |
on utilise la tag-polymerase GOLD (Applied biosystems) suivant les recommandations du
fabricant. Vingt-cing réactions différentes sont réalisées, chacune utilisant une des 24
amorces (Annexe 3) sens VB, concgues selon la classification d’Arden (Arden et al., 1995) et
permettant d’amplifier les différentes familles VB, avec une amorce antisens « Spty-b-out »
spécifique des 2 régions constantes CB (Junker et al., 2007). La 25°™ réaction est effectuée
avec une amorce sens et antisens pour I’'HPRT qui est un contrble interne de présence
d’ADNc. La PCR Il , dite semi-nichée est réalisée avec une tag-polymérase (Invitrogen). Elle
utilise les mémes amorces VB mais une amorce antisens différente « CBr » s’hybridant en
amont de la « Spty-b-out » (Monteiro et al., 1996). Ensuite une étape de run-off est
effectuée avec une amorce CB-FAM (fluorochrome). Cette étape permet de marquer les
amplicons afin de déterminer leurs longueurs a I'aide d’'un séquenceur a capillaire (AB3037,
Applied biosystems) (Plateforme génomique de Nantes). Il est possible ensuite d’analyser a
I'aide du logiciel GeneMapper (Applied biosystems) la répartition des longueurs de CDR3
pour chaque famille VB ainsi qu’avec un package développé sous le logiciel R dans le cadre

de la plateforme d’analyse du répertoire TCR VB de I'l[HU CESTI.
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Intensité de fluorescence (pourcentage)

Les profils peuvent étre classés en cing types de gaussien a monoclonal (Figure 8A). A partir
de ces résultats, il est possible de faire une comparaison des profils obtenus dans les LT CD8"
du sang et le LCR pour chaque famille (Figure 8B). Pour les profils les plus oligoclonaux, un
séquencage direct des produits de PCR sur les différentes familles d’intéréts est réalisé afin
de s’assurer que les pics de méme longueur observés dans les différents compartiments, au

sein d’une méme famille VB correspondent a des clones B identiques (Figure 8C). Cette

analyse de séquence est effectuée avec le logiciel Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd).

A B Vb1
Gaussien 100 CD8+
-E 80 =
S
5 -
& 20+ /\ /\
Polyclonal 0 -

Polyclonal avec C
pic majeur

Séquengage

cD8

Oligoclonal ...CTGGAGTCTGCCAGGCCCTCACATACCTCTCAGTACCTCTGTGCCAG NGOG GO ARG GG GGG OR GGG
LCR
...CTGGAGTCTGCCAGGCCCTCACATACCTCTCAGTACCTCTGTGCCAGHRIEEEGRACIAGEG B GG ECCON GG ORCIGIoE

Monoclonal
vp

Longueur en nucléotides

Figure 8 : Représentation et comparaison des différentes distributions de longueurs de CDR3 dans le LCR
et les LT CDS8". A. Les différentes distributions sont déterminées ainsi : Monoclonal (pic majeur > 80% et tous
les autres < 10%), oligoclonal (< 4 pics, chacun > 5%), polyclonal avec pic majeur (> 4 pics, pic majeur > 40%
et deux fois plus que le deuxiéme pic majeur), polyclonal ou gaussien (autres distributions, polyclonal quand
pics déplacés par rapport a une distribution gaussienne). B. Exemple d’une comparaison LCR (monoclonal) et
CDS8" (oligoclonal) pour la famille VB11 du patient SoMa. C. Exemple d’une comparaison de séquengage pour
la méme famille.

35



Nous avons comparé les 24 familles pour les 8 patients inclus dans I'étude et nous avons
conservé pour la suite de I'étude seulement les familles oligoclonales pour laquelle nous
avions des séquences B identique pour le LCR et les LT CD8" et pour lesquelles un anticorps
anti-chaine VB était commercialisé. En effet, pour la suite de I’étude nous aurons besoin de

sélectionner les LT CD8" par famille VB et par cytométrie en flux.

3. Identification du TCR

Aprés comparaison et validation des séquences du LCR et des LT CD8", nous avons obtenu
I'identification de la chaine B du TCR. La deuxieme étape de ce projet est d’obtenir la chaine

a correspondante, deux méthodes ont été testées (figure 9).

La premiere méthode utilisée sur les premiers patients (GaEr, MeM, BrVi, BoAu, VaSa et
SoMa) a été I'amplification des cellules du LCR par culture. Suite a cette amplification, les
cellules portant les chaines B d’intérét sont triées en cellule unique afin d’identifier la chaine
a correspondante directement par PCR. La méthode de culture employée permet, en
théorie, d’amplifier tous les LT de maniére non biaisées c’est-a-dire sans sélection de clones
particuliers. Pour cela on incube les cellules du LCR pendant 3 a 5 semaines avec de I'lL-2 a
250Ul/mL (qui stimule la prolifération lymphocytaire) + de la phytohémagglutinine (PHA) a
1pg/mL (utilisée comme mitogéne pour déclencher la division cellulaire des LT) et on ajoute
5.10° PBMC préalablement irradiés provenant d’au moins 2 témoins sains ainsi que 1.10° B-
EBV irradiés. Ce mélange de cellules allogéniques permet une diversité qui ne biaise pas
I’amplification des cellules du LCR. Tous ces composants permettent une activation et donc

une multiplication des LT.

Cette méthode, bien qu’ayant engendré une amplification dans le cas du patient MeM, n’a
pas fonctionné pour les autres. Il s’avére que le répertoire avant et aprés la culture n’est pas
similaire. Ceci suggére une amplification de clones a faible fréquence et la disparition des
clones prédominants. Il semblerait donc que lors de la mise en culture les clones d’intéréts

ne sont plus ou pas tout le temps retrouvés (figure 9).
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Figure 9 : Comparaison du répertoire des cellules T du LCR amplifiées ou non et des LT CD8" du sang.
Exemple pour le patient SoMa et les familles VP 5.1, VB 5.2, VB 11, VB 21. Culture sur 5 semaines : IL-2 a
250UI/mL + PHA a lpg/mL + 5.10° PBMC de 3 donneurs différents irradiés +1.10° B-EBV irradiés. Pour
certaines familles la comparaison du LCR avant et apres culture est plus différente que la comparaison du LCR
et des LT CD8" du sang. Méme lorsque la répartition est identique on ne trouve pas forcément la méme séquence
que le clone prédominant retrouvé dans le répertoire avant culture (résultats non montrés).

Afin de remédier a ce probleme, nous avons par la suite appliqué une deuxieme méthode
(pour le patients SoMa et KeBe) qui consiste a utiliser directement les PBMC du sang.
Comme montré précédemment, nous comparons le répertoire dans ces 2 compartiments et
nous choisissons les clones surreprésentés de facon identique au sein de leur famille VB dans
le LCR et les LT CD8" du sang. L'identification de la chaine a peut donc étre réalisée a partir
des LT CD8" du sang. Il est bien entendu primordial de contréler que la séquence de la
chaine B correspond totalement a la séquence de la chaine B retrouvée dans les cellules du

LCR.

Dans les deux méthodes la technique est identique. Afin d’obtenir le TCR complet, nous
passons a |'étape de tri unicellulaire afin de sélectionner spécifiqguement les cellules

correspondant a la famille VB étudiée que nous voulons caractériser. Les cellules du LCR
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préalablement amplifiées ou celles du sang sont marquées avec des anticorps anti-CD3-APC
(BD Biosciences), -CD8-PeCy7 (BD Biosciences) et -VBx - PE ou FITC (Beckman Coulter) et du
DAPI pour la viabilité. Ces cellules sont alors triées a I'aide du cytometre en flux trieur FACS
ARIA Il par une méthode permettant d’isoler une cellule par puits en plaque 96 puits, selon

les recommandations du constructeur.

L'annexe 2B illustre la méthodologie employée pour identifier la chaine a. Afin d’étudier le
TCR de chaque cellule unique, nous utilisons un kit qui retro-transcrit et amplifie I’ARNm
spécifiguement sur peu de matériel (Kit One-step RT-PCR, Qiagen). Cette premiere RT-PCR
est effectuée avec 2 couples d’amorces a et B. Un premier couple avec I'amorce sens VBx
(spécifique de la famille étudiée) et antisens CB. Un second pool de 24 amorces Va sens et
une amorce antisens Ca (Coa-rev-out) (Annexe 3). Cette premiére PCR nous permet de

préamplifier les chaines a et B portées par notre cellule isolée.

Apres cette premiére PCR nous effectuons 2 PCR semi-nichées en utilisant des amorces
spécifiques de notre clone d’intérét afin d’amplifier la chaine B portée par la cellule isolée.
Ces PCR semi-nichées nous permettent de vérifier ensuite par séquengage que la cellule
isolée porte la bonne chaine B qui correspond a la chaine B identifiée et partagée par le LCR

et les LT CD8" du sang.

Sur les cellules portant la bonne chaine VB, nous effectuons a partir de la PCR1, une derniére
PCR (PCR4) avec 5 pools d’amorces Va en sens et une amorce Ca (Ca-rev-in) en antisens. Les
amorces utilisées dans ces 5 pools recouvrent une grande partie des chaines Va existantes
chez I'hnomme. Le séquencage direct du produit de PCR nous permet d'identifier la chaine a

correspondant a la chalne B que nous avons sélectionnée au départ.

En parallele de l'identification des clones provenant des patients, nous avons caractérisé la
chaine a du TCR d’un clone LT CD8" reconnaissant le peptide immunodominant de Melan-A
(ELAGIGILTV),dans un contexte HLA-A*0201. Cette caractérisation a pu se faire par
I'utilisation d’ARN gracieusement mis a notre disposition par Nathalie Labarriere (U892,
Nantes). Ce clone va nous servir par la suite de controle positif de notre méthode puisque

nous connaissons sa cible antigénique.
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4. Création des plasmides

La troisieme étape de notre projet est de pouvoir étudier in vitro la reconnaissance
antigénique de ces clones. Pour cela, il nous faut créer une lignée cellulaire exprimant un
TCR fonctionnel. La séquence compléte du TCR est composée d’une chaine a (VJC) et d’une
chaine B (VDIC) d’environ 900 pb chacune. Il faut en plus y ajouter la séquence signal
(environ 60 pb) qui permet I'adressage a la membrane et qui a été vérifiée en fonction des

différentes combinaisons des clones (Annexe 4).

Nous utilisons un vecteur d’expression pRc/RSV (life technologies) afin de pouvoir y intégrer
la séquence de ces chaines. La plupart des vecteurs d’expression possédent un promoteur
eucaryote qui leur permet de produire un seul géne donné. On peut y ajouter des
promoteurs particuliers ORF (open reading frame) ou IRES (Internal ribosome entry site) qui
permettent de traduire plusieurs génes avec plus ou moins de facilité. Le premier
inconvéniant de ces promoteurs est leur taille au sein du plasmide qui limite la capacité de
clonage. Le second inconvénient notamment pour I'IRES est que la traduction du deuxieme
gene est toujours moins efficace que le premier. Cela peut poser un probleme pour notre
méthode puisque nous avons besoin de la méme efficacité de transcription de chaine a et B

pour avoir une molécule compléete de TCR.

C’est pourquoi nous avons décidé d’utiliser des peptides 2A. Ce sont des petits peptides de
19-22 acides aminés (Tableau 2), auto-clivables, découverts chez le virus de la fievre
aphteuse ou FMDV virus ( Foot-and-mouth disease virus) (peptide F2A) qui fait partie de la
famille des picornavirus. Ce clivage est un phénomene universel qui fonctionne chez toutes
les cellules eucaryotes mais n’a pas été observé chez les procaryotes. La dénomination 2A
fait référence la région spécifique de polyprotéines des picornavirus ol se trouve cette
séquence (Ryan MD et al, 1991). Ces peptides prennent donc tres peu de place au sein d’un
plasmide et ils permettent également d’obtenir une production stcechiométrique des génes
placés en amont et en aval de cette séquence. Par la suite différents peptides 2A dérivés
d’autres virus ont été découverts, notamment dans I’'Equine Rhinitis A Virus (peptide E2A), le
Porcine Teschovirus-1 (peptide P2A) et le Thoseaasigna Virus (peptide T2A). Plusieurs études
ont cherché a déterminer lequel des peptides 2A avait la meilleure efficacité de clivage. Il

semblerait que selon le type de cellules et/ou d’espéces et le type de plasmides utilisés cette
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efficacité est variable. Une étude a démontré que l'efficacité de clivage du P2A était la
meilleure (suivi du T2A, E2A et F2A) sur différentes lignées cellulaires humaines, sur des

embryons de Zebrafish ainsi que dans un modele de souris (Kim et al., 2011).

*

ppp [ESGATNFSLLKQAGDVEENPGHP

GGC TCC GGA GCC ACG AAC TTC TCT CTG TTA AAG CAA GCA GGT GAC GTG GAG GAG AAT CCC GGC CCT
- GSGEGRGSLLTCGDVEEN"GF?P

GGC TCC GGA GAG GGC AGA GGA AGT CTT CTA ACA TGC GGT GAC GTG GAG GAG AAT CCC GGC CCT
E2A GSGQ’CT?@YQLL%\’LAGD‘JESN*PGP

GGC TCC GGA CAG TGT ACT AAT TAT GCT CTC TTG AAA TTG GCT GGA GAT GTT GAG AGC AAT CCC GGC CCT
_ GSGVKQTLNEDLLKLAGVESNTPGEP

GGC TCC GGA GTG AAA CAG ACT TTG AAT TTT GAC CTT CTC AAG TTG GCG GGA GTG GAG TCC AAT CCC GGC CCT

Tableau 2 : Séquences des peptides 2A. Séquences en acides aminés représentés par une lettre et en acides
nucléiques en codon. Le site de clivage est représenté par un astérisque. La séquence en amont de ce site de
clivage reste sur la partie C’terminal de la chaine a et la séquence d’acide aminés en aval reste sur la partie
N’terminale de la chaine f3.

Nous avons donc fait synthétiser la séquence entiere de chaque TCR (Life technologies) en
intégrant entre les 2 chaines un peptide 2A dans un vecteur d’expression pRc/RSV(Life
technologies) de 5224 pb possédant un gene de résistance a la néomycine (Annexe 5). Dans
notre modéle nous avons testé le T2A puis le P2A et I'E2A. L’échange de séquence du
peptide 2A a été réalisé par mutagénése dirigée ou une synthése complete a été effectuée
pour échanger la séquence du peptide 2A par une autre (life technologie). Afin d’amplifier
les plasmides, ceux-ci sont éléctroporés dans des bactéries Escherichia Coli qui sont mises en
culture a 37°C pendant 16h pour amplifier les plasmides. Le laboratoire de Biologie
moléculaire de notre unité a effectué une « Mini-prep » (Nucleospin Plasmid, Macherey
nagel) selon les conditions du fabricant permet ensuite d’extraire et de purifier les
plasmides. Une digestion enzymatique est finalement réalisée pour vérifier I'intégrité de

chaque plasmide.
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5. Mise en place de lignées stables d’hybridomes

Il a pu étre caractérisé 8 TCR correspondants a des clones de 3 patients différents (2 patients
SEP : MeM avec les clones 1, 2, 3, 4 et SoMa avec les clones 5 et 6 ; et 1 patient CADASIL :
KeBe avec les clones 7 et 8). Ainsi que le clone clone 9-Melan A correspondant a un clone
positif pour lequel nous connaissons la cible antigénique. (détails des séquences dans la

partie résultats)

Afin de permettre une transfection stable pour obtenir des lignées exprimant le TCR nous
avons utilisé un modele intégratif de plasmide en effectuant une électroporation. Cette
technique permet l'introduction d’un plasmide dans les cellules grace a I'augmentation de la
permébilité membranaire par un courant électrique. Nous avons utilisé un hybridome de LT
de souris immortalisé n’exprimant ni de chaine a ni de chaine B endogéne du TCR, nommée
5% (Letourneur et Malissen 1989) (gracieusement mise a disposition par le Professeur

Klaus Dornmair, Munich).

Cing millions de cellules 58%% sont lavées 2 fois avec du milieu RPMI 1640 froid (Life
technologie) et sans sérum puis placées dans une cuve d’électroporation préalablement
refroidie a laquelle on ajoute 30 pg de plasmides. L'électroporation (Gene pulser Il
Electroporation system, Biorad) est réalisée a 960uF, 280V avec un temps d’environ 15 a 18
mS. Les cuves sont placées 5 min sur glace. Les cellules sont ensuite transférées dans 15 mL
de milieu RPMI 1640 (Gibco) + 10% SVF (Lonza) + Penicilline/Streptomycine (Invitrogen) +
Glutamine (Sigma-Aldrich) (Milieu complet) préchauffé a 37°C et incubées 30 min a
température ambiante. Puis les cellules sont placées dans une flasque de culture 75cm? avec

un ajout de 15 mL de milieu complet et incubées 48h dans un incubateur a 37°C+5%CO,.

Apres 2 jours, I'antibiotique de sélection, la généticine (G418) (Millipore) est ajoutée a la
concentration de 1 mg/mL pendant 10-15 jours afin de sélectionner les cellules transfectées.
L'expression du TCR est vérifiée par un marquage par cytométrie en flux (LSR 1l, BD
Biosciences). Cette techique permet d’étudier des caratéristiques morphologiques (tailles et
structures) mais aussi phénotypiques a 'aide d’anticorps fuorescents qui vont marquer les
cellules. Celles-ci vont passer devant des lasers et la fluorescence va étre captée par des

détecteurs. Les données recueillies permettent d’étudier différentes populations cellulaires.
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Les cellules sont marquées pendant 30 min a 4°C avec un anticorps anti-CD3e-FITC souris
(BD Biosciences, 145-2C11) et un anticorps anti-VB-PE humain (VB5.1 pour le clone 5 ; VB5.3
pour le clone 9 ; VP11 pour les clones 6 et 7 ; VB13.2 pour les clones 1,2,3,4 et 8 )(Beckman

coulter).

Afin de recréer un clone complet de LT CD8", nous avons fait exprimer a nos lignées le CD8
humain. Pour cela nous utilisons une lignée cellulaire appelée GP-E86 stablement
transfectée avec le plasmide pLPCX-CD8a-IRES2_b (gracieusement mise a disposition par le
Professeur Klaus Dornmair). Cette lignée est un fibroblaste de souris qui permet de produire
des vecteurs rétroviraux pour livrer des genes dans les cellules eucaryotes et donc de rendre
la transfection stable. Il est couplé a un géne de résistance a la puromycine. Pour cela, nos
hybridomes sont cultivés sur des GP-E86-CD8a confluentes pendant 2 jours, lavés puis
sélectionnés pendant 2 jours par addition de G418 (1mg/mL) + puromycine (2ug/mL).
L'expression de CD8 est vérifiée par cytométrie en flux a I'aide de I'anticorps anti-CD8-APC
(BD Biosciences, RPA-T8). Une lignée a été transféctée seulement avec le CD8 afin d’obtenir

une lignée « controle négatif » ne possédant pas de TCR, appelée clone 58-CD8.

6. Validations des lignées

6.1 Sélection et purification des lignées
Une étape de vérification des marqueurs et de sélection des lignées est effectuée pour
obtenir des lignées exprimant le plus fortement le CD3e, le VB et le CD8. Les cellules sont
marquées pendant 30 min a 4°C avec un anticorps anti-CD3e-FITC souris (BD Biosciences,
145-2C11), avec un anticorps anti-CD8-APC et un anticorps anti-VB-PE humain (VB5.1 pour le
clone 5 ; VB5.3 pour le clone 9 ; VB11 pour les clones 6 et 7 ; VB13.2 pour les clones 1,2,3,4
et 8 )(Beckman coulter). Ces cellules sont ensuite triées a I'aide du cytomeétre en flux trieur
ARIA 1l afin de séléctionner les populations CD3e*VBX'CD8". Elles sont ensuite remises en
culture et un marquage est de nouveau réalisé 3 jours apres pour vérifier I'expression du

CD3, du VB et du CD8.
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Afin de conserver ces lignées, nous les avons congelées en SVF + 10% DMSO
(diméthysulfoxyde, Sigma-Aldrich) puis stockées dans I'azote liquide. Toutes les lignées ont

été congelées entre le passage 14 a 16 apreés transfection.

6.2 Veérification de la sécrétion d’IL-2 par ELISA

L’hybridome 58“'/5', si il possede un TCR fonctionnel et que celui-ci est activé, va secreter de
I'IL-2 de souris. Nous allons dans la suite du projet utiliser cette donnée afin de vérifier la

fonctionnalité des clones.

Nous avons stimulé nos lignées établies, ainsi que la lignée non transfectée (58“'/3’) et la
lignée transfectée seulement avec le CD8 (58-CD8) en présence de Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) + ionomycine ou d’anticorps anti-CD3e de souris. La PMA active la protéine
kinase C avec I'aide de la ionomycine qui augmente le flux calcique. La protéine kinase C va
permettre de lancer une cascade de signal de transduction qui va activer la cellule. Cette
activation n’est pas dépendante du TCR. L’anticorps anti-CD3e va s’accrocher sur le CD3 et
activer la cellule artificiellement via le complexe moléculaire CD3-TCR. Cette activation est
donc dépendante du TCR. Les différentes lignées (40 000 cellules/puits 96 puits fond rond)
ont été incubées pendant 16h avec 20ng/mL de PMA (Sigma-Aldrich) et 500ng/mL de
lonomycine (Sigma-Aldrich) dans 200 pL de milieu complet ou sur des puits préalablement
recouverts pendant 2h a 37°C avec un anti-CD3e de souris au 1/100 ( BD Biosciences, 145-
2C11) ou incubées seulement avec du milieu complet. Un dosage de I'lL-2 de souris est
réalisé sur les surnageants (dilués au 1/100) avec le kit ELISA (EZMIL2, Mouse IL-2 ELISA Kit
Merck millipore). L'ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) est une méthode immuno-
enzymatique qui permet de doser dans le surnageant de culture par exemple des proteines

tels que les cytokines.

6.3 Vérification du clone 9 Melan-A par utilisation d’un tétramére

Pour rappel, le clone 9 est notre controle positif, celui ci reconnait le peptide
immunodominant pour Melan-A (25-36) restreint aux HLA-A2 et nous avons utilisé des

tétrameres pour contrdler leur réconnaissance antigénique. Les tétrameres CMH sont des
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complexes de 4 molécules de CMH (ici CMH-1) qui sont associés avec un peptide spécifique
et liés a un fluorochrome. Ils sont souvent utilisés pour détécter et quantifier directement les
lymphocytes T antigene-spécifique et donc de mesurer la réponse cellulaire dirigée contre

un peptide donné.

Nous avons marqués les clones 58-CD8 (sans TCR) , clones 3 et 5 (non spécifique du Melan-
A) et le clone 9 avec le tétramere HLA2nT-Melan-A-APC a la concentration de 5 pg/mL
pendant 1h. Nous avons visualisé en cytométrie en flux la réconnaissance des clones pour le
tétramere pour la condition 1h afin de visualiser la réconnaissance du tétramere. Nous
avons ensuite marqués les méme clones avec le tétrameére HLA2nT-Melan-A-APC a
différentes concentrations 5, 10, 20 pg/mL pendant 1h ou 16h afin de recolter les
surnageants de culture. Le controle d’activation a été effectué avec des puits préalablement
recouvert pendant 2h a 37°C avec un anti-CD3e de souris au 1/100 (BD Biosciences, clone :
145-2C11) puis incubé avec les clones pendant 16h. Les surnageants ont été récoltés et un

dosage de I'lL-2 de souris par méthode ELISA a été effectué.

7. Test de reconnaissance antigénique

La derniére étape de ce projet, aprés vérification de la fonctionnalité de nos clones, est de
pouvoir identifier leur spécificité antigénique. Pour cela différents tests ont été mis en place

et sont détaillés dans les paragraphes suivants.

Avant chaque test les lignées sont décongelées la semaine précédente. Une décongélation
rapide de chaque ampoule est effectuée a 37°C puis le contenu est transféré dans du milieu
RPMI complet préalablement chauffé a 37°C. Les lignées sont ensuite placées dans des
flasques 75cm? dans un volume de 20 mL de milieu complet avec ajout des antibiotiques de
sélection correspondants G418 (1mg/mL) + puromycine (2ug/mL). Avant chaque test de
reconnaissance antigénique, un marquage en cytométrie en flux est effectué sur les
hybridomes afin de vérifier la présence a leur surface du CD3 de souris, du CD8 humain et du

TCR.
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Dans ce systéme il faut pouvoir présenter directement des peptides aux clones via des
cellules présentatrices d’antigene exprimant les molécules de CMH-| autologue de chaque
patient. Nous avons fait réaliser un typage HLA par I'EFS de Nantes des 3 patients (Tableau

3).

HLA typing (Class 1) HLA typing (Class I1)

A*0101 A*2402 DRB1*0101 DRB1*1501
MeM

B*0702 B*0801 DQB1*0501 DQB1*0602

AO02 AO3 DRB1*03 DRB1*15
SoMa

BO7 B15 DQB1*02 DQB1*06
- A29 A32 DRB1*13 (homozygote?)

eBe
B18 B38 DQB1*06 (homozygote?)
Melan-A [(A0201

Tableau 3 : Typage HLA du CMH-I et du CMH-II des 3 patients.

Béatrice Clémenceau de 'lUMR_S1232 de Nantes a crée pour les 3 patients (MeM, SoMa et
Kebe) des lignées B-EBV ou BLCL (B Lymphoblastoid Cell Line) dérivées de LB immortalisés a
I'aide du virus EBV. Ces lignées ont été réalisées a partir des PBMC des patients et vont nous
servir de cellules présentatrices autologues des peptides que nous voulons tester. En
contréle de notre technique nous avons utilisé le clone 9 qui, pour rappel, posséde un TCR
gui reconnait, dans un contexte HLA-A*0201, le peptide immunodominant de Melan-A 25-36
(ELAGIGILTV). Nous avons donc utilisé la lignée B-EBV du patient SoMa qui possede
également le HLA-A*02.

7.1 Peptides de la myéline

Une co-culture des clones avec les lignées autologues B-EBV a été effectuée a un ratio de 1:2
(40 000 clones pour 80 000 BLCL) avec addition des peptides a 10 ug/mL pour le pool MOG,
MBP, PLP, CEF et les peptivator MOG, MBP, PLP a 6 nmol/peptide (Miltenyi Biotec) ou du
peptide Melan-A (25-36) (Anaspec) a 10 ug/mL pendant 16h dans des plaque 96 puits a fond
rond. Le controle d’activation a été réalisé avec des puits préalablement recouvert pendant

2h a 37°C avec un anti-CD3e de souris au 1/100 (BD Biosciences, clone : 145-2C11) puis
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incubé avec les clones pendant 16h. Les surnageants de cultures ont été récoltés et un

dosage de I'lL-2 de souris par méthode ELISA a été effectué.

7.2 Peptides dérivés de proteines apoptotiques

Une co-culture des clones avec les B-EBV correspondants a été effectuée a un ratio de 1:2
(40 000 clones pour 80 000 B-EBV) avec addition des pool 1 a 19 a 10 pug/mL ou du peptide
Melan-A (25-36) a 10 pg/mL (Anaspec) a 10 pg/mL pendant 16h dans des plaque 96 puits a
fond rond. Le controle d’activation a été réalisé avec des puits préalablement recouvert
pendant 2h a 37°C avec un anti-CD3e de souris au 1/100 (BD Biosciences, clone : 145-2C11)
puis incubé avec les clones pendant 16h. Les surnageants de cultures ont été récoltés et un

dosage de I'lL-2 de souris par méthode ELISA a été effectué.

7.3 Protéines issues de lysats cellulaires du SNC

Afin de tester la reconnaissance des clones pour des protéines, il nous faut obtenir des
cellules présentatrices d’antigéne (CPA) capables de phagocyter ces protéines pour ensuite
les présenter a leur surface par leur CMH-I. Pour ce faire nous avons prélevé a nouveau les
patients, pour lesquels nous avions caractérisé les clones (KeBe et SoMa encore suivis au
CHU de Nantes), afin de différencier les monocytes du sang en cellules dendritiques (DC)
autologues. Avec le service Bioréactifs de I'EFS de Nantes, nous avons pu obtenir un
prélevement d’'un témoin sain, dont le typage HLA est identique a celui de notre patient

MeM (non suivi au CHU de Nantes) afin d’obtenir des DC allogéniques.

Dans tous les cas, le protocole suivant est appliqué pour la différenciation de monocytes en
DC. Les monocytes sont triés par tri a I’Automacs (Miltenyi Biotec) a I'aide de billes
magnétiques grace au « monocytes isolation kit 1l » (Miltenyi Biotec). Ce kit va marquer
toutes les cellules a I'aide d’anticorps sauf les cellules CD14", la fraction négative de ce tri va
donc étre constituée principalement de monocytes. Les cellules sont mises en culture en
plaque 6 puits avec du GM-CSF a 1000 Ul/mL (CellGenix GmBh) et de I'lL-4 a 200 Ul/mL
(CellGenix GmBh) pendant 6 jours, entrainant leur différenciation en DC. Ceux-ci sont

ensuite maturés en ajoutant 1 ug/mL de lipopolysaccharide (LPS) pendant 48h a 37°C. A 6
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jours et 8 jours, un marquage par cytométrie en flux est réalisé pour s’assurer de la
différenciation et de la maturation grace aux marqueurs suivants: anti-CD209-PE (BD
Biosciences ,DCN46), -CD83-PE (BD Biosciences ,HB15e), -CD80-FITC (BD Biosciences ,BB1), -
HLA-DR-APC(BD Biosciences ,G46-6), -CD86-APC(BD Biosciences ,2331 FUN-1), -CD40-FITC
(BD Biosciences ,5C3). Apres confirmation, les cellules sont congelées dans du SVF + 10%

DMSO et conservées dans I'azote liquide.

Une co-culture des clones avec les DC autologues a été effectuée a un ratio de 1:5
(20 000 clones pour 100 000 DC) avec addition des lysats cellulaires a 20 pg/mL ou du
peptide Melan-A (25-36) (Anaspec) a 10 pg/mL dans une plaque 96 puits a fond rond.
L’anticorps bloquant anti-CMH-I (W6/32) est incubé 30 min a la concentration 1/100. Le
contréle d’activation est réalisé avec des puits préalablement recouvert pendant 2h a 37°C
avec un anti-CD3e de souris au 1/100 (BD Biosciences, clone : 145-2C11) puis incubé avec les
clones pendant 16h. Les surnageants de culture sont récoltés et un dosage de I'lL-2 de souris

par méthode ELISA est effectué.
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VII.

Résultats

1. Caractérisation des LT CD8" d’intérét dans le LCR de patients

Pour rappel, nous étudions le répertoire, des patients présentant un SCI, dans le LCR et le

sang afin d’observer la présence commune de clones CD8" prédominants au sein d’une

famille VB et d’identifier la séquence de leur chaine B. Cette étape nous permet de

sélectionner les familles VB intéressantes pour la suite de I'étude.

Dans le tableau suivant nous avons comparé les différentes séquences de la chaine B VpB-

CDR3-JB-CB (VDIJC) retrouvées lors de la PCR sur cellule unique en les classant en fonction

des différents JB identifiés.

Clones SoMa Clones KeBe
Clone 5: TRBV5-1 (Vb5.1) Clone 6: TRBV25-1 (Vb11) TRBV5-1 (Vb5.1) Clone 7: TRBV25-1 (Vb11)

IB Nb séquences | similarité B Nb séquences | similarité Ip Nb séquences| similarité B Nb séquences | similarité
TRBJ2-7*%01 5 8,9% TRBJ2-7*01 9 10,5% TRBJ2-7*01| 16 |23,2% TRBJ2-7*01 1 1,8%
TRBJ2-5*%01 3 5,4% TRBJ2-6%01 1,2% TRBI2-5*01 3 4,3% TRBJ2-5*01 1 1,8%
TRBJ2-3*01| 4 7,1% TRBJ2-5*01 13 | 15,1% TRBJ2-3*01| 12 |17,4%| 0(0%) |TRBJ2-2*01 1 1,8%
TRBJ2-2*%01 4 7.1% TRBJ2-4%01 1 1,2% TRBJ2-2*01| 4 5,8% TRBJ2-1*01 49 | 89,1% | 49 (100%)
TRBJ2-1*01 8 14,3% TRBJ2-3*01 9,3% TRBJ2-1*01| 13 18,8% TRBJ1-4*01 1 1,8%
TRBJ1-6%01| 22 |39,3% |22 (100%)|TRBJ2-2*01 6 7,0% TRBI1-6*01| 1 1,4% TRBI1-2*01 1 1,8%
TRBJ1-2*01 4 7.1% TRBJ2-1*01 18 20,9% | 6(33,3%) | |TRBJ1-4*01 1 1,4% TRBJ1-1*01 1 1,8%
TRBJ1-1*01 6 10,7% TRBJ1-6*01 1 1,2% TRBJ1-2*%01 3 4,3% TOTAL 55 100% | 89,1%
TOTAL 56 100% 39% TRBJ1-5*%01 4,7% TRBJ1-1*01| 16 |23,2%

TRBJ1-3*01 1,2% TOTAL 69 | 100% 0%
TRBJ1-2*01 15 | 17,4%
TRBIL-1%01 9 10,5% Clone 8: TRBV6-3 (Vb13.2) TRBV13 (Vb23)
TOTAL 86 | 100% 7,0% B Nb séquences | similarité 1B Nb séguences | similarité
TRBJ2-7%01| 6 13,6% TRBJ2-7*01 1 3,3%
TRBJ2-5*01 6 13,6% TRBJ2-3*01 2 6,7%
TRBJ2-3*01 6 13,6% TRBJ2-2*01 1 3,3%
TRBJ2-2*01| 4 9,1% TRBJ2-1*01 5 16,7% | 0(0%)
TRBJ2-1*01| 13 |29,5% | 7(15,9%) |[TRBJ1-5*01 3 3,3%
TRBJ1-5*%01 2 4,5% TRBJ1-4*01 3 10,0%
TRBJ1-2*01 2 4,5% TRBJ1-3*01 1 3,3%
TRBJ1-1*01| 5 |[11,4% TRBJ1-2*01 4 |13,3%
TOTAL 44 100% 15,9% |TRBJ1-1*01 2 6,7%
TRBJ2-7%01| 1 3,3%
TRBI2-5*01 2 6,7%
TRBIJ2-3*01 1 3,3%
TRBIJ2-2*01 2 6,7%
TRBJ1-2*01 2 6,7%
TRBJ1-1*01 2 6,7%
TOTAL 30 | 100% 0%
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Tableau 4 : Vérification de la présence des clones dans les LT CD8" du sang pour les patients SoMa et
KeBe. Séquences classées en fonction du JB. La similarité correspond a la comparaison de la séquence VDJC
pour chaque cellule en fonction de la s€quence préalablement retrouvée dans le LCR.

On peut voir dans ce tableau que les séquences VB du LCR sont retrouvées en différentes
proportions dans le sang et que pour certaines familles VB (KeBe : VB5.1 et VB23), elles ne
sont pas retrouvées du tout. Le Clone 5 correspond a 39%, Clone 6 a 7%, le Clone 7 a 89.1%
et le clone 8 a 15.9% de la totalité des cellules triées pour chaque famille VB (Tableau 4).
Bien entendu, ces pourcentages ont une représentativité relative puisque réalisés sur peu de
cellules mais ils donnent un apercu de la probabilité de retrouver un clone prédominant

lorsqu’on trie un petit nombre de cellules et qu’on obtient leurs séquences.

Dans la globalité, la variabilité des chaines B et a identifiées par cellules est cohérent ce que
I'on sait sur la diversité de recombinaison du TCR. Nous avons trouvé plusieurs chaines
différentes qui possedent toutes une méme chaine a. Nous avons obtenu des TCR possédant
une chaine B donnée et 2 chaines a différentes, I'une sans erreur dans le cadre de lecture et
I’autre avec une erreur du cadre de lecture entrainant un codon stop. Et nous avons
également trouvé un TCR possédant une chaine B identique et 2 chaines a différentes. Dans
tous les cas, aucun CDR3 d’un individu n’est retrouvé chez un autre individu, ce qui confirme

bien le caractére privé du répertoire.

Apres avoir comparé les répertoires pour les patients et analysé les chaines B puis o, nous
avons identifié 8 clones d’intéréts. Ceux-ci sont surreprésentés au sein de leur famille VB de
maniére identique dans le sang et le LCR et correspondent a 3 patients différents (2 patients
SEP : MeM avec les clones 1, 2, 3, 4 et SoMa avec les clones 5 et 6 ; et 1 patient CADASIL :
KeBe avec les clones 7 et 8). Pour les autres patients la caractérisation compléete n’a pas
fonctionné pour différentes raisons. Pour 2 patients (BoAu, ViAl) il n’a pas été retrouvé
d’altération majeure du répertoire dans le sang et le LCR. Pour les 3 autres patients (GakEr,
BrVi, VaSa), nous avons caractérisé la chaine B mais la caractérisation de la chaine a
correspondante a échoué (peu de cellules et/ou séquence illisible). Les séquences sont

résumées dans le tableau 5.
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Classification
Arden

lignée
hybridome

GaEr TRBV14-SQDFPGTGT-TRBJ1-1 _ _ . -

Patients Chaine g Chaine a

TReve2-SSPDRGFQ-TRBSLS | . | |
TRBV11-3-SLX QA - TRBJ2-3 ' o
TRBV14- SVDRPWGT-TRBJ1-1 _ )

BoAu Repertoire sans alteration majeure - -
TRBV13-SGGPHS -TRBJ2-7

Brvi

ViAl Repertoire sans alteration majeure . - T~ -
TRBV5-1*01-LG QRR D -TRBJ2-3*01 - -

Controle
MelanA

Tableau 5: Caractérisation des séquenges des chaines B et o des clones. Séquences des chaines f et o
retrouvées chez § patients et le contrle clone 9-Melan-A (Selon la nomenclature IMGT pour les segments V et J
et en acides aminés pour le CDR3 en gras. On peut noter que pour le patient MeM les clones 1, 3 et 4 portent la
méme chaine a avec des chaines § différentes.
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CD3e-FITC

CD3e-FITC

2. Validation des lignées

2.1 Expression du TCR a la membrane

L’expression du TCR est associée a celle du CD3 et du CD8. Nous avons donc sélectionné les

hybridomes co-exprimant les 3 molécules par tri avec un cytometre trieur ARIA Il. Avant ce

tri les cellules CD3e'VBX'CD8" représentent 30 a 45% des cellules en moyenne, apreés tri et

culture environ 80% des cellules sont CD3e*VBX'CD8" (Figure 10A). Afin d’avoir une lignée

controle, nous avons co-cultivé les 58*F" seulement avec les cellules GP-E86-CD8a, afin

d’obtenir une lignée n’exprimant que le CD8 (Figure 10B).

A
Avant sélection
4.42% | 27.8%
o
o
<
0
a
L5 ]
50.1% 17.7% 0,535 0,045%
‘ Apreés sélection
13.3% | 73.1%|

5,36%

8.21%

Vb5.3-PE

CD8-APC

0,047%

0.071%

CD3e-FITC

B
58 %8-CD8+
3.04% 0,030% 95.2% 0,100%
s
-4
<
o
o
96.9% . 0,075%| 0,005%
Vb5.3-PE b

Figure 10 : Efficacité de sélection par cytométrie en flux et vérification du clone contrdle sans TCR. Les
cellules non transfectées (en bleu clair) et les cellules transfectées (en violet) A. Marquage du clone 9 CD3e-
FITC, CD8-APC et VB5.3-PE avant sélection par tri avec un cytométre en flux trieur (BD FACS ARIA II, BD
Biosciences) et aprés sélection et remise en culture 3 jours du clone trié. B. Marquage du clone 58-CDS§, CD3-
FITC, CDS-APC et VB5.3-PE.
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CD3e-FITC

Apres plusieurs séries d’éléctroporations et de sélections des lignées, nous avons obtenu les

clones 2, 3, 4,5, 7 et 9 (figure 11A). Malgré I'utilisation de plasmides avec différents peptides

2A, nous n’avons jamais réussi a obtenir une expression du TCR a la surface des cellules pour

les clones 1, 6 et 8 (figure 11B).

T07% 7% [126% T65% 2%65% T32%| [6.13%
Clone 2 Clone 3
p “Clone 2| |58=F
- 5ga-f- . A
‘ 58P ‘1
0.845% 10.3% 0.274% 0,120% 0,137% 0.366% 0,510%
Vb13.2-PE Vb13.2-PE Vb13,2-PE Vb13.2-PE
2.06% 82.7% 0.340% 18.5% 15,1% CI 3]41* 240% 96.8%
Clone4 Clone7 ane g
o '%3; . :
& Lide, WV
< a1
g A 5geb- Clone7
w | see* " | 5gab- = e
11.4% 3si%)  [6.03% 55.1% 0325%" 98P 1 asu| [o0sse” 0.703%
vb13.2-PE Vb11-PE Vb13.2-PE Vb11-PE
4.61% T94% 13.3% 73.1% 17.1% 82.7% 194% g 804%
Clone5 Clone9 = Clone 5 3 i
¥ " Clone9
2 e 58=F
58 -
M| sses »‘
9.05% 696%| |5.36% 821% 0.074% 0.120%| [0.047% 0.071%
Vb5.1-PE Vb5.3-PE Vb5.1-PE Vb5.3-PE

CD3e-FITC

0,238% 0,130%
58f-
Clone 1
96.5% 3.17%
Vb13.2-PE
0,354% 0.072%
58%-F-

; * | Clone6
99.4% 0.170%
Vb11i-PE
0,049% 1,18%

58a-P-
"8 Clones
£8.2% 10.6%

Vb13.2-PE

Figure 11 : Validation des clones par cytométrie en flux. Les cellules non transfectées (en bleu clair) et les
cellules transfectées (en violet) sont marqués avec du CD3e-FITC (souris), VBX-PE (humain) et CD8-APC
(humain). A. Clones avec une co-expression de CD3e, VBx et CDS8. B. Clones n’exprimant pas les marqueurs
malgré la transfection.

Le tableau 6 résume les différents modéles de plasmides utilisés en fonction du peptide 2A

intégré et leur capacité ou non a obtenir des lignées exprimant le TCR humain et le CD3 de

souris a la surface de leur membrane. Pour les clones 2, 4 et 5 c’est le T2A qui a fonctionné.

Pour les clones 3, 7 et 9 I'expression du TCR a fonctionné avec le P2A. Les clones 1, 6 et 8

n’ont jamais exprimé de TCR quelque soit le peptide 2A utilisé.
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Peptide 2A
[ Clone 1
Clone 2
Clone 3
| Clone 4
[ Clone 5

L Clone 6

PatientMeM

PatientSoMa

PatientkeBe| Clone7
L Clone 8

MelanA[_ clone 9
Efficacité

50% (3/6) | 0% (0/3)

33% (3/9)

Tableau 6 : Efficacité des plasmides testés en fonction du peptide 2A inséré entre la chaine a et f.
Utilisation du T2A puis P2A et E2A. En vert, les plasmides ayant donné des lignées exprimant un TCR humain
et le CD3 de souris a la surface de leur membrane. En rouge, les plasmides ayant donné des lignées n’exprimant
pas de TCR humain et de CD3 de souris.

Afin de comprendre I'absence d’expression de TCR dans certains cas, nous avons fait une RT-
PCR, en suivant le méme protocole que I'annexe 2A, sur le clone 9-T2A qui n’exprime pas le
TCR a la surface de la membrane afin de savoir si les cellules transfectées exprimaient
I’ARNm correspondant. Il s’avere que cette PCR est positive lorsque I'on amplifie la chaine a.
Le probléme ne vient pas de l'intégration du plasmide dans la cellule mais est sans doute
d’ordre post-traductionnel certainement di a un mauvais clivage du peptide 2A et/ou un

probleme de clivage du peptide signal de la chaine a ou B (figure 12).
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Amorces : HPRT eau  Vp13.2 Va5.1 Va2.1 VB13.2 Va5.1 VP13.2* Va2.1

Lignées : | 58%F Clone2 Clone9 eau 58P Clone .Z-TZA Clone ?—T?A
Vp13.2 vps5.3*
Va5.1 Va2.1

16° = Wl 2e L
TN

*Amorce at anticorps V5.3 non disponible

Figure 12 : PCR pour vérification de ’expression de ’ARNm du TCR dans 2 lignées transfectées. Le clone
2 transfecté avec le plasmide T2A exprime a sa surface le VB13.2 et exprime I’ARNm pour la chaine a et §
correspondante. Le clone 9 transfecté avec le plasmide T2A n’exprime pas a la surface de sa membrane le TCR
mais exprime en ARNm la chaine o de son TCR (a 1’époque de ces résultats il n’existait pas d’anticorps et
d’amorce pour le Vf5.3).

2.1 Validation de la sécrection d’IL-2 apreés activation du TCR
Afin de valider nos lignées nous avons besoin de déterminer si le TCR est bien fonctionnel et
qu’il est possible d’activer ces hybridomes via cette voie de signalisation. Pour ce faire, nous

avons testé la sécrétion de la cytokine IL-2 par les hybridomes via différentes stimulations.

Un dosage de I'lL-2 par ELISA a été réalisé sur le surnageant de culture des hybridomes afin
de vérifier I'activation non spécifique (PMA/ionomycine) et via le TCR (anti-CD3) des

hybridomes.
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Figure 13 : Dosage de I’'IL-2 de souris par méthode ELISA. Les différentes lignées (40 000 cellules/puits 96
puits fond rond) ont été incubées pendant 16h avec 20 ng/mL de PMA et 500 ng/mL de Ionomycine dans 200 pL
de milieu complet (rouge) ou sur des puits préalablement recouverts pendant 2h a 37°C avec un anti-CD3e de
souris au 1/100 ( BD Biosciences, clone :145-2C11) (bleu) ou incubé seulement avec du milieu complet (blanc).
Le dosage est effectu¢ sur les surnageants avec le kit ELISA (EZMIL2, Mouse IL-2 ELISA Kit Merck
millipore). 58-/- : lignée non transfectée, 58-CD8 : lignée transfectée seulement avec le CD8.

Dans la figure 13, on observe qu’il n’y a aucune sécrétion d’IL-2 lorsque les lignées ne sont
pas activées. Lorsque I'on ajoute de la PMA+lonomycine, toutes les lignées sécrétent de I'IL-
2 y compris les hybridomes non transfectés. Dans la condition avec I'anti-CD3, on voit une
sécrétion d’IL-2 seulement sur les lignées qui ont été transfectées et pour lesquelles on a
confirmé par cytométrie en flux la présence d’un TCR. Cela prouve bien que cette activation
passe via le TCR puisque les hybridomes 58%% et 58-CD8 n’ont pas de TCR, ils ne sécretent
donc pas d’IL-2. Les sécrétions d’IL-2 de chaque clone sont trés variables entre 0,6-14 ng/mL.
On peut donc en conclure que nos clones possédent bien un TCR fonctionnel pouvant étre

activé.

Afin de confirmer par une autre methode la fonctionnalité du clone 9-Melan-A, nous avons
utilisé un tétrameére HLA2nNT-Melan-A couplé avec une Streptavidine-APC (Fournit par
Karine Bernadeau et produit par la plateforme IMPACT, Nantes). Il nous a semblé intéressant
de tester I'effet du tétramere sur nos clones afin vérifier si le clone 9-Melan-A pouvait
reconnaitre ce tétramere spécifiguement et si celui ci permet ou non d’induire la sécrétion

d’IL-2 (figure 14).
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Figure 14 : Utilisation d’un tétramére HLA2nT-Melan-A-APC. A. Marquage 1h des clones 58-CDS, 3,5 et 9
avec le tétramére HLA2nT-Melan-A-APC a la concentration de Spg/mL. B. Dosage par méthode ELISA des
surnageants de culture de tous les clones incubés 1h ou 16h avec ’'HLA2nT-Melan-A-APC a la concentration de
5, 10, 20 pg/mL. Controle d’activation avec des puits préalablement recouvert pendant 2h a 37°C avec un anti-
CD3e de souris au 1/100 (BD Biosciences, clone : 145-2C11).

Le clone 9-Melan-A reconnait spécifiqguement le tétrameére HLA2nT-Melan-A-APC en faible

proportion comparé aux autres clones testés et la reconnaissance seule via ce tétramere

n’est pas suffisante pour faire produire au clone de I'lL-2. Nous avons donc confirmé la

spécificié du clone 9-Melan-A par cette autre méthode.
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3. Reconnaissance antigénique

Nous avons mis en place un modéle in vitro permettant de faire exprimer a un hybridome de
souris un TCR fonctionnel provenant de clones prédominant au sein d’une famille V@ du LCR
de patients SEP potentiellement impliqués dans la maladie, I'étape suivante est de trouver

leur cible antigénique. Pour cela plusieurs approches ont été mises en place.

3.1 Reconnaissance de peptides de la myéline

Dans une précédente étude (Berthelot et al. 2008b) nous avons déterminé des séquences
peptidiques dérivées de protéines de la myéline (la MOG, la MBP et la PLP) pouvant se lier
au CMH-I d’'une cohorte de patients SEP afin de prédire le peptide pouvant étre le mieux
présenté au LT CD8* mémoire. Soixante et onze épitopes ont entrainé une réponse de ces LT
CD8" mémoires. Cependant, la fréquence n’était pas différente entre les patients et les

témoins.

Nous avions a notre disposition ces peptides, nous avons décidé de faire 3 pools dérivés de
la MOG (24 peptides), la MBP (37 peptides) et la PLP (10 peptides) afin de tester la
spécificité antigénique de nos clones. Nous avons également testé des nouveaux pools
commerciaux qui représentent tous les peptides potentiels pour chaque protéine MOG, MBP
et PLP. Ce pool est constitué de peptides 15-mer avec des chevauchements de 11-acides
aminés, couvrant la séquence compléte de I'antigene. Ces pools de peptides sont décrits
comme ayant une composition peptidique qui assure la stimulation optimale des LT CD4" et
CD8" (peptivator, Miltenyi). Nous avons également ajouté a nos conditions un pool de
peptides CEF (CMV, EBV, influenza virus) qui est constitué de 23 peptides viraux humains du
CMV, de I'EBV et du virus Influenza restreint au CMH-I afin de voir si nos clones
reconnaissent un antigene viral. Apres 16h de co-culture nous avons récupéré le surnageant
de culture et réalisé un dosage de I'lL-2 par méthode ELISA comme précédemment (figure

15).
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Figure 15 : Sécrétion d’IL-2 en présence de différents peptides dérivés de la myéline. Co-culture des clones
et des B-EBV correspondants a un ratio de 1:2 (40 000 : 80 000 - clone : BLCL) avec addition des différents
peptides : pool MOG, MBP, PLP, CEF a 10pug/mL; peptivator MOG, MBP, PLP a 6 nmol/peptide ou peptide
Melan-A (25-36) a 10pg/mL pendant 16h. Contréle d’activation avec des puits préalablement recouverts pendant
2h a 37°C avec un anti-CD3e de souris au 1/100 (BD Biosciences, 145-2C11) puis incubation des clones pendant
16h. Dosage de I’IL-2 de souris par méthode ELISA.

On observe que tous les clones activés avec de I'anti-CD3 sécretent de I'lL-2 de souris ce qui
prouve la présence a leur surface d’'un TCR fonctionnel. A noter également que le clone 9-
Melan-A en présence du peptide Melan-A (25-36) produit bien de I'lL-2. Pour ce qui est des
tests des pools de peptides aucune sécrétion d’IL-2 de souris n’a pu étre visualisée. Nous
pouvons en conclure que notre systéme fonctionne bien puisque le clone 9-Melan-A
reconnait bien son antigene et qu’en présence de celui-ci, il produit de I'lL-2. Cependant,
nous n’avons pas pu mettre en évidence de reconnaissance spécifique pour un pool en

particulier.
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3.2 Reconnaissance de peptides dérivés de protéines apoptotiques
Si les clones de LT CD8" étudiés ne reconnaissent pas un épitope des protéines cibles de la
maladie, il est possible qu’ils reconnaissent d’autres épitopes du soi qui pourraient étre

disponibles lors du début de I'inflammation et de la destruction du tissu.

L’équipe du Pr Vincenzo Barnaba a publié en 2013 une étude qui montre que les LT CD8" de
patients HLA-A2 semblent avoir une reconnaissance pour des antigenes dérivés de protéines
apoptotiques et que ces LT produiraient plus d’IFNy et d’IL-17 que chez des témoins. Ces
peptides sont des fragments de 9 ou 10 acides aminés dérivés de 8 protéines. L'actine
cytoplasmique beta 1 (ACTB), la ribonucléoprotéine nucléaire hétérogene (ROK), la lamelle
B1 (LAM1), la chaine lourde de myosine non musculaire 9 (MYH9), la vimentine (VIME), la
sous-unité alpha 1 du protéasome C2 (PSA1), I'inhibiteur de dissociation rho GDP 2 (GDIS) et

la sous-unité de la tige latérale aux protéines ribosomales P2 (RLA) (Lolli et al., 2013).

L’hypothése serait que ces LT CD8" sont recrutés sur le site de I'inflammation et participent
activement a I'inflammation via leur production de cytokines. Le Pr Barnaba nous a fourni les
différents pools de peptides utilisés dans son étude afin que nous puissions les tester sur nos

clones.

Nous avons testé la reconnaissance du clone 5 du patient SoMa qui est HLA-A2 ainsi que sur
le clone 3 non HLA-A2 et sur le Clone 9 Melan-A restreint lui aussi au HLA-A2 mais

reconnaissant le peptide Melan-A (26-35) (figure 16).

60



5000

4000+
—_—
E
> 3000+
o — 58-/-
'
~ mmm  58-CD8
2000 === Clone 3_MeM
£ EEE Clone 5_SoMa
1000_ . Clone 9_Me|anA
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
(] > - N ™ < 0 © N [e0] (o)) o - N ™ < 0 © N © (o)) 6\ [s2)
O N = = = = = = = = = ¥ © © «© <« v v « v * [a)
c w [e] [e] [e} o [e] [e] [e} [e] [e] — — —_ — — —_ — — — — f 3
o o [e] [e] e} (o] (o] (o] e} (o] (o] (e} [e] (o] (o] [e] (o] (o] (o] [e] (o] [Te) ;
0 Q [o Q a a o (o} a o o) o) [e] o [e] [e] (o] (o] [e] [e] o =
Q Q Q Q Q Q o (o Q o ~ c
<« <
c
g
[0]
s

Figure 16 : Sécrétion d’IL-2 en présence de pool de peptides dérivés de protéines associées dans I’apoptose
dans un contexte HLA-A2. Co-cultures des clones et des BEBV correspondants a un ratio de 1:2 (40 000 : 80

000 - clone : BLCL) avec addition des pools 1 a 19 a 10pug/mL ou du peptide Melan-A (25-36) a 10pg/mL.
Contrdle d’activation avec des puits préalablement recouvert pendant 2h a 37°C avec un anti-CD3e de souris au

1/100 (BD Biosciences, clone : 145-2C11) puis incubation des clones pendant 16h. Dosage de I’IL-2 de souris
par méthode ELISA.

Comme précédemment, les contrdles avec I'anticorps anti-CD3 ou le Melan-A sont positifs,
validant I'expérience. En revanche, aucune production d’IL-2 n’a été observée lors de la
présentation des pools des peptides dérivés de protéines apoptotiques. Nous pouvons en

conclure que le clone 5 restreint au HLA-A2 ne reconnait pas les peptides dérivés de

protéines apoptotiques présents dans ces pools.

3.3 Reconnaissance de protéines issues de lysats cellulaires du SNC
En I'absence d’engagement du TCR par les différents pools de peptides ci-dessus, nous avons
décidé d’utiliser un lysat cellulaire total de lignées cellulaires autologues du SNC, afin de

tester la spécificité antigénique de nos clones contre des peptides du SNC de maniére plus
globale.

Afin d’étudier la réconnaissance a partir de protéines, nous avions besoin de cellules

présentatrices pouvant prendre en charge ces proteines. Pour cela nous avons différencié
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des monocytes autologues en cellules dendritiques (DC). La différenciation et la maturation

des monocytes

généerent

des DC dont

le

phénotype

est

le suivant:

HLA-

DR*CD209°CD40'CD83*CD80 HLA-I". La figure 17 représente la vérification a 6 jours (avant

maturation) et 8 jours (post-maturation) de ce phénotype.
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Figure 17 : Vérification des marqueurs de cellules dendritiques aprés différenciation. Exemple pour le
patient KeBe. Marquages CD83-PE, HLA-DR-APC, CD40-FITC, CD209-PE, CD86-APC, CD80-FITC et HLA-
I-FITC. En gris : cellules non marquées. En bleu : marquages a J6 avant maturation. En orange : marquages a J§
aprés maturation avec du LPS.

Nous avons mis en place une collaboration avec I'’équipe du Professeur Renaud Du Pasquier

qui dirige le Laboratoire de Neuro-immunologie de Lausanne. Cette équipe a mis au point

des protocoles de culture de différenciation d’IPSc (cellules souches pluripotentes induites)

afin d’obtenir des lignées neuronales, astrocytaires et oligodendrocytaires. Nous leur avons

donc envoyé des PBMC congelés de nos patients afin qu’ils puissent reprogrammer les

cellules pour obtenir des lignées cellulaires du SNC dérivées de nos patients.
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lIs nous ont envoyé des lysats cellulaires de neurones/astrocytes correspondants a nos trois
patients ainsi qu’un lysat cellulaire de cellules de mélanome exprimant la protéine Melan-A.
Ces lysats cellulaires ont été testés sur nos clones aprés incubation avec les DC et I'lL-2

présent dans les surnageants de cultures a été dosé par ELISA (figure 18).
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Figure 18 : Sécrétion d’IL-2 en présence de lysat cellulaire de neurones/astrocytes dérivés d’IPSc
autologues. Co-cultures des clones avec les DC correspondants a un ratio de 1:5 (20 000 : 100 000 - clone : DC)
avec addition des lysats cellulaires a 20 pg/mL ainsi que du peptide Melan-A (25-36) a 10 pg/mL. L’anticorps
anti-CMH-I (W6/32) est incubé 30 min a la concentration 1/100. Controle d’activation avec des puits
préalablement recouvert pendant 2h a 37°C avec un anti-CD3e de souris au 1/100 (BD Biosciences, clone : 145-
2C11) puis incubation des clones pendant 16h. Dosage de I’IL-2 de souris par méthode ELISA.

On observe que les clones sont bien activés par I'anti-CD3 ce qui prouve que nos clones ont
bien un TCR fonctionnel. On peut voir que le clone 9-Melan-A est activé par le peptide
Melan-A (25-36) et que cette activation est diminuée lorsqu’on ajoute un anticorps bloquant
anti-CMH-I. Cela montre que I'activation du clone9-Melan-A passe par la présentation de son
antigene par les DC. Cependant le lysat cellulaire de la lignée Melan-A ne permet pas
d’activer notre clone 9. Il y a plusieurs hypotheses pour expliquer cela. La premiére serait

que le lysat cellulaire Melan-A ne contient pas suffisamment de Melan-A (25-36) pour activer
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notre clone. La méthode pour obtenir le lysat cellulaire n’est peut étre pas adaptée pour
obtenir le peptide immunodominant Melan-A (26-35). Il pourrait également y avoir un
probleme au niveau de nos DC. En effet, ce sont des cellules qui ont été maturées puis
congelées. La décongélation est une étape cruciale pouvant affecter les propriétés des
cellules. Il se pourrait que la capacité des DC a phagocyter les protéines pour les présenter
ait pu étre affectée par cette congélation/décongélation. Des mises au point sont en cours

afin d’optimiser ce protocole.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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VIII. Discussion et perspectives

Les différents travaux sur le répertoire ainsi que les travaux du Pr Klaus Dornmair sur la
caractérisation du TCR et la mise en place d’'un modeéle in vitro de reconnaissance
antigénique, nous ont permis de développer ce projet. Nous avons essayé de simplifier et
d’améliorer cette méthode afin d’optimiser la caractérisation des TCR des LT CD8"
prédominants au sein d’'une famille VB du LCR de patients SEP. En nous affranchissant de
I’étape d’amplification des clones contenus dans le LCR, nous avons gagné en temps et en
efficacité. Nous avons observé qu’apres cette étape d’amplification les clones identifiés
comme d’intérét dans la maladie sur le LCR ex vivo n’étaient pas toujours retrouvés. En effet,
la prolifération cellulaire est extrémement régulée notamment via un mécanisme appelé
I’AICD (Activation induced cell death). Comme dit dans I'introduction, ce mécanisme joue un
role important dans la régulation de la délétion des LT autoréactifs (Green et al., 2003). Ainsi

lorsque I'on veut justement étudier ces LT autoréactifs il semble judicieux d’éviter toute

activation de ceux-ci afin de ne pas les faire rentrer en apoptose.

L'isolement des clones via le sang nous a permis d’augmenter la quantité de cellules a
étudier et a confirmé une nouvelle fois nos résultats publiés sur les similarités existants
entre le LCR et les LT CD8" du sang, justifiant ainsi I’étude via le sang des LT CD8" infiltrants le
SNC. Nous avons également optimisé et validé la production d’un plasmide codant pour les
chaines a et B permettant I'expression fonctionnelle du TCR dans des hybridomes de souris.
En incluant un peptide 2A entre les deux chaines nous avons pu créer un seul plasmide pour
I’expression des 2 chaines et ainsi obtenir un TCR fonctionnel permettant d’avoir un modele

simple de visualisation de I'activation du TCR par I'antigéne.

Dans le cadre de la SEP, la localisation de la maladie est un frein dans I'étude des LT
infiltrants le cerveau. Grace a notre technique nous pouvons, par le biais du LCR, étudier des
clones prédominants pouvant jouer un réle important dans le début de la maladie. Les
clones que nous avons pu identifier chez deux patients SEP et un patient CADASIL, n’ont
pour le moment pas permis d’identifier d’antigenes impliqués dans la SEP. Nous avons
commencé notre étude par des antigénes dérivés de la myéline classiquement étudiés dans

cette maladie, mais aucun des clones n’a reconnu de peptides dérivés de la MOG, MBP ou
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PLP. Dans la SEP plusieurs hypothéses s’affrontent sur la physiopathologie de la maladie et
son déclenchement. L’hypothése que ces LT CD8" ne reconnaissent pas un antigéne dérivé
de la myéline mais plutét un antigéne résultant d’une inflammation primaire laissant
accessible des antigénes dérivés de protéines apoptotiques peut étre envisagée. Dans de
nombreuses infections virales comme le HIV ou I'hépatite C le clivage caspase-dépendant
des antigénes associés aux cellules apoptotiques joue un réle important dans les réponses et
la prolifération des LT CD8" autoréactifs (Rawson et al., 2007; Franceschini et al., 2012).
Cependant les peptides dérivés des protéines apoptotiques fournit par le Pr Vincenzo

Barnaba n’ont pas activé nos clones.

Notre collaboration avec le Pr Renaud Du Pasquier va nous permettre de continuer ce projet
d’identification d’un auto-antigene pour nos clones. Grace a leur technologie de production
d’IPSc et la différenciation en lignées du SNC, nous avons un nouveau modele d’étude de la
reconnaissance de LT CD8" prédominants au sein d’une famille VB dans le LCR par leurs
propres cellules du SNC. Cette méthode va nous permettre d’étudier la reconnaissance de
nos clones in vitro sur des lignées neuronales, astrocytaires et oligodendrocytaires pour
avoir l'opportunité de déterminer si les LT CD8" reconnaissent une cible cellulaire
particuliére. Les résultats préliminaires que nous avons obtenus avec les lysats cellulaires de
neurones/astrocytes n’ont pour le moment pas donné les résultats escomptés mais plusieurs
mises au point sont en cours de réalisation afin de pouvoir montrer que le systeme
fonctionne. Des tests sur des DC non congelées sont en cours actuellement. L'équipe du Pr
Du Pasquier a réussi a obtenir les lignées neuronales et astrocytaires et est actuellement en
train de mettre en place les lignées oligodendrocytaires. Des résultats préliminaires sur le
clone 9 Melan-A cultivé sur des cellules de mélanome exprimant la protéine Melan-A
montrent que cette co-culture entraine la sécrétion d’IL-2 du clone 9 donc une
reconnaissance antigénique. Une fois les lignées du SNC finalisées, il faudra s’assurer qu’elles
puissent exprimer le CMH-I pour étre cocultivées avec nos clones de LT CD8". Différentes co-
cultures seront effectuées en présence ou non de molécules pro-inflammatoires afin

d’observer la reconnaissance de nos clones.

Une des perspectives de ce projet sera d’essayer de trouver une méthode plus sensible que

la sécrétion d’IL-2 pour déterminer la spécificité antigénique. Dans le futur nous voudrions
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compléter notre méthodologie comme celle utilisée par I’équipe du Pr Dornmair (Siewert et
al., 2012). Dans cette étude, ils ont effectué une transfection supplémentaire, a leur clones
exprimant le TCR et le CD8, avec un plasmide NFAT-GFP (nuclear factor of activated T cells)

selon la méthode d’identification de I'antigéne cible schématisée dans la figure 19.
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Figure 19 : Apercu schématique de la stratégie expérimentale (Siewert et al., 2012). A. Les hybridomes
58“" sont transfectés avec les plasmides d’expression pour le CD8 humain (hCD8af), la chaine a (TCRa), la
chaine § (TCRp) a étudier et le NFAT-GFP. Pour les cellules présentatrices d'antigene, ce sont des cellules COS-
7 qui ont été co-transfectées de manicre transitoire avec la molécule HLA appropri¢e (MHC) et avec une librairie
de peptides combinatoires codée par un plasmide (peptide library). Cela entraine 'expression de molécules de
CMH (carré bleu) a la surface des cellules COS-7 liées a un peptide antigénique (rouge). Ce complexe est
reconnu par le TCR, ce qui entraine la synthése de sGFP par I’hybridome. B. Une coculture des hybridomes
transfectés peut étre réalisée avec les COS-7. L hybridome transfecté par le TCR qui est en contact direct avec
une cellule COS-7 présentant un mimotope reconnue par le TCR est activé et allumé en vert. Cela permet
d’isoler sous un microscope a fluorescence et a 1’aide d’un capillaire la COS-7 ayant présenté le bon peptide
pour ensuite le cloner et le séquencer.

Les protéines de la famille NFAT sont exprimées dans la plupart des cellules immunitaires et
jouent un réle important dans la transcription de génes de cytokines (par exemple I'lL-2,
I"IFNy et le TNFa) et d’autres genes impliqués dans la réponse immunitaire (Rao et al., 1997).
Des vecteurs d’expression ont été construits contenant plusieurs sites de liaisons-NFAT avec

des genes rapporteurs pour LacZ et ils ont montré que la transfection de ce vecteur dans des
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lignées T faisait exprimer LacZ via I'activation du TCR (Karttunen et al., 1992). Par la suite le
vecteur d’expression a été amélioré afin de lui ajouter un geéne rapporteur GFP pour
visualiser et isoler plus facilement des lymphocytes T activés par un antigene (Hooijberg et
al., 2000). Cet outil pourrait nous permettre de tester de nouveau nos antigénes afin de
confirmer ou d’infirmer qu’il n’y a aucune réponse contre ceux-ci. Il faudra pour cela
regarder I'expression de la GFP par nos clones en présence des différents peptides cibles. Si
cela s’avere inefficace, nous pourrons ensuite mettre en place un systéme en co-transfectant
un plasmide contenant une librairie combinatoire de peptides de 9 aa aussi appelé plasmid-
coded combinatorial nonamer peptide library (PECP) ainsi qu’un plasmide correspondant au
CMH-I de chaque clone dans des cellules COS-7. Ces cellules seront utilisées comme cellules
présentatrices d’antigénes et cette librairies permettra de regarder un plus grand nombre de

peptides a la fois.

Le mécanisme moléculaire de cette maladie auto-immune est toujours peu connu. Depuis de
nombreuses années différentes équipes cherchent la cible pouvant expliquer le
déclenchement de la maladie. Beaucoup de travaux ont étudié les anticorps présents chez
les patients SEP et de nouvelles approches sont actuellement en train de voir le jour. Les
avancées de la recherche permettent maintenant par exemple d’effectuer des puces
permettant de cartographier a haute résolution tout le protéome afin d’essayer de trouver
les cibles antigéniques génératrices d’auto-anticorps qui pourraient étre spécifique a la SEP
(Zandian et al., 2017). Cette cartographie est réalisée en utilisant le sérum ou le plasma de
patients afin de visualiser la spécificité peptidique de tous les anticorps présents dans ces
échantillons. Cet outil permet actuellement de tester plus de 2,2 millions de peptides de
12aa avec 6aa de décalage par échantillon. Grace a cela ils ont ensuite sélectionné les
peptides de 12 aa les plus intéressants afin de concevoir une puce ciblée contenant 174 000
peptides avec 1 aa de décalage. lls ont fini par utiliser des billes recouvertes de 133 peptides.
Cette étude a permis de mettre en évidence deux potentiels nouveaux auto-antigenes
MAP3K7 dans la SEP et NRXN1 dans la narcolepsie. MAP3K7 est aussi connue sous le nom de
TAK1 (TGFB-activated kinase 1) et joue un réle crucial dans la cascade d’inflammation mais

son réle in vivo n’a pour le moment pas encore été totalement déterminé (Ajibade et al.,
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2013). Dans I'EAE, la déplétion de la MAP3K7 dans les cellules microgliales semble diminuer

I'inflammation et la démyélinisation dans le SNC (Goldmann et al., 2013).

D’autres pistes pourraient étre envisagées pour continuer a étudier ces LT autoréactifs. Un
séquencage a haut débit du TCR des cellules du LCR pourrait étre effectué afin d’étudier la
totalité des LT et surtout la fréquence de chacun d’entre eux. Cette méthode permettrait de
choisir vraiment tous les clones surreprésentés dans le LCR. Des nouvelles méthodes sur
cellule unique sont actuellement en pleines expansion et permettent d’étudier de plus en
plus de parameétres simultanément. Il y a la technologie microfluidique (Fluidigm)
permettant d’étudier 96 parametres sur 96 cellules, le RNA-sequencing permettant de
séquencer la totalité du transcriptome d’une cellule ou méme des protocoles permettant de
combiner, pour une méme cellule, I'analyse du TCR ainsi que 34 parametres phénotypiques
(Phetsouphanh et al., 2015). Toutes ces avancées technologiques donnent de bons espoirs

dans I"avancée des recherches sur les LT.

Dans la SEP, nous comprenons petit a petit les étapes du déreglement du systéme
immunitaire et les cellules immunitaires impliquées ainsi que certains des mécanismes de
dégradation de la myéline. En revanche, les étapes de déclenchement de la maladie restent
toujours obscures. En travaillant sur des patients lors de leur syndrome cliniquement isolé,
premier évenement cliniqgue de la maladie, nous essayons d’éclaircir ces étapes précoces et
cruciales dans la survenue et |'établissement de la maladie chez ces patients. L'étude et
I'identification de la cible antigénique de ces LT CD8" prédominants dans le LCR des patients
a ce moment de la maladie est cruciale pour mieux comprendre les mécanismes de la

physiopathologie de la SEP.
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory demyelinating
disease of the central nervous system (CNS), characterized
by the infiltration of immune cells, especially perivascular T

Abstract

Objective: In multiple sclerosis (MS), central nervous system (CNS), cerebro-
spinal fluid (CSF), and blood display TCR clonal expansions of CD8" T cells.
These clones have been assumed — but never demonstrated — to be similar in
the three compartments. Addressing this key question is essential to infer the
implication of peripheral clonally expanded CD8" T cells in the disease. Meth-
ods: For the first time, TCR Vf repertoire from paired blood (purified CD8"
and CD4" T cells), CSF and CNS (22 lesions, various inflammatory and demye-
lination statuses) samples from three MS patients was studied using comple-
mentary determining region 3 (CDR3) spectratyping and high-throughput
sequencing. In parallel, blood and CNS clonally expanded CD8" T cells were
characterized by fluorescent staining. Results: TCR V[ repertoire analysis
revealed strong sharing of predominant T-cell clones between CNS lesions,
CSF, and blood CD8" T cells. In parallel, we showed that blood oligoclonal
CD8" T cells exhibit characteristics of pathogenic cells, as they displayed a bias
toward a memory phenotype in MS patients, with increased expression of
CCR5, CD11a and Granzyme B (GZM-B) compared to non oligoclonal coun-
terparts. CNS-infiltrating T cells were mainly CD8 expressing CD1la and
GZM-B. Interpretation: This study highlights the predominant implication of
CD8" T cells in MS pathophysiology and demonstrates that potentially aggres-
sive CD8" T cells can be easily identified and characterized from blood and
CSF samples.

cells and macrophages.! To date, exchanges of immune
cells between the CNS and the periphery remain poorly
characterized. In the recent years, repertoire analyses have
been widely used to understand better these processes,
especially for B-cell dynamics. The study of the immu-

@© 2015 The Authars. Annals of Clinical and Translational Neurofogy published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association. 1
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noglobulin variable region heavy chain repertoire by high-
throughput sequencing revealed that B-cell clones were
shared between CNS, cerebrospinal fluid (CSF) and blood
of MS patients, with clonal diversifications occurring in the
three compartments.” Recently, two other studies sug-
gested that memory B cells migrate in a bidirectional way
between the CSF and the blood, and that the first matura-
tion events occur in the cervical lymph nodes.*® Concern-
ing T cells, only two studies reported that particular CD8
clones identified in brain biopsies could also be found in
CSF and blood several years later in two patients.*” Most
of the other studies focused on either CNS or peripheral
compartments. Indeed, we and others have shown that the
brain-infiltrating T cells display a restricted oligoclonal
TCR repertoire, and that expanded infiltrating clones are
mainly present in the CD8" T-cell subpopulation.®®? This
restricted oligoclonal TCR repertoire suggests antigen-dri-
ven selection or activation processes. In other patients, the
TCR repertoire in periphery was shown to be more biased
in MS patients than in healthy volunteers (HV),!o! espe-
cially for CD8" T cells.'? The CSF TCR repertoire has been
described to be even more biased than the one of the
blood,"*™"* with accumulation of memory CD8" T cells."*
Interestingly, repertoire skewing in the blood and in the
CSF was correlated with clinical or MRI activity of the dis-
ease, suggesting that expanded CD8" T cells could be
directly involved in the pathological process and that blood
may reflect local inflammatory events.''®'” However,
whether the expanded peripheral clones are representative
of the ones found in brain lesions, and thus maybe impli-
cated in the disease process, remains unknown. This would
be of great interest since access to peripheral T cells is obvi-
ously easier.

In this work, we studied unique paired biological sam-
ples, that are, purified blood CD4" and CD8" T cells,
CSF T cells, and brain lesions retrieved from three MS
patients. The TCR repertoire was compared for these
three compartments by spectratyping and high-through-
put sequencing. Interestingly, the CSF repertoire almost
completely mirrored that of the CNS, which was also clo-
ser to the blood CD8 repertoire than to the blood CD4
one. Phenotypic characteristics of expanded circulating
CD8" T cells were compared in MS patients and in HV.
Oligoclonal CD8" T cells from the blood of relapsing-
remitting patients displayed a preferential central-memory
(CM) phenotype with increased homing and cytotoxic
abilities. Brain-infiltrating CD8" T cells also expressed
homing and cytotoxicity markers. Altogether, these data
support the implication of blood CD8" T cells with clonal
expansions in the disease process. Finally our work shows
that CSF and blood samples could be used as a source of
clonally expanded CD8" T cells found at the lesion sites,
and potentially implicated in the disease process.

M. Salou et al.

Material and Methods

Patients and HV

Demographic and clinical characteristics of all the donors
are summarized in Table 1. Three deceased MS patients
were included for comparison of the TCR Vf§ repertoires
in the blood, CSF, and CNS. Four other patients with
relapsing-remitting MS and four HV were included for
phenotypic comparisons between circulating CD8" T cells
belonging to Vf families with Gaussian or oligoclonal
complementary determining region 3 length distributions
(CDR3-LD). For all the patients, MS was diagnosed
according to the MacDonald 2005 criteria.'® Informed
consent for donation was obtained in compliance with
our local University hospital ethical committee and the
principles expressed in the Helsinki Declaration. Sample
collection was declared at the Biomedicine Agency, identi-
fication number PFS13-003. HV were enrolled by the Eta-
blissement Francais du Sang (EFS) within the context of a
research contract.

For the three deceased MS patients, brain and spinal
cord were frozen at —80°C. One part of these samples
was stored in formol (VWR, Radnor, PA). Histological
analysis by a neuropathologist (D. Loussouarn) confirmed
MS diagnosis. Blood was collected by intracardiac punc-
ture. (PBMC) Peripheral Blood Mononuclear Cells were
isolated by Ficoll density centrifugation (Eurobio Les Ulis,
France) and stored in liquid nitrogen. CSF samples (30—
50 mL) were obtained by puncture in the cisterna magna
to avoid blood contamination. CSF cells were collected by
centrifugation and stored frozen in Trizol (Invitrogen
Carlsbad, CA, USA). For the patient 1 (MS 1), PBMC
were also collected 1 month before death.

PBMC from four relapsing-remitting untreated MS
patients and four HV were frozen as described above. The
patients had an active disease, that is, presented at least
one gadolinium-enhancing lesion on a brain MRI scan in
the previous 3 months and at least one severe relapse in
the previous year.

Lesion characterization of autopsy material

Ten micrometer serial sections from the cryopreserved
brains and spinal cords were stained with Luxol Fast blue,
Hematoxylin-Eosin-Safran, anti-CD3, anti-CD68, and
anti-HLA-DR (antibodies description in Table S1). Lesions
were classified as active (demyelination and homogeneous
inflammatory infiltrate), chronic active (demyelination
and inflammatory infiltrate at the surroundings), normal-
appearing white matter (NAWM) (inflammatory infil-
trate without demyelination), and meningeal (infiltrate
mainly localized in the meninges). Classification was

2 © 2015 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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cross-checked by a neuropathologist (D. Loussouarn). The
number of 10 um sections necessary to obtain at least
15,000 T cells, as described to perform a representative
TCR repertoire,” was lysed in Trizol (Invitrogen). Serial
sections stained with LFB, anti-CD3 and anti-CD68 con-
firmed that the collected tissue belonged to the lesion.

TCR Vp repertoire analyses

After thawing, PBMC were labeled with anti-CD3, anti-
CD4, anti-CD8, and DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole
(antibodies described in Table S1). Viable CD4" and
CD8" T cells were isolated (purity >98%) with a high-
speed cell sorter (FACS ARIA, BD Biosciences, San Diego,
CA, USA). Total RNA was extracted from Trizol lysates
of the blood purified CD4" and CD8" T cells, from the
CSF cells and from the CNS sections, according to the
manufacturer’s recommendations. RNA concentration
and integrity were checked using a spectrophotometer
(ND-1000; Nanodrop Technologies, Wilmington, DE,
USA Agilent®, Santa Clara, CA, USA) and a picoRNA
Chip (Agilent®), respectively.

RNA from the autopsy samples (200 ng for the CD4"
or CD8" T cells, 400 ng for the CSF cells) was reverse-
transcribed using SuperScriptTM 1I Reverse Transcriptase
(Invitrogen) according to the manufacturer’s recommen-
dations. For the blood of patients and HV, reverse-tran-
scription (400 ng of starting material) was performed
with M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Poly
(dT) were used for the blood and CSF cells, and a specific
primer hybridizing in the Cf region'® for the CNS sec-
tions, to increase the sensitivity. CDR3 was amplified by
PCR in a 9700 thermocycler (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), in separate reactions using a common
reverse Cf primer and different forward Vf-specific
primers (Table S2). Two semi-nested PCRs were per-
formed with the same forward primers but using firstly
Taq-Polymerase GOLD (Applied Biosystems) and a
reverse primer “SpTy-b-out,”® and secondly, Taq-Poly-
merase (Invitrogen) and a reverse primer “CBR”.** PCR
conditions'? and Vf primers® for the blood cells of
patients and HV have been previously described. For the
autopsy samples, the Vf primers’ list was modified to
increase the number of studied Vf families. Primer
sequences are listed in Table S2. Primers were named
according to the Arden classification.”’ A run-off reaction
was performed on the PCR products, using a FAM-tagged
Cp primer.”” The CDR3-LD was determined with an
AB3037 DNA sequencer (Applied Biosystems) and ana-
lyzed using GeneMapper software (Applied Biosystems).
A software was developed to automatically describe indi-
vidual TCR V[ profiles and to compare the TCR Vf
usage across the different biological compartments.

M. Salou et al.

The CDR3-LDs were described as monoclonal (major
peak >80% and all the others <10%), oligoclonal (<4
peaks >5% each), polyclonal with major peak (>4 peaks,
major peak >40% and twice as much as the second major
peak), polyclonal or Gaussian (other distributions, poly-
clonal when shifted from the Gaussian distribution) (see
Fig. S1A for examples).

Comparison of TCR Vp repertoires

In order to evaluate changes in CDR3-LD between the
different compartments of a given patient, comparisons
of all the Vf families were made in pairs. For each Vf
family, the CDR3-LD was compared by different methods
(see Fig. S1B for examples):

® A correlation coefficient was calculated by first plotting
the percentages of each CDR3 length for the two com-
partments compared (one point per CDR3 length, the
point abscissa and ordinate are the percentages for the
first and the second compartment, respectively). A lin-
ear correlation is then determined. The higher the cor-
relation coefficient, the stronger the similarities
between the two distributions are.

® A distance score was calculated as the mean of the differ-
ences peak by peak Dbetween two CDR3-LD:
Z,!il|xi—yi|/12, x and y being the peaks heights (in
percentage) of the two compared CDR3-LD, and i the 12
CDR3 lengths. The smaller the distance score, the closer
two distributions are. The correlation coefficient and the
distance score were very effective at distinguishing close
or very different distributions, but not those in between.
Hence, a rater-dependent method was also used.

e A similarity score was attributed to every comparison
by three blinded independent raters (M. S., A. G., and
D. A. L.) to classify the distributions as different (0),
different but with identical major peak (1), similar (2),
or identical (3). The final classification was obtained
with a consensus for at least two raters.

Proximity of the overall repertoire of peripheral com-
partments (CSF and blood) and CNS lesions was also
assessed. A reference CDR3-LD (one blood or CSF Vf
family of one patient) was selected, and distances from
this reference profile were computed over all the other
CDR3-LD, regardless of their Vf families. This was
repeated independently for all the Vf profiles selected as
reference. The existence of a similarity pattern between
peripheral and CNS compartments, and thus a propensity
of intra-Vf family distances to be shorter than inter-Vf
family ones, was assumed. A Wilcoxon Rank Sum test
was used to validate this assumption and a Benjamini &
Hochberg correction was applied to account for multiple
comparisons.

4 © 2015 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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Finally, the similarity relationship between the CDR3-
LD profiles was estimated. To each CNS profile, as well
as blood and CSF profiles, was associated a label corre-
sponding to its compartment. For each patient and for
each V[ family, the median Euclidean distance was com-
puted between all possible label pairs. Taking this distance
matrix between pairs of labels as input, a Multidimen-
sional Scaling was performed, resulting in a 2D represen-
tation of the respective positions of the compartments. In
this representation, the labels proximities reflect the
degree of similarity between their CDR3-LD.

Direct sequencing

For Vf families with one overrepresented CDR3 length,
sequencing was performed on the PCR product from the
seminested PCR performed for the spectratyping. The spe-
cific Vf or the common Cf (“CBR”) primers were used for
the sequencing on an AB3037 DNA sequencer (Applied
Biosystems). Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd,
Brisbane, QLD, Australia) was used for analysis.

High-throughput sequencing

Remaining cDNA samples of blood (patient MS 3) or blood
and CSF (patients MS 1 and 2) were used for high-through-
put sequencing. T cells from blood samples collected before
death were used for MS 1. In parallel, cDNA was produced
from two lesions from each patient (lesions 3, 4, 7, 8, 17, and
20), as described in the sections “Lesion characterization of
autopsy material” and “TCR Vf repertoire analyses”. Amplifi-
cation and sequencing of TCRB CDR3 regions was performed
using the immunoSEQ platform (Adaptive Biotechnologies,
Seattle, WA). ImmunoSEQ combines multiplex PCR with
high-throughput sequencing and a sophisticated bioinformat-
ics pipeline for quantitative Vf CDR3 region analysis.”***
Similarity represents the overlap between unique nucleotide
sequences and their frequency calculated as the sum of over-
lapping sequences divided by sum of all sequences. Clonality
is a measurement of the shape of the frequency distribution
of all productive clones in a sample, 0 being a flat distribution
and 1 being an entirely oligoclonal sample.

Phenotypic analysis of clonally expanded
blood CD8* T cells

CD8" T cells and specific V CD8" T cells characterized
by Gaussian or mono/oligoclonal CDR3-LD were ana-
lyzed by multicolor flow cytometry. Directly coupled anti-
bodies against the following antigens were used: CD3,
CD8, CD45RA, CD197 (CCR7), CD27, CD28, CCRS5,
CDl1la (LFAl), granzyme B (GZM-B), and specific anti-
V. Antibodies characteristics are listed in Table S1. Dead

Oligoclonal CD8 T Cells in Multiple Sclerosis

cells were excluded from the analysis using LIVE/DEAD
Fixable Aqua stain (Invitrogen) according to the manu-
facturer’s guidelines. For intracellular staining, cells were
stained for viability and extracellular markers, permeabi-
lized and fixed with Perm/Fix reagent (BD Biosciences),
before labeling with the appropriate antibody. Samples
were acquired with a LSRII (BD Bioscience) on FacsDIVA
software (version 6.1.3; BD Biosciences) and analyzed
with FlowJo Software, LCC., Ashland, OR, USA (V7.6.5).

Immunofluorescence on autopsy samples

Ten um frozen sections were thawed, fixed with 4% para-
formaldehyde (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA,
USA) in PBS, rinsed in PBS and incubated with 10% nor-
mal goat serum (Sigma-Aldrich) in PBS to prevent non-
specific staining. Sections were stained with anti-CD3,
anti-CD8, and one of the following antibodies: anti-
CDl1a, anti-GZM-B (antibodies characteristics in Table
S2). Primary antibodies were incubated overnight at 4°C
in PBS 10% normal goat serum. The corresponding sec-
ondary antibodies were incubated for 2 h at room tem-
perature in PBS 10% normal goat serum. After a 10-min
incubation in PBS containing 1% DAPI, slides were
mounted using Prolong Antifade Reagent (Invitrogen).
Sections were observed on an Axiovert 200 m microscope
(Zeiss, Oberkochen, Germany PerkinElmer, Waltham, MA,
USA), at a 20x (NA0.75) optic magnification. Images were
acquired in a sequential mode with an AxioCamR camera
using Axiovision Software from Zeiss, Oberkochen, Ger-
many. Forty to 80 pictures were taken, and 125-1351 CD3"
T cells were counted (mean of 345 cells). CD3" T cells were
counted with the Volocity software (V. 6.2; PerkinElmer).

Statistics

Statistics were performed using PRISM software (V5.03,
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and dedicated R
package. For the repertoire comparison, a one-way analysis
of variance (ANOVA) was performed to compare the cor-
relations and the distances, followed by a Bonferroni’s mul-
tiple comparison test. When comparing two groups (MS
patients vs. HV, immunofluorescence), a Mann-Whitney
test was performed. P < 0.05 was assumed as significant.

Results

TCR repertoire comparisons reveal strong
similarities between blood CD8* T cells, CSF
T cells, and CNS-infiltrating T cells

To study whether the repertoire biases present in the
blood or in the CSF reflect the biases in the CNS of MS

© 2015 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association. 5
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patients, we compared the TCR repertoire from paired
samples of blood (CD4" and CD8" sorted T cells), CSF,
and CNS lesions of three MS patients (clinical and demo-
graphical information in Table 1). For each patient, six to
eight lesions were identified and classified as active,
chronic active, meningeal, or NAWM (Table 2; see Meth-
ods section for classification criteria). Then, for each
patient, the CDR3-LD of each V[ family was compared
across the different compartments using CDR3 spectra-
typing method and/or high-throughput sequencing (see
Material and Methods section). Classification of CDR3-
LD is presented in Figure S1 (see Method section for clas-
sification criteria). Selection of T-cell clones appeared to
be private as the alignment of the sequences between the
patients failed to reveal any matches, which is consistent
with different HLA class I and II usage across the patients
(Table 1; only one identity for one HLA-B between MS 1
and 2).

To quantify whether blood and CSF repertoires
reflected the one of the lesions, the distance distribution
between blood, CSF, and CNS CDR3-LD profiles was
analyzed (Fig. 1A). The graph represents the capacity of
CSF and blood profiles to closely approximate a CNS
CDR3-LD from the same Vf family. Compared to blood
CD4" and CD8" T cells, CSF T cells specifically match
more profiles issued from the same V[ family of the

Table 2. Characteristics of the investigated lesions.

Patient Lesion Anatomical location Classification
MS 1 1 Parietal WM Active
2 Optic nerve Active
3 Frontal WM Chronic active
4 Parietal WM Chronic active
5 Lumbar spinal cord Meningeal
6 Optic nerve NAWM
MS 2 7 Frontal WM Active
8 Cervical spinal cord Active
9 Cerebellar WM Chronic active
10 Optic nerve + meninges Meningeal
11 Meninges Meningeal
12 Frontal WM NAWM
13 Corpus callosum (frontal) NAWM
14 Frontal lobe NAWM
MS 3 15 Frontal WM Active
16 Frontal WM Active
17 Frontal WM Active
18 Cerebellar WM Active
19 Spinal cord Active
20 Cerebellar WM Chronic active
21 Cerebellar WM Chronic active
22 Optic nerve NAWM

MS, multiple sclerosis; WM, white matter; NAWM, normal appearing
white matter.

M. Salou et al.

CNS. Using a g-value threshold of 5%, this discriminative
power concerned more than two-thirds of the Vf families
for the CSF, and approximately one-third for blood com-
partments (Fig. 1A). In parallel, we focused on mono and
oligoclonal CDR3-LD of blood or CSF, which are easily
identifiable from a blood or a CSF sample on living
patients. Each mono/oligoclonal CDR3-LD was compared
to the same Vf§ family CDR3-LD of each lesion of the
same patient, using the similarity score described in
Method section (score 0/1 for different CDR3-LD, 2/3 for
similar CDR3-LD) (Fig. 1B). Compared to the blood
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Figure 1. CSF TCR repertoire is closer to the one of the CNS than
the blood TCR repertoire. The repertoire was studied by CDR3
spectratyping. (A) The ordered g-value vector (y-axis) obtained for a
reference profile (blood or CSF) over all the VB families (x-axis) are
represented in the graph, as described in Methods. This represents
the capacity of CSF (red) and blood (green for CD8 and blue for CD4)
CDR3-LD to closely approximate a CNS CDR3-LD from the same Vf
family. The solid and the dotted lines indicate the median g-value
vector and the minimum/maximum g-value vector, respectively. (B-D)
Monoclonal and oligoclonal Vg families from the blood and the CSF
were compared to the corresponding families in the CNS. The
comparisons were performed as described in Methods, using a
similarity score (B), a correlation coefficient (C), and a distance score
(D). Each dot represents a comparison for one Vf between the
reference compartment and a lesion. The number of comparisons
(172 for the blood CD4, 339 for the blood CD8 and 350 for the CSF)
depends on the number of monoclonal and oligoclonal families of the
blood and of the CSF. Data are pooled for all the lesions and for the
three patients. Data are presented as percentage of total in (A), and
with mean + SEM in (B and C). One-way ANOVA was performed to
compare the correlations and the distances, followed by a
Bonferroni's multiple comparison test (B and (). *P<0.05,
**#P < 0.0001. CSF, cerebrospinal fluid; CNS, central nervous system;
CDR3, complementary determining region 3; CDR3-LD, CDR3 length
distribution.
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mono/oligoclonal CDR3-LD, the CSF mono/oligoclonal
CDR3-LD reflected more the infiltrating T cells profiles.
Indeed 50% of V[ families with a mono/oligoclonal
CDR3-LD in the CSF exhibited similar or identical
CDR3-LD in CNS lesions (similarity score of 2 and 3).
Besides, the mono/oligoclonal CDR3-LD of blood CD8"
T cells were closer to the CNS lesions repertoire than
were mono/oligoclonal CDR3-LD of blood CD4" T cells
(15.04% and 11.05% of scores 2 and 3, respectively).
Objective scores confirmed these observations. Indeed,
CSF Vf families with mono/oligoclonal CDR3-LD were
more correlated with (Fig. 1C, P < 0.001) and less distant
from (Fig. 1D, P < 0.001) the same CNS Vf family
CDR3-LD than those from blood CD8" or CD4" T cells.
Of note, the distance was smaller for blood CD8" than
blood CD4" T cells (Fig. 1D; P < 0.05).

High-throughput sequencing was performed to exten-
sively analyze the repertoire of blood, CSF and two
lesions for each of the three MS patients (summary
of samples sequencing in Table S3). The similarity
based on sequence counts is presented in Figure 2. As
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concluded from the CDR3 spectratyping comparison,
the CSF repertoire is closer to the lesion repertoire than
the blood one (median % similarity: 82%, 44% and
10% for CSF, blood CD8", and blood CD4" T cells,
respectively). Moreover, these data highlight a greater
proximity of the blood CD8 repertoire with the one of
the lesions, as compared to the blood CD4 repertoire,
for the three MS patients. This is consistent with the
fact that, among the 100 most predominant clones in
the lesions studied, a median of 40 (min-max: 29-57)
were also found in the CD8 compartment, whereas only
13.5 (min—max: 9-37) could be attributed to the CD4
subset.

We then assessed the number of blood or CSF pre-
dominant clones that were also predominant in CNS
lesions. For each patient, the number of Vf families with
mono/oligoclonal CDR3-LD from blood or CSF that
were similarly present in at least one CNS lesion was
determined. The results are presented in Table 3. A Vf
family with mono/oligoclonal CDR3-LD in the CSF was
present in the CNS at a frequency of almost 80%. This

MS 2

MS 3

Blood CD4
Blood CD8
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0000 0.000 0008 0002 0.039 0000 0.000 0023 0.002
0083 0169 0175 0000 0000 0.082 0003
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Figure 2. In single patients, the TCR repertoire of the CNS is closer to the CSF and then to the blood CD8 compartment. The TCR repertoire was
studied by high-throughput sequencing. Similarity of samples is displayed, based on sequence counts, according to the formula. Very similar
samples are plotted in blue, whereas dissimilar ones are yellow. CNS, central nervous system; CSF, cerebrospinal fluid; CA, chronic active; A,

active; WM, white matter; SC, spinal cord.
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Table 3. Expanded clones comparison between the periphery and the CNS.

Patient Technique Blood CD4 — CNS Blood CD8 — CNS CSF — CNS

MS 1 CDR3 spectratyping' 30% (3/10) 43% (6/14) 78% (7/9)
High-throughput sequencing? 5.0% 27.5% 72.5%

MS 2 CDR3 spectratyping' 23% (313) 43% (10/23) 70% (14/20)
High-throughput sequencing® 75% 37.5% 95.0%

MS 3 CDR3 spectratyping’ 25% (1/4) 23% (3/13) 90% (18/20)
High-throughput sequencing? 2.5% 47.5% ND

Total CDR3 spectratyping' _ 26.0% 36.0% 79.0%
High-throughput sequencing? 5.0% 37.5% 84.0%

CNS, central nervous system; CSF, cerebrospinal fluid; MS, multiple sclerosis; CDR3, complementary determining region 3.
'Number of mono/oligoclonal profiles from the periphery that are similar in at least one lesion (based on the similarity score).
2Percent of the 20 most represented clones in the periphery that are among the 100 most represented clones in the two lesions.

decreased to 36% for blood CD8" T cells and to 26%
for blood CD4" T cells. Sequencing of the spectratyping
products from families with mono/oligoclonal CDR3-LD
(235 sequences of functional TCRs were obtained from
the different compartments) sustained the same conclu-
sion (sequences details in Table S$4). High-throughput
sequencing not only confirmed these results but also
provided a quantitative approach unavailable with the
CDR3 spectratyping analysis. Indeed, when looking at
the 20 most represented clones in the CSF, in the blood
CD8" and CD4" T cells, 84%, 37.5% and 5% were pres-
ent, respectively, among the 100 most represented clones
of the lesions.

Interestingly, clones expanded both in CSF and blood
CD8" compartment are very likely to be expanded also
in the CNS. Indeed, for the three patients, of seven VJj
families with the same mono/oligoclonal pattern both in
CSF and CD8" T cells, five were also present in at least
one CNS lesion with a similar pattern. This is further
supported by the results of the high-throughput sequenc-
ing: when considering the 20 clones predominant in
blood CD8" T cells or in CSF T cells, 25% are identical,
and all of these identical clones belong to the 100 clones
predominant in at least one of the lesion studied (4/4
for both lesions of MS 1, 6/6 and 5/6 for the two lesions
of MS 2).

The CSF T cell repertoire closely reflects that
of the meninges and the optic nerves

By comparing CDR3 spectratyping data, we found that
peripheral repertoire biases (CSF or blood T cells) were
not representative of a particular lesion type (Figs. 3A-C,
and S2). Multidimensional scaling representation was
used to plot the distance between CDR3-LD profiles in
connection with their anatomical locations and their
belonging to particular lesion types (Fig. 3D). This con-
firmed that the peripheral repertoire was not representa-
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Figure 3. TCR repertoire of the CSF mirrors better that of the
meninges and the optic nerves. The similarity score (as in Fig. 2) is
presented for the blood CD4* (A) and CD8* T cells (B), and the CSF T
cells (C), but separating the CNS lesions according to their
pathological status (active n =19, chronic active n =5, meningeal
n=3, NAWM n=25). The number of comparisons performed is
indicated at the bottom of the graph. Data are presented as
percentage of total in (A-C). (D) Multidimensional Scaling visualization
using median Euclidian distance between all possible pairs of CDR3-
LD as input. For each patient, blood CD4", blood CD8", CSF, and the
different CNS lesions (numbered 1-22, as in Table 2) are represented.
The color code stands for the lesion type: active (red), chronic active
(yellow), NAWM (blue), meningeal (green). CSF, cerebrospinal fluid;
CNS, central nervous system; NAWM, normal-appearing white matter;
CDR3-LD, complementary determining region 3 length distribution.

tive of a particular lesion type, but suggested that the CSF
repertoire was most similar to optic nerves and meninges
repertoires for the three patients.
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Different CNS lesions in single patients
displayed the same alterations

Similarity based on sequence counts after high-throughput
sequencing revealed high proximity between the lesions
studied (80% for MS 1, 90% for MS 2, and 82% for MS 3).
These results can be extended to all CNS lesions studied by
CDR3 spectratyping, especially when considering Vf§ fami-
lies with mono/oligoclonal CDR3-LD (data not shown).

Of note, some of the most abundant sequences in the
brain lesions were not abundant in the periphery, especially
in blood CD4" T cells. Indeed, over the 20 most repre-
sented sequences in the lesions, a median of 77.5%, 17.5%,
and 0% were present in the 100 predominant sequences in
the CSF, in the blood CD8 and CD4, respectively.

Expanded circulating CD8* T cells in MS
patients are biased toward a CM and a
TEMRA phenotype

As ~40% of blood CD8" T cells with clonal expansions
corresponded to families with mono/oligoclonal CDR3-LD
in the CNS, we wondered whether these T cells had a spe-
cific phenotype that could suggest their involvement in the
disease process, or their preferential migration into the
CNS. CDR3 spectratyping was performed on the blood
CD8" T cells of four MS patients and four HV. Some Vf§
families with mono/oligoclonal CDR3-LD for which Vf
antibodies were available were phenotypically studied.
Using the naive marker CD45RA and the chemokine
receptor CCR7 (Fig. 4A), the populations were classified as
naive (CD45RATCCR7"), CM (CD45RA CCR7"), effector
memory (EM; CD45RACCR7 ) and terminally differen-
tiated EM cells expressing CD45RA (terminally effector
memory RA positive [TEMRA|; CD45RA"CCR7 ). First,
as compared to HV, the overall Vf families of MS patients
displayed a less naive phenotype, being more differentiated
into the memory subsets (Fig. 4B and C, P < 0.01 for the
decrease in naive cells in MS Vf§ families with Gaussian or
mono/oligoclonal CDR3-LD as compared to HV Vf
families with Gaussian CDR3-LD). In MS patients, CD8"
T cells from Vf families with Gaussian CDR3-LD prefer-
entially exhibited an EM phenotype, whereas CD8" T cells
from V[ families with mono/oligoclonal CDR3-LD were
more differentiated into CM and TEMRA cells (Fig. 4B
and C).

Circulating CD8" T cells with clonal
expansions have an increased expression of
homing and cytotoxicity markers

CCR5 and CD1l1a (as part of the LFAI integrin) have
both been suggested to be implicated in the migration

Oligoclonal CD8 T Cells in Multiple Sclerosis

into the CNS.”*” Families with mono/oligoclonal CDR3-
LD from MS patients harbored higher expression of
CCR5 than Vi families with Gaussian CDR3-LD from
the same patients (Fig. 4D and E) (median: 40.30% vs.
22.10%, P < 0.05). These expanded CD8" T cells from
MS patients expressed higher levels of CD1la (median:
76.80% vs. 64.80%) and GZM-B (median: 42.40% vs.
23.60%) (Fig. 4D and E) compared to their Gaussian
counterparts. Altogether, these data suggest that Vf fami-
lies with mono/oligoclonal CDR3-LD from MS patients
are biased toward a CM and a TEMRA phenotype, with
more pronounced homing and cytotoxic markers than
families with Gaussian CDR3-LD.

Lesion-infiltrating CD8"* T cells express
homing and cytotoxicity markers

Almost 40% of clonally expanded blood CD8" T cells
were found in the CNS lesions, and we report that in the
blood they display specific activated/homing/cytotoxic
characteristics,. We thus wondered whether the phenotype
of the lesion-infiltrating CD8" T cells was similar to the
one in the periphery. Most lesion-infiltrating CD8" T cells
belong to V[ families with mono/oligoclonal CDR3-LD,
allowing an indirect assessment of the phenotype of clon-
ally expanded CD8" T cells in situ. In addition to CD3,
CD8 and DAPI, CD11a, or GZM-B were stained on serial
tissue sections by immunofluorescence. CD8" T cells out-
numbered CD8 T cells in the 22 lesions of the three
patients: 66.93% (median) of the infiltrating CD3" T cells
were positive for CD8, as compared to 33.07% (median)
negative for CD8 (Fig. 5A, P < 0.001). CD8" T cells were
predominant in all types of lesions (Fig. 5B). At least half
of the infiltrating T cells (CD8" or CD8 T cells)
expressed CD11a (50-80%, Fig. 5C and D). Lesion-infil-
trating CD8" T cells expressed higher levels of CDlla
than CD8 T cells (median: 67.60% vs. 55.35%,
P < 0.05), especially in active and chronic lesions
(Fig. 5E). Finally, GZM-B-expressing infiltrating CD8" T
cells were identified (Fig. 5F), highlighting their cytotoxic
potential in situ. Collectively, these results suggest that
CNS-infiltrating T cells are mainly CD8" T cells with
clonal expansions that express homing and cytotoxic
markers.

Discussion

Our study is the first to compare the repertoire of the
lesion-infiltrating T cells against that of the CSF and the
blood in MS patients. TCR repertoire was studied both
by CDR3 spectratyping and high-throughput sequencing,
the latter allowing an extensive sequence analysis. We
show that the CSF T-cell repertoire is very close to the

© 2015 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association. 9
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Figure 4, CD8" T cells from Vf families with mono/oligoclonal CDR3-LD from MS patients are biased toward the CM/TEMRA phenotype and
express CCR5, CD11a (LFA1) and GZM-B. The phenotypes of blood CD8" T cells belonging to Vf families with mono/cligoclonal and Gaussian
CDR3-LD were compared. (A) Representative dot plot staining on CD8 and on Vp specific CD8* T cells for CD45RA and CCR7. Gates were drawn
according to the total CD8 population. (B) Proportions of the different subsets defined by the CD45RA-CCR7 staining for HV and MS Vi families
with mono/oligoclonal (M/O) (n = 7 for HV and MS) or Gaussian (Gauss.) (n = 9 for HV, n = 6 for MS) CDR3-LD. (C) Quantification of the naive
and CM subsets for HV and MS Vg families with mono/oligoclonal (M/O) or Gaussian (Gauss.) CDR3-LD. The line indicates the median. A
Kruskall-\Wallis test followed by a Dunn's Multiple comparison test were performed. **P < 0.01. (D and E) Histogram of one representative
patient and quantification of the CCR5, CD11a"" and GZB expression on CD8" T cells from Vf families with Gaussian (Gauss.) and mono/
oligoclonal (M/O) CDR3-LD, for the different patients studied. The line indicates the median. A Mann-Whitney test was performed to compare
two groups. *P < 0.05, **P < 0.01. CDR3-LD, complementary determining region 3 length distribution; MS, multiple sclerosis; CM, central
memory; TEMRA, terminally effector memory RA positive; GZM-B, granzyme B; HV, healthy volunteers.

one found in the CNS lesions. Up to 43% of blood circu- expansions display a memory phenotype, biased toward
lating CD8" T cells with clonal expansions are also found the CM and TEMRA phenotype with an overexpression
in the CNS lesions. In the blood, CD8" T cells with clonal of CCR5 and CD11a. In addition, CNS-infiltrating T cells
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Figure 5. Infiltrating T cells are mainly CD8* T cells and express
CD11a and GZM-B. Immunofluorescent staining was performed on
22 lesions from three MS patients. (A and B) Frequency of CD8" and
CD8-T cells within CD3™ T cells in the lesions according to the patient
(A) and to the lesion type (active n =9, chronic active n=75,
meningeal n =3, NAWM n = 5) (B). (C) Example of staining with
CD3 (red), CD8 (white), DAPI (blue), and CD11a (green). (D and E)
For CD11a, quantification according to the patient (D) and to the
lesion type (E) is presented, as described in (A). (F) Example of
staining with CD3 (red), CD8 (white), DAPI (blue), and GZB (green).
Arrowheads show CD3*CD8" T cells negative for the green marker.
Arrows and stars show, respectively, CD3"CD8  and CD3*CD8* T
cells positive for the green marker. The line on the pictures indicates
20 um. On the dot plot, the median is indicated. On the histograms,
mean + SEM is presented. A Mann-Whitney test was performed to
compare two groups. **P < 0.01, ***P < 0,001. GZM-B, granzyme B;
MS, multiple sclerosis; NAWM, normal-appearing white matter,

are mainly CD8", with 2/3 expressing CD1la". Taken
together, these results strongly suggest the involvement of
peripheral clonally expanded CD8" T cells in the patho-
logical process of MS.

This hypothesis of CNS autoimmunity not only sup-
ported in the CSF or in the CNS, but also in the blood
and in peripheral organs, has already been described for
B cells. Indeed, bidirectional migration between the
periphery and the CNS have been suggested as clonally
related or even identical memory B cells are present both

Oligoclonal CD8 T Cells in Multiple Sclerosis

in the CSF and in the blood.>* Besides, B cells participat-
ing in oligoclonal band production were found in the
blood,” and B cells present in MS lesions were suggested
to mature first in the cervical lymph nodes.”

Our TCR repertoire results are in line with these data,
as T-cell clones found in the CNS lesions could also be
found in the CSF and in the blood. TCR repertoire moni-
toring of blood samples was first proposed to be indica-
tive of the clinical outcome using a rat experimental
autoimmune encephalomyelitis model of MS in which T-
cell autoreactivity is well defined.” Numerous studies in
humans have shown that MS patients had a bias in their
blood TCR repertoire as compared to HV,'0 2163032
especially in CD8" T cells.'” Hence, a correlation was
found between the repertoire biases and the disease activ-
ity in the blood'"'® and in the CSF.'” Thus, at least part
of the expanded clones found in the blood of MS patients
is likely to be specific for the disease. Our results clearly
show similar TCR expansions between blood CD8 com-
partment and CNS lesions. Besides, the expanded clones
present a phenotype reflecting potential aggressiveness
both in blood and in CNS. Indeed, expanded blood CD8"
T cells overexpressed CCR5 and CDI1la (LFAL), and 60—
70% of the lesion-infiltrating CD8" T cells expressed
CD1la (LFA1) (CD11a" and CD11a"®" cannot be differ-
entiated by immunofluorescence). These molecules may
be involved in CNS invasion, as suggested by the presence
of T cells expressing them in MS lesions, together with
their ligands.”®*”*** In line with this, a decreased
inflammatory syndrome
observed with anti-CCR5 treatment.”> Moreover, progres-
sive multifocal leukoencephalopathy cases and decreased
in vitro transmigration of T cells were reported under
anti-CD11a treatment (efalizumab).*®*” Besides that
transmigration-prone phenotype, clonally expanded CD8'
T cells from the blood of MS patients were mainly mem-
ory cells, with a bias toward CM and TEMRA phenotype.
CM cells have been implicated in MS, as the trapping of
naive and CM cells into the lymph nodes with Fingoli-
mod has proven efficacy in relapse prevention.’® Besides,
one of the CCR7 ligands, CCL19, has been reported to be
expressed in MS lesions,* or at least on the endothelial
cells from the choroid plexus of MS patients.*” Although
CNS-infiltrating T cells are described to belong to the EM
lineage,"” CSF CD8" T cells are composed of variable pro-
portions of CM and EM T cells.' * A loss of CCR7
expression following in situ reactivation or ligand-induced
downregulation after infiltration may account for the EM
phenotype enrichment in situ. Finally, in our study, 30—
60% of clonally expanded CD8" T cells in the blood
express GZM-B, suggesting a cytotoxic potential. Some
CD8" T cells from the CNS lesions also expressed GZM-
B, as previously reported.”? Altogether, these data suggest

immune reconstitution was
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that blood clonally expanded CD8" T cells are able to
invade the CNS and to exert cytotoxic functions,
strengthening the implication of CD8" T cells in MS
pathophysiology.

To our knowledge, no study has compared CSF and
CNS repertoires at the same time. Previous reports
showed less repertoire diversity in the CSF than in the
blood.''>** We show that a large majority of CSF
expanded clones are also expanded in the CNS. Conse-
quently, these CSF clones may be very relevant to study-
ing the infiltrating T cells. This is in accordance with a
recent analysis of the TCR repertoire in paired blood and
CSF samples of MS patients by high-throughput sequenc-
ing.* Epstein-Barr virus-specific TCR sequences were
enriched in the CSF CD8 subpopulation, supporting the
importance of these cells in the pathophysiology of the
disease. Deciphering the antigen specificity of the blood
and/or CSF expanded CD8" T cells would definitely give
further insight into the exact implication of these cells in
MS.

Besides giving more insight into the TCR repertoire
dynamics in the periphery and in the CNS in MS, our
results also enlarge the characterization of lesion-infiltrat-
ing T cells. Indeed, we report that some Vf clones are
shared between different lesions, including NAWM, most
of them being CD8" T cells. This is consistent with three
studies published so far, including our own.®®® These
results suggest a dominant antigen, at least in a given
patient. Our results also correlate with several studies
showing that CD8" T cells outnumbered CD4" T cells in
the CNS lesions of MS patients.® ®'>%%” Altogether, this
further enhances the implication of CD8" T cells in MS.
The vast majority of infiltrating T cells in the CNS lesions
is clonally expanded, questioning their antigen specificity.
Our results are of particular interest for groups aiming at
characterizing the antigen specificity of these clones.'”*®"
*% Indeed, the cells of interest are obviously more easily
accessible by a simple venous puncture than by studying
the lesion infiltrating T cells. This would definitely prove
whether cells overrepresented in the CNS lesions of MS
patients recognize antigens specific for the CNS.

In conclusion, our work provides new insight on the
implication and recruitment of circulating clonally
expanded CD8" T cells to the CNS lesions of MS patients.
These results may have a strong implication as they give
more credit to the study of peripherally expanded blood
CD8" T cells in this disease, and should allow an easier
study of the TCR of implicated clones.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Table S1. Characteristic of the antibodies used.

Table §2. Primers used for the CDR3 spectratyping.
Table §3. Summary of high-throughput sequencing sam-
ples.

Table $4. Amino acid sequences of the expanded clones.
Figure S1. Examples of CDR3-LD and CDR3-LD com-
parisons. (A) Examples of the different CDR3-LD as
described in Methods. (B) Examples of correlation, dis-
tance and similarity scores obtained for the comparison
of the presented CDR3-LD.

Figure S2. The repertoire in the periphery does not mir-
ror a particular lesion type. Vf§ families with mono/oli-
goclonal CDR3-LD from the blood and the CSF were
compared to the corresponding families in the CNS (cor-
relation coefficients and distance scores), as described in
Figure 2. The lesions were separated according to their
classification as active (# =9), chronic active (n = 5),
meningeal (# = 3), and NAWM (n = 5).
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Annexe 2 : Illustration du protocole de CDR3 spectratyping et d’amplification par PCR unicellulaire des
chaines p et a. A. La région CDR3 est amplifiée au cours de 2 PCR successives (PCR1 et PCR2), suivies d’une
PCR de run-off qui permet de marquer les amplicons afin de visualiser la distribution des différentes longueurs
de CDR3 pour chaque famille VB. B. La PCR1, PCR2 et PCR3 permettent d’amplifier et de vérifier la chaine .
La PCR4 effectuée a partir de la PCR1 permet d’amplifier puis caractériser par séquencage la chaine a.

A N spTy-b-out
VB _ CDR3 1B < CcB PCR 1
Amorces 3
spécifiques
»I; CBR
i — PCR2
Amorces 3
lv spécifiques
RUN-OFF
Séquenceur
« S
Gaussian distribution Monoclonal distribution
' ——>  séquengage
| L
- | - | I
gg— gJil 1|”| ‘ .lI- '
Q= | A / I R 1 T |
Ll W ll'. .'"-.'J J U l\:'r \rs M AN ol el A (i il i
SE A e |:-'|]_.-': lII' |I.';l .Il.ll'
T £ E— LM 'l|l--_ il ji |
Length (nts) LA G B
: M pocl Cu-tev-out
PCR 1 @ — of 24 primers - =
auniversel et pré-amplification B [ e — Vi
B spécifique
PCR2 a
Amplification p spécifique B Vii-for 2 s e ir0v2
PCR3 @ Vérification
Amplification p spécifique B e e — de la chaine B

PCRQ Va poolset1to 5 Ca-rav-in ldentification
(& partir du produit de PCR1) E = — - e —>dela chaine a
Sets de primers o
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Annexe 3 : Liste des amorces. Amorces pour la transcription inverse de I’ARNm en ADNc. Amorces sens et

anti-sens pour I’amplification des chaines B et a.

Nom 5.3
(Classification Arden)
e - mww
PCR | antisens SpTybout ACACCAGTGTGGCCTTTTGG
PCR Il antisens CoR CTTCTGATGGCTCAAACAC
BV1 CAACAGTTCCCTGACTTGCAC
BV2 TCAACCATGCAAGCCTGACCT
8v3 TCTAGAGAGAAGAAGGAGCEC
BV4 CATATGAGAGTGGATTTGTCATT
BVS.1 TTCAGTGAGACACAGAGARAC
BVS.2 CCTAACTATAGCTCTGAGCTG
BV6 AGGCCTGAGGGATCCGTCTC
Bv7 CTGAATGCCCCAACAGCTCTC
Bv8 TACTTTAACAACAACGTTCCG
Bmicrcas paGT BY9 AAATCTCCAGACAAAGCTCAC
jdentification BV11 ACAGTCTCCAGAATAAGGACG
chaine B BV12 GACAAAGGAGAAGTCTCAGAT
PCR | et ll sens
(PCR repertoire) BV13.1 GACCAAGGAGAAGTCCCCAAT
BV13.2 GTTGGTGAGGGTACAACTGCC
BV14 TCTCGARAAGAGAAGAGGAAT
BV1s GTCTCTCGACAGGCACAGGCT
BV16 GAGTCTAAACAGGATGAGTCC
BV17 CACAGATAGTAAATGACTTTCAG
Bvig GAGTCAGGAATGCCAAAGGAA
BV20 TCTGAGGTGCCCCAGAATCTC
BV21 GATATGAGAATGAGGAAGCAG
Bv22 CAGAGAAGTCTGAAATATTCGA
BV23 TCATTTCGTTTTATGAAAAGATGE
Bv24 AAAGATTTTAACAATGAAGCAGAC
Co-RT GAAGAAGCCTGTGGCC
CaRT GCCACAGCACTGTTGC
PCR 4 antisens Ca Rev out GCAGACAGACTTGTCACTGG
Va-114for-out AGSAGCCTCACTGGAGTTG
Va-1235for-out CTGAGGTGCAACTACTCATC
Va:2 for-out CARTGTTCCAGAGGGAGCC
Va-3,25 for-out GAARATGYCWCCATGAACTGC
Va-4,20 for-out WTGCTAAGACCACCCAGCC
Va-5 for-out AGATAGAACAGAATTCCGAGG
Va-6,14-for-out RYTGCACATATGACACCAGTG
Va-7-for-out CACGTACCAGACATCTGGG
Va-8,21-for-out CCTGAGYGTCCAGGARGG
- Va-9-for-out GTGCAACTATTCCTATTCTGG
Amareat poue Va-10,24-for-ut ASTGGAGCAGAGYCCTCAG
identiication Va-11-for-out TCTTCAGAGGGAGCTGTGG
chaloes PR s Va-12-for-out GGTGGAGAAGGAGGATGTG
(PCR unicellulaire)
bttt ' Va-13,19,26-for-out SAASTGGAGCAGAGTCCTC
Va-15-for-out CCTGAGTGTCCGAGAGGG
Va:tE-far:out ATGCACCTATTCAGTCTCTGG
Va-17-for-out TGATAGTCCAGAAAGGAGGG
Va-18-for-out GTCACTGCATGTTCAGGAGE
Va 22,31 for-out CCCTWCCCTTTTCTGGTATG
Va-23,30-for-aut GGCARGAYCCTGGGAAAGG
Va-27-for-out CTGTTCCTGAGCATGCAGG
Va-28-for-out AGACAAGGTGGTACAAAGCC
Va-29-for-out CAACCAGTGCAGAGTCCTC
Va-32-for-out GCATGTACAAGAAGGAGAGG
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Annexe 4 : Séquence signal. Ce peptide d'adressage est situ¢ a l'extrémité N’ terminale de la protéine et codé
par des codons situés en amont de 'ARNm de la protéine. Utilisation du logiciel SignalP4.1 Server pour prédire
le site de clivage des peptides signaux et le cas échéant remplacement par un autre peptide signal.

Séquence signal d'origine Remplacement séquence signal

Clone 1 | TRAVE-2 |MLLLLPVLEVIFTLGGTRA*QSVTQLDSH

TRBV6-2 |MSLGLLCCGAFSLLWAGPVNA*GVTQTPKF .
Clone 4 | TRAVEZ |MLLLLVPVLEVIFTLGGTRA*QSVTQLDSH R
ONe % | TRBVE-2 |MSLGLLCCGAFSLLWAGPVNA*GVTQTPKF ;
Clone 5 | TRAVEZ MLLLLVPVLEVIFTLGGTRAQ*SVTQLDSH ]

TRBVS-1 |MGSRLLCWVLLCLLGAGPVKA*GVTQTPRY :
Clone 6 | TRAVE3 | MLLELIPLLGIHFVLRTARA*QSVTQPDIH .
ONe D | 1RBV25-1 |MTIRLLCYVGFYFLGAGLMEADIYQTPRYL TRBV6-2 | MSLGLLCCGAFSLLWAGPVEA*DIYQTP
Clone 7 | TRAVIZ [ MWGVFLLYVSMKMGGTTG*QNIDQPTEMTA -
ON€ /| 1RBV25-1 |MTIRLLCYVGFYFLGAGLMEADIYQTPRYL TRBV6-2 | MSLGLLCCGAFSLLWAGPVEA*DIYQTP
Clone 8 | TRAVI2-2 |MKSLRVLLVILWLQLSWVWS*QQKEVEQNS
ON€ S | TRBVE-2 |MSLGLLCCGAFSLLWAGPVNAG*VTQTPKF -
I TRAV12-2 |MKSLRVLLVILWLQLSWVWS*QQKEVEQNS .
Clone 9 | T opvs-5 |MGPGLLOWVLLCLLGAGPVDA*GVTQSPTH .

* = prédiction du site de clivage
peptide signal début chaine a ou B

SignalP 4.1 Server
Predicts the presence and location of signal peptide cleavage sites in amino acid sequences

The method incorporates a prediction of cleavage sites and a signal peptide/non-signal peptide prediction based on a

combination of several artificial neural networks.
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Annexe 5: Schéma de la séquence intégrée au vecteur d’expression pRc/RSV. PS (peptide signal) :
adressage a la membrane. 2A: peptide (21 aa) auto-clivable pour production équimolaire des génes en amont et

en aval.
Sfil(361)
Notl(372)
Xmal(3868) Xhol(406
SpcR Ndel(683)
Pstl(3781)
EcoRV(3716)
Ncol(3461)
6ABOL2C_Clone1_MeM_E2A_pMS-RQ Hindll1(1080)
4446 bp
Clone1_MeM_E2A
\ 2A
Col E1 origin 5— pg TCRa PS

Sfil(2333)

Ncol(2282) Ncol(2174)
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XI. Résumé et mots clés

La sclérose en plagues (SEP) est une maladie autoimmune démyélinisante du systéme
nerveux central (SNC), dans laquelle les lymphocytes T (LT) CD4" ont longtemps été décrits
comme jouant le réle pathologique principal. L'implication des LT CD8" a été mise en
évidence plus récemment, grace a des arguments génétiques, neuropathologiques et
immunologiques. Dans les lésions du SNC des patients SEP, les LT CD8" sont prédominants et
ont une répartition oligoclonale, suggérant une infiltration ou une prolifération in situ
dépendante d'un antigéne. Dans nos précédents travaux, I'étude du répertoire T des
différents compartiments (SNC, liquide cephalo rachidien (LCR) et sang) a montré |’existence
d’une similarité des LT CD8" prédominants. Nous avons mis en place une méthodologie afin
d’étudier au niveau unicellulaire, le récepteur des cellules T (TCR) dans le but d’identifier la
cible antigénique de ces clones potentiellement impliqués en début de maladie. Apres cette
caractérisation du TCR nous avons construit un vecteur d’expression contenant la séquence
de la chaine a et B du TCR. Ce vecteur d’expression a été transfecté dans une lignée T

/B afin de lui faire exprimer le TCR humain issu de 8 clones CD8"

d’hybridome de souris 58
de patients et de contrdles. En paralléle, nous avons réalisé un clone CD8" contrdle, restreint
au HLA-A2 et reconnaissant le peptide 26-35 du Melan-A. Cet hybridome, lorsqu’il posséde
un TCR fonctionnel, va secréter de I'IL-2 lorsque le TCR est activé par sa cible antigénique.
Une identification a été réalisée afin de savoir si ces clones pouvaient reconnaitre des
peptides dérivés de la myéline, de peptides dérivés de protéines apoptotiques ou de lysats
cellulaires dérivés de lignées neuronales et astrocytaires. A ce jour, aucune des cibles testées
n‘a pu étre mise en cause. Cependant nous avons amélioré un systéme permettant
d’identifier le TCR des LT CD8" du LCR et valider la création de lignées permettant I'étude de
la cible antigénique. En effet, nous avons montré que la présentation du peptide Melan-A
par une lignée BEBV a notre clone contrdle permettait la sécrétion d’IL-2. La présentation via
des cellules dendritiques autologues est encore a mettre au point. L'étude de ces clones
CD8" en début de maladie est capitale afin de mieux comprendre les mécanismes qui se

mettent en place et I'implication des LT CD8" dans la physiopathologie de la SEP.

MOTS-CLES : Sclérose en plaques - Systéme nerveux central - LCR - Lymphocytes T CD8" -
Répertoire T - TCR - Antigene
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La sclérose en plaques (SEP) est une maladie autoimmune démyeélinisante
du systeme nerveux central (SNC), dans laquelle les lymphocytes T (LT)
CD4" ont longtemps été décrits comme jouant le réle pathologique principal.
L'implication des LT CD8" a été mise en évidence plus récemment, grace a
des arguments geénétiques, neuropathologiques et |mmunolog|ques Dans
les Iésions du SNC des patients SEP, les LT CD8" sont prédominants et ont
une répartition oligoclonale, suggeérant une infiltration ou une prolifération in
situ dépendante d'un antigene. Dans nos précédents travaux, I'étude du
répertoire T des différents compartiments (SNC, liquide cephalo rachidien
(LCR) et sang) a montré l'existence d'une similarit¢ des LT CD8"
prédominants. Nous avons mis en place une méthodologie afin d’étudier au
niveau unicellulaire, le récepteur des cellules T (TCR) dans le but d’identifier
la cible antigénique de ces clones potentiellement impliqués en début de
maladie. Apres cette caractérisation du TCR nous avons construit un vecteur
d’expression contenant la séquence de la chaine a et f du TCR. Ce vecteur
d’expression a été transfecté dans une lignée T d’hybridome de souris 58 *
afin de lui faire exprimer le TCR humain issu de 8 clones CD8" de Jpatients et
de contréles. En paralléle, nous avons réalisé un clone CD8" contréle,
restreint au HLA-A2 et reconnaissant le peptide 26-35 du Melan-A. Cet
hybridome, lorsqu’il posséde un TCR fonctionnel, va secréter de [I'IL-2
lorsque le TCR est activé par sa cible antigénique. Une identification a été
réalisée afin de savoir si ces clones pouvaient reconnaitre des peptides
dérivés de la myéline, de peptides dérivés de protéines apoptotiques ou de
lysats cellulaires dérivés de lignées neuronales et astrocytaires. A ce jour,
aucune des cibles testées n'a pu étre mise en cause. Cependant nous avons
amélioré un systéme permettant d’identifier le TCR des LT CD8" du LCR et
valider la création de lignées permettant I'étude de la cible antigénique. En
effet, nous avons montré que la présentation du peptide Melan-A par une
lignée BEBV a notre clone contréle permettait la sécrétion d’'IL-2. La
présentation via des cellules dendritiques autologues est encore a mettre au
point. L’étude de ces clones CD8" en début de maladie est capitale afin de
mieux_comprendre les mécanismes qui se mettent en place et implication
des LT CD8" dans la physiopathologie de la SEP.
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