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INTRODUCTION







1. Contexte de 1l'’'étude

Les encéphalites sont des inflammations rares et séveéres
du systéme nerveux central (SNC) et plus précisément du
cerveau. Leur incidence, bien que difficilement mesurable, est
estimée entre 4 a 9 cas pour 100 000 habitants et par an
(Granerod et al., 2013). Elles affectent des sujets de tous
ages et sont associées a une morbidité et mortalité élevées.
Quand la pathologie n’est pas fatale, les individus conservent
fréquemment des séquelles physiques, cognitives ou

comportementales (Venkatesan, 2015).

Chez les individus immunocompétents, les encéphalites ont
deux étiologies principales : infectieuses ou dysimmunitaires.
Cependant dans un tiers des cas, l’encéphalite reste encore

idiopathique (Granerod et al., 2010).

Ces derniéres années le spectre des encéphalites auto-
immunes s’est considérablement élargi avec 1l'identification de
multiples auto-anticorps dirigés contre des protéines ou
récepteurs impliqués dans la transmission synaptique.
Actuellement plus d’une dizaine d’antigenes de la surface
neuronale sont connus comme étant la cible d’auto-anticorps
(Table 1) (Dalmau and Graus, 2018). Les anticorps anti-
récepteur au NMDA (N-méthyl-D-aspartate), anti-LGI1 (leucine-
rich glioma inactivated 1), ou encore, anti-récepteur a 1l'AMPA
(acide o—amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique)
peuvent étre cités en exemple. Ces auto-anticorps récemment
caractérisés ciblent des épitopes extracellulaires, et pour
certains leur effet pathogénique direct a été démontré. Ils
induisent, le plus souvent, des symptdmes neuropsychiatriques
et peuvent survenir en présence, comme en l'absence, d’'un

contexte tumoral (Dalmau et al., 2011).



Ces nouvelles entités doivent donc étre distinguées des
syndromes paranéoplasiques du SNC dits « classiques » qui sont
associés a des auto-anticorps (appelés onconeuronaux) ciblant
des protéines intra-neuronales, et qui précédent quasi
systématiquement le diagnostic de cancers (Dalmau and Graus,

2018).

L’encéphalite a anticorps anti-récepteur au NMDA (NMDAR)
est certainement la plus connue et la mieux caractérisée des
pathologies du SNC médiée par des auto-anticorps. Selon une
cohorte américaine, <cette encéphalite serait méme plus
fréquente que les encéphalites infectieuses a entérovirus, ou
a Herpés Simplex Virus (HSV) et Varicelle Zona Virus réunies

(Gable et al., 2012).

* %%
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2. Encéphalite a anticorps anti-

récepteur au NMDA les principales

caractéristiques

2-1. Description épidémiologique

L’encéphalite a anticorps anti-NMDAR est une encéphalite
dysimmunitaire médiée par des auto-anticorps. Elle se traduit
par une combinaison de troubles psychiatriques et
neurologiques, pouvant évoluer vers une dysautonomie avec
hypoventilation, nécessitant une prise en charge prolongée en

unité de soins intensifs.

La premiere étude d’une cohorte de patients atteints
d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR a été réalisée en 2005
(Vitaliani et al., 2005). Cette pathologie était initialement
considérée comme un syndrome paranéoplasique. C’est a dire
comme un ensemble d’anomalies clinico-biologiques induit par
une tumeur, mais provoqué dans une région située a distance de
celle-ci. En effet, dans cette cohorte sont décrits les cas de
quatre jeunes femmes ayant développées une encéphalite
associée a un tératome ovarien. Cependant de nombreux autres
cas ont par la suite été publiés, notamment chez des hommes et
des enfants, sans gu’aucune néoplasie sous-jacente ne soit

retrouvée (Armangue et al., 2013).

Les données épidémiologiques sont parfois discordantes,
voire méme contradictoires, selon les études. Ces différences
inter-cohortes peuvent s'’expliquer par les modalités de
recrutement des patients. Cependant selon Titulaer et al., qui
rapportent a ce jour 1la plus 1large cohorte de patients

atteints d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR, plusieurs
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observations sont possibles. L'adge médian au début de la
maladie est de 21 ans, avec des extrémes allant de 8 mois a 85
ans. Néanmoins, seulement 5% des sujets ont plus de 45 ans et
37% ont moins de 18 ans. La pathologie est donc prédominante

chez l’adulte jeune et chez l’enfant.

Comme dans de nombreuses maladies auto-immunes, on
retrouve un biais dans le ratio homme/femme. Dans 6 a 8 cas
sur 10 les sujets sont de sexe féminin (Irani et al., 2010)
(Wang et al., 2019). Il est a noter que la moitié des sujets
masculins sont affectés, soit avant 1l’adge de 12 ans, soit

apres 45 ans (Titulaer et al., 2013).

L’encéphalite a anticorps anti-NMDAR apparait dans 40%
des cas comme une manifestation paranéoplasique (Titulaer et
al., 2013). La recherche d’un —cancer est absolument
nécessaire, notamment chez les femmes, puisqu’une tumeur est
retrouvée chez la moitié d’entre elles. Le tératome ovarien
est de trés loin la néoplasie la plus fréquente (85 a 95%),
par rapport aux autres cancers décrits (carcinome du poumon a
petites cellules, adénocarcinome utérin ou prostatique, cancer
du pancréas, carcinome thymique..) (Bost et al., 2018). En
revanche la présence d’une tumeur est inhabituelle chez les
enfants de moins de 12 ans et les sujets masculins (Titulaer

et al., 2013).

Plus récemment il a été proposé que les encéphalites
auto-immunes, et en premier lieu celles a anticorps anti-
NMDAR, pouvaient succéder a une encéphalite infectieuse. Une
étude prospective a rapporté que 18% des patients atteints
d’encéphalites a HSV, quelque soit leur age et 1leur sexe,
développaient dans les semaines qui suivent, des anticorps
anti-NMDAR et des signes cliniques qui leur sont associés

(Armangue et al., 2018).
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2-2. Caractéristiques cliniques

2-2-1. Phase prodromique

L’encéphalite a anticorps anti-NMDAR évolue sur un mode
aigu ou subaigu. Selon 1les cohortes, 70 a 90% des patients
présentent des symptdimes avant-coureurs précédents la survenue
de la phase principale de la maladie (Dalmau et al., 2008 et
2011). Ces symptbmes prodromaux, non spécifiques, de types
pseudo-grippaux, peuvent faire envisager un processus
infectieux. En effet parmi ces individus, 97% présentent des
céphalées ou de la fievre, ou une association de ces deux
symptémes (Irani et al., 2010 ; Wu et al., 2020). D'autres
manifestations ont aussi été rapportées durant cette phase

comme les nausées, les vomissements, les diarrhées.

2-2-2. Phase d’état

Dans les deux semaines qui suivent, les sujets
développent progressivement un large spectre de symptdmes
neuropsychiatriques ou prédominent les épilepsies et les
troubles comportementaux. Ces derniers regroupent divers
symptomes parmi lesquels on trouve, psychoses, hallucinations,
manies, agitation, agressivité, dépression, insomnies,
anxiétés, pensées suicidaires (Wang et al., 2019). Chez
l’adulte, il est habituel que les anomalies psychiatriques
soient les premiers signes a étre observés. Vient ensuite
l’atteinte neurologique avec des épilepsies focales ou
généralisées, des dyskinésies notamment oro-faciales, des
troubles mnésiques et du langage pouvant aller Jjusqu’au

mutisme (Dalmau et al., 2008).
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Une dysautonomie est retrouvée chez plus de 50% des
patients, dont les manifestations les plus fréquentes sont des
troubles du rythme cardiaque, une hyperthermie, une
hypertension artérielle et une hypersialorrhée. Le principal
facteur de gravité de la maladie vient de 1l’'hypoventilation
centrale pouvant nécessiter une admission des patients en
unité de soins intensifs, et la mise en place d’une

ventilation mécanique (Dalmau et al., 2011).

L'ensemble des patients ne présente pas l'’intégralité des
symptOomes mentionnés précédemment. Les personnes atteintes
développent, au cours des premiéres semaines de la maladie, au
minimum 4 symptémes différents (Titulaer et al., 2013).
Cependant 4% des sujets, ont une symptomatologie exclusivement
restreinte aux troubles psychiatriques (Kayser et al., 2013).
Quoique rares, ces symptoOmes psychiatriques isolés ne doivent
pas étre méconnus afin de ne pas retarder le diagnostic et la

prise en charge (Dalmau et al., 2011).

2-2-3. Cas pédiatriques

Bien qu’une majorité de cas soit observée chez 1’adulte,
la fréquence de la maladie <chez 1les enfants est non
négligeable. La présentation clinique est souvent différente
entre ces 2 populations. Alors que chez 1les adultes les
premiers symptdomes sont souvent psychiatriques (Titulaer et
al., 2013) ; chez l’enfant de moins de 12 ans, au début de la
maladie, ce sont les troubles neurologiques gqui sont au
premier plan, notamment les épilepsies et les dyskinésies
(Favier et al., 2018). Il a été suggéré que la maturation
cérébrale, ainsi que les changements hormonaux observés au
cours de la puberté, puissent étre a l’origine des ces

différences.
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2-3. Diagnostic biologique : les

examens d’intérét

2-3-1. Analyses du LCR

Au début de la maladie il est fréquent d'observer une
pléiocytose lymphocytaire (Irani et al., 2010). Contrairement
aux encéphalites virales, la pléiocytose est ici modérée avec
une numération des globules blancs dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) située entre 5 et 50 cellules/mm’, plus
rarement au-dela (Dalmau et al., 2008 ; Titulaer et al.,
2013). Une augmentation de la protéinorachie est possible qui,
quand elle est présente, est plus élevée au stade précoce de
la maladie (Wu et al., 2020). Le gquotient d’albumine (ALB)
calculé selon la formule (concentration ALB du LCR /
concentration ALB du sérum) permet d’évaluer 1l’'intégrité de la
barriere hémato-méningée (BHM) qui est altérée dans seulement

15% des cas (Wu et al., 2020).

2-3-2. Recherche d’une syntheéese

intrathécale d’'immunoglobulines

L’'analyse comparée du LCR et du sérum d’un méme patient,
prélevés au méme moment, peut révéler la présence de bandes
oligoclonales. De telles bandes, si elles sont spécifiquement
retrouvées dans le LCR, traduisent une réaction humorale au
sein du SNC et une synthése intrathécale d’immunoglobulines
(Ig). La fréquence avec laquelle ces bandes oligoclonales sont
retrouvées, dans le LCR des malades, est trés variable d’une
étude a l'’autre, allant de 15 a 60% (Dalmau et al., 2008 ;
Malter et al., 2013 ; Wu et al., 2020). Plusieurs éléments
peuvent expliquer ces discordances. Tout d’'abord il a été
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proposé que l'’apparition de l'oligoclonalité spécifique du LCR
soit décalée dans le temps par rapport aux premiers symptomes
(Irani et al., 2010). Ainsi une ponction lombaire effectuée
trop précocement au cours de la maladie donnerait un résultat
faussement négatif. Cette observation n’a cependant pas été
confirmée (Wu et al., 2020). D'autre part, il est nécessaire
de s’assurer que les préléevements ont été réalisés avant toute
immunothérapie. Une synthése intrathécale d’'Ig peut étre
affirmée a tort aprés 1l’administration d’immunoglobulines
intraveineuses (IgIV), ou une plasmaphérese, qgui vont
respectivement diluer et filtrer les Ig sériques du patient.
Enfin la technique mise en cecuvre doit étre prise en compte.
Afin d’avoir une sensibilité suffisante, les recommandations
internationales préconisent une migration simultanée du LCR et
du sérum par isoélectrofocalisation sur gel d'agarose avant
révélation par des anti-immunoglogulines (Freedman et al.,

2005).

Cet examen n’'est pas indispensable au diagnostic.
Cependant il offre la possibilité de connaitre l’origine de la
synthése des auto-anticorps : interne ou externe au SNC. Il
faut également noter que la mise en évidence d’une synthése
intrathécale d’'Ig n’est en rien spécifique de 1l'’encéphalite a
anticorps anti-NMDAR. Elle peut étre observée dans 1l'’ensemble
des maladies inflammatoires du SNC, telle que la sclérose en
plaques, ou elle constitue un critere diagnostique (Thompson

et al., 2018).

2-3-3. Identification des auto-anticorps

La détection des IgG anti-GluNl est indispensable au
diagnostic définitif d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR
(Graus et al., 2016). Seules les IgG spécifiques doivent étre
recherchées. Les IgA et les IgM, bien que parfois présentes,
n‘ont pas démontré leur pathogénicité, et sont de plus

toujours associées aux IgG (Hara et al., 2018).
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Cette recherche peut se faire en 2 temps (Zuliani et al.,
2012). Un test préliminaire est d’abord réalisé par
immunohistochimie ou immunofluorescence indirecte sur une
coupe fixée de cerveau de rat. L‘’incubation d’un préléevement
positif avec le substrat permet d’observer un marquage intense
du neuropile hippocampique (Dalmau et al., 2017). Dans un
deuxieme temps, la spécificité de 1l'’auto-anticorps vis-a-vis
de la sous-unité GluNl doit étre confirmée. Les tests de type
Cell-Based Assay (CBA) employant des cellules HEK293 (Human
Embryonic Kidney 293), vivantes ou fixées, préalablement
transfectées avec la protéine cible sont a privilégier car
jugés plus sensibles (Graus et al., 2016). Les tests de type
fluorescent immunoprecipitation assay (FIPA) offrent cependant

l’avantage d’'étre quantitatifs (Irani et al., 2010).

Au moment du diagnostic, et quand il n’existe pas de
contre-indication, la recherche des IgG anti-GluNl devrait
systématiquement étre effectuée dans 1le LCR (Ehrenreich,
2018). En effet la comparaison de couples sérum/LCR prélevés
chez des patients montre une sensibilité oscillant entre 50 et
90% pour le sérum ; contre 100% pour le LCR (Titulaer et al.,
2013 ; Gresa-Arribas et al., 2014 ; WwWu et al., 2020). De la
méme facon, la spécificité de ces auto-anticorps dans le sérum
est extrémement médiocre et expose donc a un risque important
de résultats faussement positifs. Ils sont retrouvés dans
différents contextes pathologiques comme les accidents
vasculaires cérébraux (Kalev-Zylinska et al., 2013), les
neurolupus (Ogawa et al., 2016), les épilepsies (Dubey et al.,
2017), certaines formes de schizophrénies, la maladie de
Parkinson mais également chez des individus sains (Dahm et
al., 2014). La pertinence clinique de ces anticorps sériques
est encore treés discutée (Colijn and Ismail, 2019). Ainsi une
recherche d’anticorps anti-GluNl uniquement réalisée dans du
sérum n’'est pas recommandée, car pouvant conduire a des
erreurs diagnostiques, et a la mise en place abusive d’une

immunothérapie.
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2-4. Prise en charge thérapeutique

L’encéphalite a anticorps anti-NMDAR est une pathologie
inflammatoire du SNC, pour laquelle la pathogénicité des auto-
anticorps a été démontrée. De ce fait, les immunothérapies
sont les traitements de référence dans la prise en charge des
patients (Dalmau and Graus, 2018). Quand elle est applicable,
la résection tumorale est indispensable. Il faut toutefois
noter que les recommandations thérapeutiques sont actuellement
trés largement basées sur l’analyse d'études rétrospectives

car, a ce jour, peu d’essais cliniques ont été réalisés.

Parmi les immunothérapies communément utilisées en
premiere ligne on retrouve la corticothérapie intraveineuse
fréquemment associée aux Iglv. La corticothérapie en
monothérapie n’est que trés exceptionnellement utilisée (Wang
et al., 2019) et devrait étre combinée avec une autre
immunothérapie plutdét qu’administrée seule (Irani et al.,
2010). Les plasmaphéréses ou échanges plasmatiques sont
rarement utilisés en premiére ligne. Pourtant un essai
clinique randomisé confirme que les plasmaphéréses offrent une
amélioration clinique plus importante au cours des premiers
mois de traitement, par rapport au groupe sans plasmaphérése
(Zhang et al., 2019). Cette thérapeutique nécessite cependant
des équipements particuliers, et peut étre difficile a mettre

en place selon le service d’'hospitalisation.

Ces traitements de premieére 1ligne permettent dans la
moitié des cas une amélioration clinique au cours des quatre
premieres semaines de traitement (Titulaer et al., 2013). Chez
les 50% de patients réfractaires aux traitements de premiére
intention, une immunothérapie de seconde ligne est nécessaire.
Elle inclut, soit wune molécule déplétant 1les lymphocytes B
(rituximab), soit un immunosuppresseur comme le
cyclophosphamide, ou une association des deux (Nosadini et

al., 2015).
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Plus récemment quelques cas isolés d’encéphalites
réfractaires ont été traités avec succeés par du bortezomid
(Turnbull et al., 2020). Il s'agit d’un inhibiteur du
protéasome, structure chargée de dégrader les ©protéines
intracellulaires. Cette molécule est actuellement indiquée
dans la prise en charge du myélome multiple pour ses
propriétés a induire 1'apoptose des plasmocytes clonaux.
L'efficacité de ce traitement devra étre prouvée sur une
cohorte prospective, mais ces observations suggérent que
cibler les cellules sécrétrices d’anticorps est une

alternative a la déplétion des cellules CD20+.

Afin de contrbler les symptomes psychiatriques,
1’ immunothérapie peut étre administrée avec des psychotropes,
tels que des anti-psychotiques de premieére ou de deuxiéme
génération accompagnés d’anxiolytiques (Wang et al., 2019).
Néanmoins le recours aux anti-psychotiques semble entrainer,
chez certains patients atteints d’encéphalite a anticorps
anti-NMDAR, une fréquence ©particuliérement élevée (47%)
d'effets indésirables graves comme le syndrome malin des
neuroleptiques (Lejuste et al., 2016). Dans ce contexte
d’'encéphalite, les neuroleptiques devraient donc étre utilisés

avec précaution.

2-5. Pronostic et évolution

Malgré la sévérité des symptdmes, le pronostic de la
pathologie est relativement bon. Environ 75% a 80% des
patients répondent favorablement a 1’immunothérapie et a
l’'exérése tumorale quand elle est ©possible, avec une

récupération quasi complete (Dalmau et al., 2008 ; Titulaer et

al., 2013). Néanmoins dans 25% des <cas, les patients
conservent des séquelles neurologiques importantes ou
décedent.
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Plusieurs facteurs associés a une évolution clinique
favorable ont été identifiés. Par exemple, les patients avec
une tumeur ont une meilleure issue clinique si la résection a
lieu précocement (Dalmau et al., 2008 ; Irani et al., 2010).
Une initiation rapide de 1’immunothérapie apparait étre un
criteére d’'évolution favorable chez 1les adultes (Titulaer et
al., 2013) comme chez les enfants (Byrne et al., 2015).
L'absence d’'admission dans une unité de soins intensifs est

également un facteur de bon pronostic.

La fréquence des rechutes, initialement estimée a 25% des
patients (Irani et al., 2010 ; Gabilondo et al., 2011 ; Dalmau
et al., 2011), tend a baisser a 10% dans des études plus
récentes (Titulaer et al., 2013) possiblement 1liée a une
meilleure connaissance de la pathologie et de sa prise en
charge. Dans un tiers des cas, les rechutes sont moins séveéeres
que l’'épisode initial. Elles sont aussi moins fréquentes chez

les patients avec tumeur.

3. Physiopathologie

3-1. Récepteur au NMDA

3-1-1. Structure du récepteur

Les NMDAR sont des récepteurs ionotropiques
glutamatergiques. Leur structure est hétérotétramérique
associant deux sous-unités GluNl et deux sous-unités GluN2
et/ou GluN3 (Stroebel et al., 2018), lesquelles une fois

assemblées délimitent un canal ionique central. Ils sont ainsi
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nommés en raison de leur affinité pour l’agoniste synthétique,
le N-méthyl-D-aspartate. Les ligands endogénes, le glutamate
(neuromédiateur excitateur) et la glycine, se fixent a des
sous-unités différentes du récepteur, respectivement GluN2 et
GluNl. A 1’état basal, le canal est bloqué par du Mg*

extracellulaire (Hansen et al., 2018).

Sept sous-unités ont été identifiées : GluNl, GluN2 (A a
D) et GluN3 (A et B), codées par sept génes indépendants (un
géne GRIN1, quatre génes GRIN2 et deux génes GRIN3). La sous-
unité GluNl est obligatoire a la fonction des NMDAR. Grace aux
épissages alternatifs, il en existe huit isoformes (GluNl-la a

GluNl-4a et GluNl-1b a GluNl-4b) (Paoletti et al., 2013).

Domaine
Amino-Terminal

Domaine de _
liaison au ligand L“\ «— Q ligand

Domaines el et A
transmembranaires

Domaine Carboxy -Terminal
Figure 1 | Représentation d’une sous-unité du récepteur au N-méthyl-D-
aspartate (NMDAR).
Une sous-unité est constituée d’un domaine amino-terminal (ATD), d’un

domaine de liaison au ligand, de quatre domaines transmembranaires puis
de la région intracytoplasmique (d'aprés Hansen et al., 2018).
L’'association de deux sous-unités GluNl et de deux sous-unités GluN2
et/ou GluN3 constitue la structure hétérotétramérique des NMDAR.
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Chaque sous-unité est constituée de quatre
domaines différents: un domaine amino-terminal (ATD), un
domaine de 1liaison au 1ligand, un domaine transmembranaire
formé par quatre segments peptidiques, et enfin un domaine
intracytoplasmique C-terminal (Figure 1) (Hansen et al.,
2018). Selon la sous-unité ou 1l'isoforme considéré, le nombre
d’acides aminés (AA) peut varier de 900 a 1480. Cette
fluctuation de taille est presque toujours due a une variation
dans la longueur du domaine intracytoplasmique (Paoletti et

al., 2013).

3-1-2. Distribution et fonction du

récepteur

Les NMDAR sont principalement localisés dans le SNC et
exprimés a la membrane synaptique et extra-synaptique des
neurones (Stroebel et al., 2018). Leur présence a la surface
de cellules non neuronales comme les cellules gliales (Conti
et al., 1999), ou endothéliales (Hogan-Cann and Anderson,

2016) a aussi été décrite.

Les NMDAR ont la particularité de fixer deux ligands
différents, le glutamate et la glycine. Leur fixation entraine
un changement conformationnel du récepteur et 1l’ouverture du
canal (Hansen et al., 2018). La pénétration du calcium,
crucial pour la communication neuronale, modifie les
propriétés biochimiques du neurone et initie un courant post-

synaptique excitatoire.

La variété de sous-unités et d'isoformes ainsi que les
multiples possibilités de les associer entres elles,
engendrent une hétérogénéité parmi les NMDAR. Les différentes
sous-unités qui composent le récepteur, 1lui conférent des
propriétés fonctionnelles particulieéres (Hansen et al., 2018).
Il est par exemple, bien établi que les <cinétiques

d’'activation et de désactivation des courants, la probabilité
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d’'ouverture du canal, la sensibilité aux agonistes et aux
antagonistes sont des caractéristiques qui dépendent fortement
de la (ou les) sous-unité(s) GluN2 impliquées dans le
récepteur (Cull-Candy et al., 2001). Les sous-unités GluN2
impactent également 1la localisation et 1la circulation du
récepteur a la surface neuronale. En effet les NMDAR contenant
GluN2A semblent étre préférentiellement synaptiques, tandis
que les NMDAR avec GluN2B sont plus souvent extra-synaptiques
(Cull-Candy et al., 2001). Cette organisation peut s’expliquer
par la longueur des domaines intracytoplasmiques et leur
capacité a interagir avec des protéines d’ancrages comme PSD95

(postsynaptic density protein 95) (Cull-Candy et al., 2001).

La fonction des NMDAR peut aussi, en partie, étre
appréhendée par 1’'étude des pathologies qui 1lui sont
associées. Avant méme la découverte des encéphalites auto-
immunes, ces récepteurs étaient déja connus ou suspectés pour
étre impliqués dans deux grands types de dysfonctionnements.
Une hyperactivation des NMDAR par un excés de glutamate peut
entrainer une excitotoxicité et une mort neuronale. Ce
phénoméne a été décrit dans la sclérose latérale amyotrophique
(Shaw and Ince, 1997), la maladie de Huntington ou encore la
maladie d’Alzheimer (Paoletti et al., 2013). Au cours de cette
derniere, la mémantine, un antagoniste non compétitif des
NMDAR, peut étre indiquée. A 1l’inverse un hypofonctionnement
des NMDAR a été suspecté dans la schizophrénie car ses
symptomes se superposent a ceux observés apres une
administration d’'antagonistes non compétitifs (kétamine ou

phencyclidine) (Zhou and Sheng, 2013).

Des mutations dans les geénes GRIN2 ont été rapportées chez
des individus avec un retard mental important parfois associé
a des épilepsies (Endele et al., 2010), confirmant le roéle
majeur des NMDAR dans le développement cérébral, ainsi que
dans les processus d'apprentissage et de mémorisation (Tsien

et al., 1996).
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3-2. Auto-anticorps anti-NMDAR

3-2-1. Cible des auto-anticorps

Lorsque les premieres encéphalites associées aux anticorps
anti-NMDAR ont été décrites en 2005 et 2007, la cible exacte
des auto-anticorps n’était pas connue. L’identification de
leur cible s’est faite a 1l’'aide d’un faisceau d'arguments.
Tout d’abord, en immunohistochimie indirecte, le LCR de
patients incubé sur des coupes de cerveaux de rat montre un
marquage intense du neuropile de l'hippocampe (Figure 2A), et
un marquage plus faible du cervelet, du cortex, et du
striatum. L’ immunomargquage concerne essentiellement les
neurones de la couche moléculaire de 1l'hippocampe et de la
couche granulaire du cervelet (Vitaliani et al., 2005 ; Kreye
et al., 2016). Le marquage préférentiel de cette région de
l’encéphale est di a sa forte densité en NMDAR (Monyer et al.,
1994). D'autre part, le LCR de patients incubé avec des
cultures de neurones d’'hippocampe de rat montre un margquage
restreint a la surface cellulaire (Figure 2B) (Vitaliani et
al., 2005). Prises ensemble, ces observations suggérent que
les auto-anticorps ciblent des molécules membranaires,

principalement exprimées par les neurones de 1l’hippocampe.

La symptomatologie décrite précédemment a aussi beaucoup
contribuée a identifier la cible des anticorps. Effectivement,
les signes <cliniques miment les effets observés 1lors de
l’utilisation d’antagonistes pharmacologiques des NMDAR tels
que la phencyclidine et 1la kétamine. Il a alors été émis
1'hypothése que la pathologie pouvait étre causée par un

dysfonctionnement des NMDAR (Dalmau et al., 2007).
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Figure 2 | Identification de la cible des auto-anticorps anti-NMDAR chez
les patients atteints d’encéphalite.

(A) Coupe frontale d’'un cerveau de rat incubée avec du liquide céphalo-
rachidien (LCR) d’un patient atteint d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR
et révélée par une immunoglobuline anti-IgG humaine. Une intense
immunoréactivité de 1'hippocampe, =zone dense en NMDAR, est a noter
(Dalmau et al., 2017).

(B) Neurones d’'hippocampe de rat en culture, incubés avec du LCR d’un
patient. Un important marquage restreint a la membrane cellulaire est
observé (Dalmau et al., 2008).

(C) Cellules HEK293 +transfectées afin d’exprimer 1les sous-unités
GluN1/GluN2B du NMDAR puis incubées soit avec du LCR de patients (photo
1) ; soit un anticorps monoclonal anti-GluNl (photo 2) ; superposition
des 2 immunomarquages précédents (photo 3). Le marquage du LCR du patient
colocalise avec l’anticorps monoclonal anti-GluNl (Dalmau et al., 2011).

En 2008, le recours aux cellules HEK293 transfectées par
diverses sous-unités des NMDAR a permis de prouver que la
cible des auto-anticorps était un domaine extracellulaire de
GluN1l (Figure 2C). De plus, la transfection de cellules HEK293
avec un plasmide codant une sous-unité GluN1l tronquée pour son
domaine amino-terminal, met en évidence une abrogation de la
réactivité des LCR de patients (Dalmau et al., 2008 ;
Gleichman et al., 2012). L'ensemble de ces preuves permet
d'affirmer que les anticorps de patients atteints
d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR sont dirigés contre un

épitope présent dans 1'ATD de la protéine GluNl.
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3-2-2. Mécanismes médiés par les auto-

anticorps

a. Internalisation des NMDAR

Devant l’efficacité de 1'immunothérapie et la corrélation
du titre d’'auto-anticorps avec la clinique, le 1rodle
pathogénique des auto-anticorps de patients atteints a
rapidement été suggéré. Il est aujourd’'hui parfaitement admis
que la pathologie est due aux auto-anticorps anti-GluNl, et
que ces derniers suffisent a eux seuls, a induire une

encéphalite (Kreye et al., 2016 ; Malviya et al., 2017).

In vitro, l'incubation du LCR de patients avec des
neurones hippocampiques de rat entraine une diminution de 1la
densité en NMDAR a la surface synaptique (Figure 3A) (Dalmau
et al., 2008 ; Hughes et al., 2010). Cet effet est induit
rapidement par les anticorps anti-GluNl puisque la densité en
NMDAR est minimale aprés seulement 12 a 24 heures d’incubation
(Figure 3B) (Moscato et al., 2014). La perte d’une partie des
NMDAR entraine donc une diminution du courant transmis par ces
récepteurs, et un hypofonctionnement de la transmission
glutamatergique. En revanche ces anticorps n’affectent pas
l’expression des autres récepteurs synaptiques tels que les
récepteurs AMPA. De plus, ils n’'altérent pas le nombre de
synapses, la structure des dendrites, et n’engendrent pas de

mort neuronale (Hughes et al., 2010).

~

La réduction du nombre de NMDAR a la surface neuronale
est la conséquence de leur internalisation dans la synapse
(Figure 4). Une fois internalisés, les complexes
anticorps/NMDAR circulent dans la cellule au travers de

vésicules d’endocytose et de lysosomes (Moscato et al., 2014).
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Figure 3 | Diminution de la densité en NMDAR & la surface des post-

synapses neuronales.

(A) Dendrites de neurones hippocampiques de rat en culture montrant la
densité en  NMDAR (vert) ; la densité en PSD95, une protéine
spécifiquement exprimée a la post-synapse (rose) ; et la colocalisation
des NMDAR avec PSD95 (blanc) ; apres 24 heures d’incubation avec le LCR
du témoin (colonne de gauche) ou le LCR du patient atteint d’encéphalite
a anticorps anti-NMDAR (colonne de droite). Seul 1le LCR du patient
entraine une réduction du nombre de NMDAR a la surface de la dendrite

(B) Les neurones hippocampiques de rat en culture sont incubés durant 2,
12 ou 24 heures avec le LCR du témoin ou le LCR du patient. Le nombre de
NMDAR par unité de longueur, a la surface des dendrites, est ensuite
mesuré. La densité en NMDAR est significativement diminuée aprés 12 a 24
heures d’incubation. (D’aprés Ladépéche et al., 2018).

L'élimination des anticorps dans la culture de neurones
abroge ce phénoméne. Ceci pouvant expliquer la réversibilité
des symptOmes avec une immunothérapie efficace (Hughes et al.,
2010). Le phénomeéne d’internalisation de récepteurs

membranaires avait déja été décrit antérieurement dans
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d’autres pathologies neurologiques, telles que la myasthénie

gravis (Drachman, 1994).

L'effet pathogénique des auto-anticorps anti-GluNl a
également été démontré in vivo. Chez 1’humain, les biopsies
ainsi que les cerveaux prélevés post mortem montrent
d’'importants dépdbts d’'IgG dans 1l’'hippocampe, associés a une
réactivité microgliale, et une infiltration plasmocytaire dans
les régions périvasculaires (Tiiziin et al., 2009). Le transfert
passif d’'IgG purifiées de patients dans les ventricules
cérébraux de souris induit, dans l'hippocampe de ces
dernieres, une diminution de la densité en NMDAR (Hughes et
al., 2010). Cliniquement les souris développent un défaut de
mémorisation et un comportement de type dépressif réversibles

(Planaguma et al., 2015).

b. Perturbation de l’interaction avec le

récepteur a 1’Ephrin-B2

Les NMDAR synaptiques et notamment la sous-unité GIluNl
interagissent avec un récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase, appelé récepteur a 1’'Ephrin-B2 (EPHB2R).
Cette interaction permet 1la stabilisation et 1l’ancrage des
NMDAR dans la membrane synaptique (Dalva et al., 2000). Il a
été montré dans des cultures de neurones, que la fixation des
auto-anticorps sur la sous-unité GluNl, perturbe 1l’interaction
extracellulaire du NMDAR avec EPHB2R (Mikasova et al., 2012).
I1 en résulte une plus grande mobilité des NMDAR, et leur
diffusion dans des régions extrasynaptiques avant leur

endocytose.

L’administration de LCR de patients a des souris entraine
une diminution de la densité synaptique en NMDAR mais aussi en
EPHB2R. De fagon intéressante, le déficit mnésique et 1le
comportement de type dépressif observés chez les souris, sont

atténués par l’injection concomitante du LCR avec de 1l'ephrin-
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B2, agoniste du EPHB2R, permettant un ancrage synaptique plus
efficace des NMDAR et une moindre sensibilité aux effets des
auto-anticorps (Mikasova et al., 2012). Ainsi la stimulation
des EPHB2R par 1’Ephrin-B2 prévient et antagonise les effets
pathogéniques des anticorps anti-NMDAR observés in vitro et in

vivo (Planaguma et al., 2016).

L’identification de ce mécanisme est particuliérement
importante car l’utilisation de l’ephrin-B2 ou d’un analogue,
peut étre dans 1l’encéphalite a anticorps anti-NMDAR, une
option thérapeutique envisageable, en association a une

immunothérapie.

c. Implication du complément

Les anticorps anti-GluNl responsables de 1la pathologie,
sont exclusivement des IgG de sous-classes IgGl et/ou IgG3
(Tiztiin et al., 2009). I1 a été montré in vitro, que ces auto-
anticorps sont capables de fixer et d’'activer le complément
(Irani et al., 2010). Néanmoins, dans les biopsies de cerveaux
de patients ainsi que dans les cerveaux prélevés post-mortem,
aucun dépot de complément n'’est décrit (Tiiziin et al., 2009 ;
Martinez-Hernandez et al., 2011). De la méme facon, dans les
modéles murins avec injection d’anticorps de patients, le
complément n’est pas activé et aucune mort neuronale n'’est
retrouvée (Planaguma et al., 2015). Cette apparente
contradiction entre les propriétés observées in vitro et leur
absence de rdle in vivo, peut s’expliquer par la présence et
la sélectivité de la BHM qui entraine physiologiquement, une
faible présence du complément dans le SNC. Ainsi, il est admis
que l’activation du complément n’est pas impliquée dans

l’effet pathogénique des auto-anticorps.
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Figure 4 | Mécanisme pathogénique et effet des anticorps anti-NMDAR.

Les anticorps anti-NMDAR retrouvés chez les patients atteints
d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR induisent une diminution spécifique
de la densité des NMDAR (récepteur en vert) a la surface des neurones.
Cette diminution est dite spécifique car elle n'affecte pas les autres
récepteurs synaptiques tels que les récepteurs AMPA (récepteur bleu). La
réduction du nombre de NMDAR est la conséquence de leur internalisation
dans la post-synapse. Les NMDAR ne sont donc plus disponibles pour fixer
le glutamate et transmettre les signaux excitateurs (d'aprés Dalmau et
al., 2011). L'altération de l’interaction des NMDAR avec le récepteur a
1’Ephrin-B2 n’est pas représentée sur ce schéma.
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3-3. Origines de la réponse immune

3-3-1. Tératomes ovariens

Comme dit précédemment, une néoplasie sous Jjacente est
retrouvée dans 40% des cas et chez une femme sur deux
atteintes d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR. Chez ces
dernieres, le tératome ovarien est de loin la tumeur la plus
fréquente (95%). Dans la trés grande majorité des cas sa
résection permet une amélioration significative des symptomes
(Titulaer et al., 2013). Il apparait donc évident que cette
tumeur est intimement impliquée dans la pathogénese de

l’encéphalite.

Il a été proposé qu'une expression de NMDAR au sein de la
tumeur pourrait contribuer au déclenchement de 1l’auto-immunité
(Dalmau et al., 2007). En effet, il est retrouvé dans
l’ensemble des tératomes associés a une encéphalite, du tissu
neuroglial exprimant des NMDAR (Dalmau et al., 2007 ; Tiiziin et
al., 2009). Cependant la présence de NMDAR dans le tissu
neuroglial tumoral ne suffit pas a expliquer 1’apparition
d’'une encéphalite, puisqu’il peut étre également observé dans
des tératomes de femmes sans symptdmes neurologiques (Dabner
et al., 2012). Ainsi l'’expression ectopique de NMDAR semble
étre une condition nécessaire mais non suffisante au

déclenchement d’un syndrome paranéoplasique.

Des neurones immatures, atypiques, dysmorphiques et
dysplasiques sont retrouvés exclusivement dans 1le tissu
neuroglial de tératomes associés aux encéphalites (Day et al.,
2014 ; Iemura et al., 2018). Dans ces tératomes, la population
astrocytaire est surreprésentée et affiche, elle aussi, des
atypies (Nolan et al., 2019) sans que l’on comprenne
l’implication de ces anomalies dans l’initiation de la réponse

immune.
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L’'étude de 1l’'infiltrat inflammatoire présent a proximité
du tissu neuroglial de la tumeur est particuliérement
intéressante. Une caractéristique frappante, dans les
tératomes associés aux encéphalites, est la présence
systématique d’agrégats lymphoides en contact direct avec le
tissu neuroglial (Dabner et al., 2012 ; Day et al., 2014 ;
Tabata et al., 2014). Ces agrégats lymphoides s’organisent en
structure folliculaire tertiaire, avec en périphérie des
lymphocytes T CD4 et T CD8, et en leur centre des lymphocytes
B. De plus, les tératomes associés aux encéphalites se
distinguent des autres tératomes par la présence de centres
germinatifs dans ces structures folliculaires (Dabner et al.,
2012 ; Chefdeville et al., 2019). En effet, des centres
germinatifs sont retrouvés chez 92% des ©patients avec
encéphalite contre seulement 7% des sujets sans encéphalite
(Nolan et al., 2019). Une équipe a récemment montré dque les
lymphocytes B extraits de ces structures intra-tumorales, et
remis en culture, sont capables de produire in vitro des
anticorps spécifiquement dirigés contre la protéine GluNl

(Makuch et al., 2018).

Cette forte proximité entre le tissu nerveux atypique et
l’infiltrat inflammatoire organisé en structures folliculaires
avec centre germinatif contribue certainement a la rupture de
tolérance du soi et la production d’auto-anticorps anti-NMDAR.
Les anticorps produits, en franchissant la BHM et en allant se
fixer notamment sur les récepteurs hippocampiques, induisent
l’encéphalite. Il est également probable que les lymphocytes
autoréactifs franchissent la barriere hémato-encéphalique
(BHE). Le premier argument en faveur est 1la présence de
plasmocytes périvasculaires dans les cerveaux post-mortem de
patients (Tiiziin et al., 2009). La pléiocytose frégquemment
observée durant la phase d’'état de la maladie est un autre
argument (Dalmau et al., 2011), d'autant plus gque récemment
des cellules sécrétrices d’anticorps, isolées a partir du LCR
de patients, ont permis de produire des anticorps monoclonaux
recombinant anti-GluNl (Kreye et al., 2016 ; Malviya et al.,
2017). Pour finir, le titre normalisé en IgG anti-GluNl est
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constamment plus élevé dans le LCR dque dans le sérum,
traduisant une synthése intrathécale des auto-anticorps

(Dalmau et al., 2008).

3-3-2. Encéphalites virales

Le nombre important de cas non expliqués par un syndrome
paranéoplasique a nécessité de rechercher d’autres facteurs
déclencheurs. Il est a remarquer dgque les principaux signes
cliniques de la maladie sont fréquemment précédés par des
symptomes prodromiques, de type pseudo-grippaux ou gastro-
intestinaux, faisant évoquer un processus infectieux et une
possible activation par un agent microbien (Dalmau et al.,
2011). Les agents infectieux sont régulieérement suspectés
d’étre impliqués dans l’initiation de réactions auto-immunes.
Par exemple le virus Epstein-Barr (EBV) dans la sclérose en
plaques (Wucherpfennig and Strominger, 1995), ou encore
Campylobacter jejuni dans les syndromes de Guillain-Barré

(Willison et al., 2016).

Récemment, il a été mis en évidence une association entre
les encéphalites infectieuses a HSV et les encéphalites auto-
immunes a anticorps anti-NMDAR (Priiss et al., 2012 ; Armangue
et al., 2013 ; Hacohen et al., 2014 ; Armangue et al., 2015).
Le rapprochement entre ces deux entités fait suite a la
publication de nombreux cas rapportant que les encéphalites a
HSV rechutent fréquemment, aprés quelques semaines ou quelques
mois, malgré 1l’administration d’antiviraux et la clairance
virale au sein du SNC (Skoldenberg et al., 2006). Il a alors
été suggéré que ces rechutes ne soient pas liées a une
réactivation virale, mais plutdét causées par un mécanisme

immunologique.

Une étude prospective estime qu’environ 20% des patients

atteints d’encéphalite a HSV développent aprés cet épisode

infectieux, des anticorps anti-NMDAR dirigés contre la sous-
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unité GluNl et des symptomes qui leur sont associés (Armangue
et al., 2018), démontrant un lien évident entre ces deux
encéphalites. La séroconversion vis-a-vis des NMDAR survient
entre une et quatre semaines apreés le début de 1l’encéphalite
herpétique (Armangue et al., 2014). Des anticorps ciblant des
antigénes de 1la surface neuronale, autres que les NMDAR,
peuvent étre détectés de facon plus anecdotique, tels que des
anticorps anti-récepteur a la dopamine D2 (Mohammad et al.,
2014), anti-GABA, (Armangue et al., 2015), ou contre des cibles

encore non identifiées (Armangue et al., 2018).

Dans ce contexte d’encéphalite infectieuse, le mécanisme
exact par lequel les patients s’immunisent vis-a-vis de 1la
protéine GluNl n’est pas clairement connu. Un mimétisme
moléculaire entre un antigéne viral et la molécule GluNl est
envisageable mais semble peu probable, étant donné que
quelques patients développent des auto-anticorps autres que
des anti-NMDAR. Réciproquement, le HSV n’est probablement pas
l’unique virus neurotrope a pouvoir déclencher secondairement
des encéphalites auto-immunes (Tian et al., 2019). Une
hypothése alternative, actuellement privilégiée, est celle
d’une libération massive d’auto-antigénes lors d’une lyse
neuronale induite par un virus (Joubert and Dalmau, 2019).
L’'accumulation de ces protéines neuronales, dans un contexte
d’inflammation locale, pourrait favoriser 1le déclenchement

d’'une réponse auto-immune.

Ces données impliquent de rechercher en premier lieu, des
anticorps anti-NMDAR chez tous les patients atteints
d’encéphalite a HSV et pour lesquels il apparait de nouveaux
symptomes, des complications, ou des rechutes (Armangue et
al., 2015). La méconnaissance de ce syndrome post-herpétique
peut entrainer un retard dans le remplacement du traitement
antiviral par une immunothérapie efficace, pouvant étre
dramatique notamment chez les jeunes enfants pour qui
l’évolution de la maladie est significativement plus grave que

chez les adolescents et les adultes (Armangue et al., 2018).
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3-3-3. Susceptibilité génétique

Les encéphalites a anticorps anti-NMDAR peuvent apparaitre
chez des patients sans facteur déclenchant évident, laissant
suspecter une possible prédisposition génétique a la
pathologie. Dans les maladies autoimmunes, les génes du
systéme HLA (Human Leukocyte Antigen) sont considérés comme de
potentiels génes de susceptibilité, et sont donc communément
étudiés. Plus de 200 associations entre génes HLA et maladies,
immuno-médiées ou non, sont actuellement connues (Muniz-
Castrillo et al., 2020). En neurologie, de telles associations
ont déja été rapportées, entre autres, dans la myasthénie
gravis, la sclérose en plaques, la neuromyélite optique, ou
certaines encéphalites. Dans les encéphalites a anticorps
anti-IgLON5 (Immunoglobulin LAMP-OBCAM-Neurotrimin 5),
caractérisées par des troubles du sommeil associés a une
tauopathie, l’ensemble des malades sont porteurs des alléles
HLA-DRB1*10:01 et HLA-DQB1*05:01 (Gelpi et al., 2016).
Concernant l’encéphalite a anticorps anti-LGI1l, les molécules
HLA-DR7 et HLA-DRB4 sont exprimées par respectivement 90% et
100% des patients (van Sonderen et al., 2017).

Dans 1l’encéphalite a anticorps anti-NMDAR les trois études
réalisées a ce jour présentent des résultats particuliérement
discordants (Kim et al., 2017 ; Mueller et al., 2018 ; Shu et
al., 2019). Alors que Mueller et al. remarquent un lien avec
l’allele HLA-B*07:02 ; Shu et al., n’observent qu’une faible
association avec l’allele HLA-DRB1*16:02. Quant a Kim et al.,
dont 1’étude portait sur un nombre trés limité de patients,
ils ne détectent aucune association avec un génotype HLA. Ces
données contradictoires laissent a penser qu’il n’existe pas

de véritable lien entre les génes HLA et cette encéphalite.
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4. Epitopes des NMDAR

4-1. Epitopes B des NMDAR

Les épitopes B correspondent aux régions d’antigeénes
reconnus par le BCR (B Cell Receptor) des lymphocytes B, et
par les anticorps qui en sont issus. Les épitopes B peuvent
étre linéaires ou bien conformationnels. Dans ce dernier cas,
l’épitope est formé par plusieurs segments discontinus et
distants les uns des autres, mais rapprochés dans l’espace du

fait du repliement de la molécule.

Dans l’encéphalite a anticorps anti-NMDAR, un épitope
reconnu par des IgG de patients a été identifié. Ces auto-
anticorps reconnaissent 1’'ATD de la sous-unité GluNl. La
région N368/G369 de ce domaine est particuliérement importante
pour la fixation des anticorps (Figure 5) (Dalmau et al.,
2008 ; Gleichman et al., 2012). Récemment, il a été retrouvé
dans le LCR de certains patients schizophrénes des IgG
également dirigées contre GluNl (Jézéequel et al., 2017). Le
mécanisme d’action de ces auto-anticorps est en partie
similaire a celui identifié <chez 1les patients atteints
d’'encéphalite, mais il n’'’est pas certain que l’'épitope soit
identique. De fagon plus générale, Castillo-Gémez et al.
montrent gque quelque soit 1l’épitope ciblé par les IgG anti-
GluN1l, ces derniers ont la capacité d’'induire une
internalisation des NMDAR, et sont donc potentiellement

pathogéniques (Castillo-Gomez et al., 2017).

Il est a noter qu’il existe également des anticorps anti-
NMDAR dirigés contre d’autres sous-unités que GluNl. Par
exemple dans le lupus érythémateux disséminé, des IgG ayant
une réactivité croisée entre GluN2 et 1’ADN natif ont été

rapportés (Kowal et al., 2006).
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Figure 5 | Epitope des auto-anticorps de patients atteints

=

d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR.

Dans l’encéphalite a anticorps anti-NMDAR, un épitope B des auto-
anticorps, a été identifié. Les auto-anticorps reconnaissent le
domaine amino-terminal, de 1la sous-unité GluNl. La petite région

N368/G369 de ce domaine semble étre particuliérement importante a la
fixation des anticorps. Cette méme étude montre que la liaison de
l’anticorps a cette région stabilise 1le canal ionique dans sa
conformation ouverte (Gleichman et al., 2012).

4-2. Epitopes T des NMDAR

4-2-1. Définition d’un épitopes T

Les épitopes T sont des peptides issus de la dégradation
de protéines endogénes ou exogénes. Il existe des épitopes T
CD4 et des épitopes T CD8 qui se distinguent notamment par
leur taille et leur modalité de présentation aux lymphocytes
T. Seuls les épitopes T CD4 sont abordés ici. Il s’'agit de
peptides, d’environ dix a vingt AA, dont la présentation par
l’intermédiaire des molécules du complexe majeur
d’'histocompatibilité de classe II (CMH-II) est indispensable
afin qu’ils puissent étre reconnus par le TCR (T Cell

Receptor) des lymphocytes T CD4.
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4-2-2, Complexe majeur

d’'histocompatibilité de classe II

Les molécules de CMH-II sont des hétérodimeres
transmembranaires associant une chaine & et une chaine B dont
les domaines distaux délimitent le sillon de présentation,
dans lequel s’insére le peptide antigénique (Figure 6). Les
extrémités du sillon sont ouvertes permettant 1’'ancrage de
peptides de longueurs différentes. Les séquences d’'AA
dépassant, de part et d’autre du sillon, sont appelées régions

flanquantes d’un peptide.

Chez l'homme, les molécules du CMH-II sont codées par les
génes du systéme HLA. Il existe 3 molécules HLA de classe II
dites « classiques » : HLA-DR, HLA-DQ et HLA-DP. Le systéme
HLA est extrémement polymorphe et il est dénombré une tres
grande diversité d’alleéles pour chaque géne HLA, avec plus de
5500 alleles de <classe II identifiés a ce Jjour dans la
population mondiale
(http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html). Ce
polymorphisme affecte notamment la région codant pour le
sillon de présentation, et plus précisément les poches
renfermant les résidus d’ancrages et d’interaction avec le
peptide (Rossjohn et al., 2015). Ainsi la composition chimique
et structurelle du sillon de présentation differe pour chaque
molécule de CMH-II et détermine le répertoire de peptides que

chacun peut fixer (Jurewicz et Stern, 2019).

Figure 6 | Sillon de
présentation d’une molécule de
CMH-II.

La chaine & (vert) et la chaine
B (gris) d’une molécule de CMH-
II délimitent le sillon de
présentation dans 1lequel vient
s’insérer le peptide antigénique
(jaune). Les régions
polymorphiques sont représentées
en bleu et en rose (Unanue et
al., 2016).
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Les molécules de CMH-II sont exprimées par les cellules
présentatrices d’antigénes (CPR) telles que cellules
dendritiques, lymphocytes B ou macrophages. Leur <roble
essentiel est de présenter les peptidiques antigéniques aux

lymphocytes T CD4.

4-2-3. Apprétement des antigénes et

production des épitopes T CD4

Les épitopes T CD4 sont générés au sein des CPA, par la
protéolyse des antigénes extracellulaires, internalisés par
endocytose. L’acidification progressive des vésicules
d’'endocytose et des lysosomes favorise 1l'activation des
protéases, notamment des cathepsines, chargée de découper les

protéines en fragments de plus petites tailles.

Pendant ce temps, les molécules de CMH-TIT sont
synthétisées dans le réticulum endoplasmique. A ce stade, le
sillon de présentation du CMH-II est protégé par la chaine
invariante 1li (ou CD74). Cette chaine est également nécessaire
pour l’adressage aux lysosomes. L’absence de 1li entraine une
instabilité ainsi qu’une rétention des CMH-II dans le
réticulum endoplasmique. Dans le 1lysosome, la chaine 1li est
digérée pour ne conserver qu’'un peptide appelé CLIP. CLIP est
lui-méme délogé du sillon de présentation du CMH-II, par un
changement conformationnel induit par une molécule HLA « non
classique » HLA-DM. Le sillon de présentation est ainsi libre
pour fixer un peptide antigénique présent dans le lysosome

(Jurewicz et Stern, 2019).

La lyse protéique peut générer de multiples peptides
capables de fixer les molécules de CMH-II. Cependant seuls
quelques uns d’entres eux sont sélectionnés pour la
présentation antigénique (Blum et al., 2013). Effectivement,

seuls les peptides ayant une affinité suffisante et pouvant
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s’adapter aux contraintes d’ancrages imposées par la molécule

HLA sont sélectionnés.

Le complexe formé par l’association du CMH-II et d’'un
peptide est ensuite présenté au TCR d’un lymphocyte T CD4
spécifiques d’antigéne, afin de permettre son activation et sa

différentiation.

Endocytose

o ©  Antigénes Association
o 00 00O CMH-II/ peptide

Figure 7 | Apprétement des antigénes et production des épitopes T CD4.
Les antigénes sont endocytés par les cellules présentatrices d’antigénes
(CPA). Les protéines sont dégradées en peptides a l’'aide de protéases.
Les molécules de CMH-II, nouvellement synthétisées dans le réticulum
endoplasmique, sont associées a la chaine 1li. Dans le lysosome, cette
chaine est elle-méme dégradée en peptide CLIP. Grédce a la molécule HLA-
DM, CLIP est délogé du sillon de présentation de la molécule de CMH-II.
Le sillon de présentation est ainsi disponible pour fixer un peptide
antigénique présent dans le lysosome. Le complexe CMH-II/peptide est
ensuite adressé a la membrane plasmique de 1la CPA, pour présenter
l’épitope aux TCR des lymphocytes T CD4 (d'aprés Jurewicz et Stern,
2019).
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4-2-4. Implication des lymphocytes T CD4

a) Lymphocytes T CD4 dans les modeles

d’immunisation active

Ces dernieres années plusieurs modeéles murins
d’encéphalite a anticorps anti-NMDAR par immunisation active
ont été mis au point (Pan et al., 2019 ; Jones et al., 2019 ;
Wagnon et al., 2020). Ces modeles sont particuliérement
intéressants pour analyser les mécanismes immunologiques en
jeux et comprendre l’'implication de chaque composant dans le
développement de 1l’auto-immunité. Le modeéle trés récemment
développé au laboratoire INSERM U1237 (PhIND) montre que deux
semaines aprés immunisation avec un peptide issu de la
protéine GluNl, les souris développent des IgG spécifiques.
L'ensemble des tests comportementaux réalisés chez ces souris
récapitule les principales caractéristiques de 1l’encéphalite a
anticorps anti-NMDAR, a savoir troubles mnésiques, anxiété, et
comportement de type dépressif (Wagnon et al., 2020). Dans ce
modéle une infiltration de lymphocytes B est observée dans le
SNC, alors que les lymphocytes T ne semblent pas étre
impliqués. Cependant dans le modeéle proposé par Jones et al.
un recrutement de lymphocytes T CD4 est retrouvé dans le
parenchyme cérébral. De plus, les souris déficitaires en
lymphocytes T CD4 sont incapables de produire des IgG anti-
GluNl, démontrant un rd6le central de ces cellules dans 1la

pathogénése de la maladie (Jones et al., 2019).

Ces contradictions, bien que pouvant s’expliquer par les
différentes stratégies d’immunisation des souris, devront
faire 1l’objet d’études supplémentaires avec notamment
l’exploration des organes lympholdes secondaires (ganglions
lymphatiques et rate), sites majeurs de la présentation

antigénique.
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b) Lymphocytes T CD4 dans l'’encéphalite a
anticorps anti-NMDAR

A notre connaissance, chez 1l'homme, 1l’'implication des
lymphocytes T CD4 dans 1l’encéphalite a anticorps anti-NMDAR
n'a jamais été étudiée. Comme dit précédemment, bien que cette
pathologie soit médiée par 1les auto-anticorps et donc par
1’immunité humorale, 1’'immunité cellulaire, et notamment les
lymphocytes T CD4 helper folliculaires (T.;), sont requis. Ces
lymphocytes T interviennent dans les phénomeénes de
coopération avec les lymphocytes B. Cette coopération et
nécessaire a la mise en place d’une réponse humorale vis-a-vis
d’un antigéne protéique. Au cours de ce phénoméne les
molécules CMH-II, exprimées a la surface des lymphocytes B,
présentent des peptides dérivés d’'une protéine antigénique aux
lymphocytes T CD4. En retour, les T, contribuent a la
formation d’un centre germinatif dans lequel les lymphocytes B
proliferent et se différencient en plasmocytes ou B mémoires.
Les T,; favorisent également la commutation isotypique et la
maturation d’affinité des IgG (Figure 8) (Crotty, 2019). Ainsi
les IgG de haute affinité dirigées contre la sous-unité GluNl
du NMDAR, telles gque retrouvées dans l’encéphalite auto-
immune, seraient issues d’'une coopération entre un lymphocyte

B et un lymphocyte T CD4.

A l'inverse, 1l existe une autre sous-population de
lymphocytes T CD4 dont le rdle est de maintenir une tolérance
périphérique aux auto-antigénes. Il s’agit des lymphocytes T
régulateurs (Tz). On distingue les lymphocytes T, naturels,
produits par le thymus et 1les lymphocytes T;, induits en
périphérie. Ces lymphocytes expriment fortement la chaine a du
récepteur a 1l’interleukine 2 (CD25), CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) ainsi que le facteur de

transcription FoxP3 (Forkhead box P3) (Wing et al., 2019).
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Figure 8 | Représentation de 1la coopération entre lymphocytes B et
lymphocytes T CD4.

Les lymphocytes T CD4 helper folliculaires sont une sous-population de
lymphocytes T CD4 impliquées dans les interactions avec les lymphocytes
B. Sur le schéma, le B Cell Receptor (BCR) d’un lymphocyte B capte un
antigéne viral. Cet antigéne protéique est endocyté puis apprété. Un
peptide de l’antigéne viral est présenté a la surface du lymphocyte B via
une molécule du CMH-II. Le complexe CMH-II/peptide est reconnu par le T
Cell Receptor (TCR) d‘un lymphocyte T CD4. Aprés intervention de
nombreuses molécules de costimulation (CD40, CD40L, ICOS, ICOSL..) et de
cytokines, 1le 1lymphocyte B peut former un centre germinatif et se
différencier en cellules productrices d’anticorps IgG de haute affinité
(Swain et al., 2012).

Plasma cell

L’'implication des lymphocytes T, dans la tolérance au soi
et dans le contrdle de 1l’auto-immunité, fait de ces cellules
des candidates idéales pour 1le développement de nouvelles
approches thérapeutiques visant a moduler la réponse immune.
Ces nouvelles approches pourraient étre des alternatives
intéressantes aux thérapies pharmacologiques non spécifiques
et souvent toxiques. Différentes stratégies d’'immunothérapies

tolérogénes impliquant les lymphocytes T, sont a 1l’étude :
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- Stratégie d’'immunothérapie cellulaire par transfert
adoptif de T, amplifiés ex vivo, a partir de
lymphocytes T CD4+/CD25+. De nombreux essais
thérapeutiques utilisant cette stratégie, notamment dans
le traitement du diabete de type I, sont actuellement en
cours. Il s’'agit le plus souvent de transfert adoptif de
Tize POlyclonaux (Bluestone et al., 2015).

- Stratégie d'immunothérapie peptidique pouvant requérir
une formulation pharmacologique particuliere, par
exemple a base de nanoparticules recouvertes par des
molécules de CMH-II présentant un peptide d’intérét.

(Clemente-Casares et al., 2016).

* %%

Notre objectif a été d’évaluer la réponse T CD4 vis-a-vis
de l’antigéne GluNl et de déterminer quels épitopes étaient
reconnus. En wutilisant une approche bioinformatique, nous
avons défini des séquences d’'AA de la protéine GluNl pouvant
étre présentées par des molécules HLA-DR. Des expériences, in
vitro, de stimulation de cellules mononucléées du sang
périphérique (CMSP) de sujets sains, par la protéine GluN1l ou
les peptides candidats ont été réalisés. L’objectif est
d’identifier des épitopes T CDh4 issus de GluNl.
L’'identification de ces épitopes pourrait permettre

l’élaboration d’immunothérapies tolérogénes.

* %%
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1. Cellules de sujets sains et

isolement cellulaire

Des sujets volontaires sains exprimant 1’allele HLA-
DRB1*01:01 ont été recrutés auprés de l’établissement francais
du sang (EFS, Hauts-de-France, Normandie, France). Apres
consentement, le sang a été prélevé sur tubes héparinés. Les
CMSP ont été obtenues par isolement de gradient de ficoll.
Brievement, deux volumes de sang dilués au % dans du tampon
phosphate salin (PBS) ont été déposés sur un volume de Ficoll-
Paque Plus (GE healthcare). Aprés centrifugation, 1’anneau
cellulaire a été récupéré puis lavé successivement deux fois
avec du PBS. Une fraction des CMSP a été mise en culture, le
reste congelé en RPMI 1640 avec 40% de sérum humain AB (SAB)
décomplémenté (Sigma-Aldrich) et 10% de diméthylsulfoxyde
(DMSO) .

2. Protéine et peptides

2-1. Protéine

La protéine GluNl isoforme la, de 938 AA (NCBI Reference
Sequence NP 015566) a été fournie par la société Origene
Technologies (Origene Technologies, Rockville, USA), avec une

pureté supérieure a 80%.
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2-2. Peptides

Les peptides issus de la sous-unité GluNl du NMDAR ont
été choisis en fonction de 1leur capacité a se lier a 1la
molécule HLA-DRB1*01:01. L’'affinité des peptides pour cette
molécule de CMH-II est issue d’une prédiction bioinformatique
réalisée a partir de la structure de la protéine GluNl-la.
Notre analyse informatique, effectuée en septembre 2018, a
fait appel a trois 1logiciels, reposant sur des algorithmes
différents :

- Immune Epitope DataBase (IEDB) (http://tools.iedb.org/mhcii/)
- NetMHCIIPan (http://www.chs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/)

- Tepitope (http://crdd.osdd.net/raghava/propred/)

Un score global théorique a été calculé a partir des scores
obtenus avec les trois logiciels (Cf Partie résultats). Ce
score a permis de sélectionner dix peptides, de 15 AA, nous
apparaissant les plus intéressants a tester. Pour des raisons
de confidentialité, la séquence en AA de chacun des peptides
ainsi que leur position au sein de la protéine GluNl ne sont
pas communiqués dans ce mémoire. Les peptides ont été

simplement numérotés de 1 a 10.

L'ensemble des peptides a été synthétisé avec une pureté

supérieure a 85%, sauf pour trois d’entre eux (peptide 6,

peptide 8 et peptide 10) (J.Leprince, Inserm U982, Rouen,
France). Selon 1les caractéristiques d'hydro-solubilité des
peptides, déterminée a l’aide d’un site internet

(https://www.peptide2.com/N _peptide hydrophobicity hydrophilic
ity.php), différents solvants ont été employés pour les
solubiliser : eau stérile, éthanol ou acide acétique 10%. Un
peptide de la protéine basique de la myéline (MBP) MBPy, i,
DENPVVHFFKNIVTPRTPP a été utilisé comme témoin négatif. Pour
le témoin positif, il a été choisi un peptide de
l1’hémagglutinine HA,,_;;; PKYVKONTLKLAT issu du virus grippal

H3N2. Les peptides ont été utilisés a 10 ug/ml.
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3. Stimulation de CMSP en culture

primaire

Les CMSP a la concentration de 2x10° cellules/ml ont été
reprises dans du milieu constitué de RPMI 1640 (Gibco)
supplémenté par 5% de SAB décomplémenté, 1% de GlutaMAX
(Gibco), 1% d’antibiotiques pénicilline/streptomycine et
tamponné par 20 mM d’'HEPES, puis distribuées dans une plaque
24 puits a raison d’l ml par puits. Enfin, les CMSP ont été
mises en présence d’l pug/ml de protéine GluNl ou de 10 pg/ml de
peptides. Des puits avec des CMSP non stimulées ont également
été préparés. A partir du quatriéme jour de culture puis tous
les quatre Jjours, un tiers du milieu de chaque puits a été
renouvelé et 20 UI/ml d’interleukine 2 (IL-2) (PROLEUKIN*) ont

été ajoutés, sur une période de quinze jours.

4. Détermination de 1la fréquence

des lymphocytes T spécifiques

4-1. Marquage avec un tétramere

Environ douze jours aprés le début de 1la culture
primaire, une détermination de la fréquence des lymphocytes T
CD4 spécifiques du peptide HA a été réalisée grace a
l’utilisation d’un tétramere. Les cellules ont d’abord été
marquées, a + 4°C durant 20 minutes, avec un anticorps anti-CD4
couplé a la PE-Cy7 ou couplé au FITC (Beckton Dickinson), dans

du tampon PBS/Albumine de sérum bovin (BSA) (Eurobio) 0,5%.
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Ensuite les cellules ont été marquées, a température ambiante
durant 30 minutes, dans le méme tampon, avec le tétramere HLA-
DRB1*01:01-HA ou le tétramére témoin négatif HLA-DRB1*01:01-
CLIP (NIH Tetramer Core Facility, Atlanta, USA).

4-2. Cellules présentatrices

d’antigeénes

4-2-1. Cellules B-EBV™™®!

Une lignée de lymphocytes B transformés par le virus
Epstein-Barr (B-EBV) a été utilisée en tant que CPA lors de
l’activation des lymphocytes T. Cette lignée est homozygote
pour l’alléle HLA-DRB1*01:01 (B-EBV™) (H.Vié, Inserm U1232,
Nantes, France). Elle a été mise en culture dans du RPMI 1640
enrichie par 10% de sérum de veau fetal (SVF) décomplémenté,
1% GlutaMAX et 1% pénicilline/streptomycine. La 1lignée est
entretenue tous les trois a quatre Jjours en ramenant la

concentration des cellules a 10° cellules/ml.

4-2-2 Cellules présentatrices d’antigeénes

artificielles

Les CPA artificielles (CPAA) sont issues de fibroblastes
murins génétiquement modifiés afin d’exprimer diverses
molécules humaines, HLA-DRB1*01:01, CD80, ICAM-1 et LFA-3,
nécessaires a l'’activation des lymphocytes T CD4 (Garnier et
al., 2016). Les CPAA™ ont été cultivées en flasques de 25 ou
75 ml dans du milieu constitué de DMEM avec GlutaMAX (Gibco)
supplémenté avec 10% de DCS (Donor Calf Sera) et 1% de

pénicilline/streptomycine. Elles ont été repiquées
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lorsqu’elles étaient a confluence (environ tous les quatre a

cing jours).

4-3. Marquage intracytoplasmique de

1’ IFNy
Dans des tubes a hémolyse stériles, des cellules B-EBV™ a
10°/ml ont été chargées avec 10 ug/ml d’un peptide d’intérét,
durant 1 heure a 37°C 5% CO,. Les effecteurs T ont été mis en

culture avec les cellules B-EBV™®

chargées, au ratio 1l:1 (une
CPA pour un effecteur) durant 6 heures. Pour réaliser un
témoin positif, des effecteurs T, ont également été activés
par du phorbol-myristate-acétate (PMA) - ionomycine (Iono) aux
concentrations respectives de 25 ng/ml et 1 ug/ml. De la
brefeldine A (Sigma-Aldrich), a 3 pg/ml, a été ajoutée 5 heures

avant la fin de la culture.

A la fin de l'incubation, les cellules ont été fixées par
du paraformaldéhyde 4%, lavées a deux reprises avec du PBS
puis stockées a + 4°C durant 1la nuit. Le lendemain, les
cellules ont été marquées a + 4°C, en PBS/BSA 0,5%, a 1l’aide
d’anticorps anti-CD4 couplé a la PE-Cy7. La perméabilisation,
a été réalisée avec du PBS/BSA 0,5%/saponine 0,2%, pendant 5
minutes. Le marquage intracytoplasmique de 1l’interféron vy
(IFNy) a été effectué, a température ambiante, avec un

anticorps spécifique couplé a 1’'APC (Miltenyi Biotec).

L’acquisition a été faite avec un cytomeétre FACSVerse (BD
Biosciences). Les données ont ensuite été analysées avec le

logiciel BDFACSuite (BD) ou Kaluza (Beckman Coulter).
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4-4. ELISpot

La capacité des effecteurs T a sécréter de 1'IFNy a été
évaluée par ELISpot (enzyme-linked immunospot) en utilisant
des plagques 96 puits, au fond desquels une membrane de PVDF
(polyfluorure de vinylidene) a été recouverte avec un
anticorps de capture anti-IFNy (Diaclone, Besangon, France).
Aprés quinze jours de culture primaire, les effecteurs ont été
récupérés, lavés, puis mis en contact avec les cellules B-
EBV™, au ratio 1:10 (une CPA pour dix effecteurs). Ce mélange
a été distribué a raison de 100 ul, soit 10° effecteurs, par
puits. Le peptide d’intérét ou la protéine GluNl ont ensuite
été ajoutés a la concentration finale de 10 pg/ml. Un témoin
négatif a été réalisé en incubant les effecteurs T avec les
cellules B-EBV™ ainsi que le solvant ayant servi a solubiliser
le peptide. Un témoin positif a été réalisé en incubant des
effecteurs avec du PMA-Iono, respectivement a 10 ng/ml et 500

ng/ml. L’ensemble des conditions a été réalisé en duplicats.

Aprés 20 heures d’incubation a 37°C, sous 5% de CO,, les
étapes de révélation ont été exécutées. Apreés avoir lavé 1la
plaque, l’anticorps de détection biotinylé a été ajouté, puis
la phosphatase alcaline couplée a la streptavidine. Enfin le
substrat chromogéene de 1l’enzyme, le BCIP/NBT (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate/Nitro Blue Tetrazolium), a été

introduit pour révéler les spots.

La capture de la plaque ELISpot et sa numérisation ont
été effectuées par 1l’automate CTL S5 Versa et 1le logiciel
Immunocapture 6.3 (Inserm Ul234, Rouen, France). L’'analyse des
images scannées et le comptage des spots correspondants a des
cellules sécrétrices d’'IFNy, ont été réalisés avec le logiciel
Immunospot 5.0 en respectant les recommandations de Janetzki

et al. (Janetzki et al., 2015).
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1. Sélection des peptides
« candidats » GluNl ©par analyse

bioinformatique

Pour choisir 1les peptides « candidats », nous avons eu
recours a des outils bioinformatiques de prédiction utilisant
différentes bases de données, réguliérement mises a jour, et
incorporant des milliers de résultats de tests de 1liaison
réalisés 1in vitro entre des panels de peptides et des
molécules HLA. Ces données, en association avec un algorithme,
permettent de modéliser et de prédire 1l’affinité d’une

séquence peptidique donnée pour une molécule HLA donnée.

L’'approche bioinformatique a permis de sélectionner des
peptides « candidats » dérivés de la protéine GluNl-la,
capables de fixer avec la meilleure affinité possible, la
molécule HLA-DRB1*01:01. Pour notre étude, il a été choisi de

synthétiser des peptides de 15 AA.

Trois logiciels de prédiction, disponibles sur internet
et fréquemment cités dans des articles scientifiques, ont été
comparés (IEDB, NetMHCIIpan, Tepitope). Ces logiciels
choisissent des « core peptide », c’est a dire des séquences
de 9 AA au sein desquelles se retrouvent les AA interagissant
avec les résidus d'ancrage du sillon de présentation de la
molécule HLA. Pour chaque « core peptide », le 1logiciel
attribue un score qui traduit 1l’'affinité de cette séquence
pour la molécule HLA. De part et d’autre du « core peptide »,
se trouve des séquences flanquantes plus ou moins longues,

selon la longueur choisie du peptide.

Un intérét particulier a été porté au logiciel IEDB car
sa base de données est l’une des plus riches actuellement

disponibles. Elle est également mise a jour hebdomadairement.

57



De plus, ce logiciel présente 1l’avantage de disposer d’'un
algorithme particulier, le « nn align » qui évalue 1l’influence
des séquences flanquantes sur l’affinité du peptide pour la

molécule HILA.

Les résultats sont présentés différemment d’un logiciel a
l’autre. Pour IEDB et NetMHCIIpan, le score est inversement
corrélé a l'affinité. Ainsi un petit score indique une forte
affinité pour la molécule HLA. Par contre pour Tepitope, le
score est directement corrélé a 1l’affinité (Figure 9). A
partir des scores fournis par chaque logiciel, un score global
théorique a été calculé selon la formule suivante : score IEDB
+ score NetMHCIIpan + 1 / score Tepitope. Plus ce score global
est petit, plus le peptide est affin pour la molécule HLA-
DRB1*01:01.

ALLELE: DRB1 010 |

Rank Sequence At Position Score
1 IVNIGAVLS 25 2.5000
2 FVYVKPTLS 428 2.4400
3 FRATITSTLA 900 2.1900
4 FRSGFGIGM 774 2.0800
5 FENMAGVFM 830 1.8800
6 FYRIPVLGL 112 1.8000

VFMLVAGGI 836 1.7000
8 MRLLTLALL 3 1.6000
9 WRKQNVSLSI 788 1.5400
10 LVGLSVHVV 585 1.5000
11 MIIVASYTA 66 1.4500
12 WNGMMGELL 518 1.4000
13 WKIQLNATS 55 1.3000
14 WGVLLNSGI 63 1.3000
15 YOMSTRLKI 412 1.1000
16 LWLLVGLSV 582 1.1000
1 IMNLONRKL 373 0.9900
18 FMLVAGGIV 837 0.9500
18 YAILVSHPP 87 0.8000
20 INNERAQYI 539 0.8000

Figure 9 | Résultats pour le logiciel Tepitope, de la prédiction de

l’affinité des peptides issus de la protéine GluNl-la pour la molécule
HLA-DRB1*01:01.

La quatrieme colonne affiche le score obtenu pour chaque peptide. Ce
score traduit l’affinité du peptide pour la molécule HLA-DRB1*01:01. Pour
Tepitope, plus le score est élevé, plus l’affinité est grande.

Dans la deuxieme colonne, la séquence du « core peptide », de neuf acides
aminés, est indiquée.

Seuls les 20 peptides ayant le plus d’affinité pour la molécule HLA-
DRB1*01:01 sont montrés ici.
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Pour certains peptides tels que le peptide 1, il existe
une treés bonne concordance entre les différents algorithmes de
prédiction. Le peptide 1 arrive en 1°° position avec IEDB et
NetMHCIIpan, ainsi qu’en 3°™ position avec Tepitope mais cette
concordance ne se vérifie pas pour tous les peptides. En effet
Tepitope classe le peptide 4 a la 31°™ position, tandis que
NetMHCIIpan et IEDB lui affectent respectivement le 2°™ et 5°™
rang. Ainsi sélectionner le peptide 4 peut sembler inapproprié
au vu du score fourni par Tepitope. Cependant IEDB et
NetMHCIIpan affichent des scores qui rendent ce peptide tout a

fait pertinent (Table 2).

Les dix peptides couvrent 1l’ensemble de la protéine
GluNl. Sept d’entre eux sont issus des domaines
extracellulaires et les trois autres de la région

cytoplasmique.

Score global
Rang  Domaine IEDB' NetMHClIIpan® Tepitope® théorique®
1 Cytoplasmique NC NC NC 0,61
2 Extracellulaire NC NC NC 3,29
3 Extracellulaire NC NC NC 4,23
4 Extracellulaire NC NC NC 5,17
5 Extracellulaire NC NC NC 6,92
6 Extracellulaire NC NC NC 9,73
7 Extracellulaire NC NC NC 9,95
8 Cytoplasmique NC NC NC 11,72
9 Cytoplasmique NC NC NC 13,74
10 Extracellulaire NC NC NC 17,33
Table 2 | Liste des 10 peptides dérivés de 1la protéine GluN1

sélectionnés par analyse bioinformatique pour leur affinité vis-a-vis
de la molécule HLA-DRB1*01:01.

Les peptides sont triés selon leur score global théorique. Ces
peptides ont été sélectionnés apreés croisement des scores obtenus avec
3 bases de données différentes (IEDB, NetMHCIIpan, Tepitope).

t Pour IEDB et NetMHCIIpan le score est inversement corrélé a
l’affinité. Ainsi plus le score est petit, plus l’affinité est grande.

f Pour Tepitope, le score est directement corrélé a l'affinité.

Pour des raisons de confidentialité, le score individuel obtenu par
chaque peptides avec chacune des bases de données n’est pas communiqué
dans ce mémoire.

° Le score global théorique est obtenu selon la formule suivante :
score IEDB + score NetMHCIIpan + 1l/score Tepitope.

NC : Non Communiqué
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2. Stimulation de CMSP en culture

primaire

2-1. Mise au point des conditions de

culture

La premiére étape du travail a été de mettre au point les
conditions de culture permettant de générer des lymphocytes T
CD4 spécifiques d’antigéne. Pour cela nous avons utilisé le
peptide de 1l’'hémagglutinine (HA;y,_;;3) issu d’un virus grippal.
Des CMSP de sujets sains HLA-DR1 (n=6) ont été mis en culture
et de 1'IL-2 a été ajouté au bout du quatrieéme jour, puis tous
les quatre jours afin de permettre l’expansion des lymphocytes

T CD4.

Aprés quinze jours de culture, la proportion d’effecteurs
spécifiques du peptide HA, parmi les lymphocytes T CD4 totaux,
a été analysée en cytométrie de flux a l’aide d’'un marquage
tétramére et d’un anticorps anti-CD4 couplé a un fluorochrome.
Pour déterminer 1la fixation non spécifique, un tétramere
associé a un peptide non pertinent (peptide CLIP) a également

été utilisé.

La mesure de la fréquence des effecteurs par marquage
avec un tétramere montre une forte proportion de lymphocytes T
CD4 spécifiques du peptide HA, avec une moyenne de 20,4% et

des extrémes allant de 12,0 a 40,4%. La Figure 10 est un

exemple du marquage par tétramere réalisé pour le donneur 6.
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2-2. Validation de la quantification
des lymphocytes T spécifiques

d’antigene par dosage de 1'IFNy

Pour déterminer la fréquence des effecteurs T spécifiques
de la protéine GluNl, deux techniques différentes ont été
employées : un marquage de 1’'IFNy intracytoplasmique, et 1la
sécrétion d’'IFNy en ELISpot. Comme précédemment, le peptide HA

a été utilisé pour la mise au point.

2-2-1. Marquage intracytoplasmique de

1’'IFNy

Les effecteurs issus de 1la stimulation des CMSP d’un
sujet sain (donneur 2) par le peptide HA, ont été recueillis
apres 2 semaines de culture. La fréquence des Ilymphocytes T
spécifiques a été déterminée en incubant les effecteurs au
ratio 1:1 avec soit des cellules B-EBV™, soit des CPAA™,
durant 6 heures. Ces CPA ont préalablement été chargées avec
le peptide HA ou avec le peptide non spécifique (MBP), pendant
une heure. Les cellules ont ensuite été fixées,
perméabilisées, puis marquées avec des anticorps anti-CD4 et
anti-IFNy couplés a des fluorochromes avant leur analyse en

cytométrie (Figure 11).

Une production importante d’'IFNy est observée apres

activation des lymphocytes T avec des B-EBV™!

chargées avec le
peptide HA (B-EBV/HA). Dans cette condition 11,2% des
lymphocytes T CD4 produisent de 1’'IFNy. En revanche, aucune

sécrétion d’'IFNy n’est retrouvée parmi les lymphocytes T mis en

DR1

contact avec les cellules B-EBV chargées avec le peptide non

spécifique (B-EBV/MBP). En effet, seulement 0,3% des
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lymphocytes T CD4 secretent de 1'IFNy (Figure 11B). Des
résultats similaires sont obtenus en ayant recours a d’autres

CPA : les CPAA (Figure 11C).

2-2-2. ELISpot

Les effecteurs issus de 1la stimulation des CMSP d’un
sujet sain (donneur 1) par le peptide HA ont été recueillis,
apres deux semaines de culture. La fréquence des lymphocytes T
spécifiques a été déterminée par ELISpot en incubant les
effecteurs, au ratio 10:1, avec des cellules B-EBV™ durant 20
heures. Dans certaines conditions, le peptide HA ou le peptide

non spécifique MBP a été ajouté.

Une treés forte sécrétion d’'IFNy est observée apres

DR1

incubation des effecteurs avec des cellules B-EBV chargées

avec le peptide HA, alors que quasiment aucune sécrétion n'’est
retrouvée lorsque les effecteurs sont incubés avec des B-EBV™!
et le peptide non spécifique MBP (Figure 12). Le test réalisé
avec 10° cellules, est saturant et ne permet pas de déterminer
la fréquence des effecteurs spécifiques du peptide HA. Une
étude des effecteurs, par des dilutions en cascade, a été
réalisée. La courbe est linéaire jusqu’a 25 000 effecteurs par
puits. Au dela, le nombre de spots n’est pas interprétable

(Figure 13).

2-3. Stimulation de CMSP par les

peptides « candidats » GluNl

Les effecteurs issus de la stimulation des CMSP de sujets
sains (donneurs 2 et 3) par les peptides « candidats » ont été
recueillis apres deux semaines de culture. La fréquence des
lymphocytes T spécifiques a été déterminée, par ELISpot, en

incubant les cellules, au ratio 10:1, avec des cellules B-
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recueillis aprés stimulation de CMSP par le peptide HA.

Les effecteurs (10°/puits) issus de CMSP stimulées par le peptide HA ont
été incubés avec des cellules B-EBV™' (10%/puits) en présence du peptide
HA (10 pg/ml) & gauche ; ou du peptide non spécifique MBP (10 pg/ml) a
droite. La valeur affichée au dessus des duplicats correspond au nombre
d’'effecteurs par puits.
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Figure 13 | Etude par dilution en cascade des effecteurs issus de la
stimulation des CMSP par le peptide HA, en ELISpot.

Les effecteurs (10°) issus de CMSP stimulées par le peptide HA, ont été
mis en présence de cellules B-EBV™ (10%) et du peptide HA (10 pg/ml)
puis diluées en cascade.

A gauche sont présentées les images numérisées des puits. La valeur
affichée au dessus des duplicats correspond au nombre d’effecteurs par
puits. Sur le graphique est tracée 1la courbe du nombre de spots en
fonction du nombre de cellules par puits.
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EBV™, durant 20 heures. Les effecteurs ont été mis en présence
soit du méme peptide « candidat » utilisé lors de la
stimulation, soit du solvant employé pour solubiliser Ile
peptide en question (témoin négatif). De facgcon arbitraire, les
effecteurs ont été considérés comme spécifiques du peptide
« candidat » si le nombre de spots en présence du peptide
d’intérét est au moins trois fois supérieur au témoin négatif

(Janetzki et al., 2015).

Les effecteurs du donneur 2, réactivés par les peptides
5, 6 et 7 génerent trois fois plus de spots, qu’en présence du
solvant seul (Figure 14A). Il est a noter que pour ce donneur
les résultats obtenus avec le peptide 8 ne sont pas montrés
car ininterprétables. En ce qui concerne le donneur 3, ce sont
les peptides 1, 2, 5 et 6 qui induisent une sécrétion d’IFNy au

moins trois fois supérieure au solvant seul (Figure 14B).
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B : Donneur 3
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Figure 14 | Détermination de la fréquence des lymphocytes T spécifiques
des peptides « candidats » en ELISpot.

Les effecteurs (10°/puits) issus des CMSP stimulées par les peptides
« candidats » ont été incubés avec des cellules B-EBV™ (10‘/puits) en
présence soit du peptide « candidat » (10 pg/ml) ; soit du solvant
utilisé pour solubiliser le peptide.

A gauche sont présentées les images des puits, réalisés en duplicats, en
présence du peptide ou du solvant. (A) Résultats du donneur 2 ; (B)
Résultats du donneur 3.

A droite, 1les histogrammes indiquent le nombre de spots obtenu apreés
activation en présence du peptide (en rouge), ou en présence du solvant
seul (en noir). Un témoin positif (en gris) a été réalisé, en activant
des effecteurs de chaque donneur avec du PMA-iono (respectivement 10
ng/ml et 500 ng/ml). A noter que pour le donneur 2, les résultats obtenus
avec le peptide 8 ne sont pas montrés car ininterprétables.

2-4. Stimulation de CMSP par 1la
protéine GluN1l

La fréquence des effecteurs spécifiques de GluNl a été
déterminée par deux techniques différentes : un marquage

intracytoplasmique de 1’'IFNy et la sécrétion d’IFNy en ELISpot.
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2-4-1. Détermination de la fréquence des
effecteurs spécifiques de 1la protéine
GluNl par marquage intracytoplasmique de

1’'IFNy

Les effecteurs issus de 1la stimulation des CMSP d’un
sujet sain (donneur 4) par la protéine GluNl ont été
recueillis apres deux semaines de culture. La fréquence des
lymphocytes T spécifiques a été déterminée en incubant les
cellules, au ratio 1:1, avec des cellules B-EBV™, durant 6
heures. Ces dernieres ont préalablement été chargées,
séparément, avec les différents peptides « candidats » ou avec

le peptide non spécifique (MBP) pendant 1 heure.

Cependant, du fait d'un faible nombre d’effecteurs
disponibles, nous avons été amené a « pooler » deux par deux,
les cellules B-EBV™' chargées avec un peptide « candidat »,
avant d’étre incubées avec les effecteurs. A 1la fin de
l’incubation, les cellules ont été fixées, perméabilisées puis
marquées avec des anticorps anti-CD4 et anti-IFNy couplés a des

fluorochromes avant leur analyse en cytométrie.

Aucune production significative d’'IFNy, par les effecteurs

aprés leur incubation avec des cellules B-EBV™

chargées en
peptides « candidats » puis « poolées » deux a deux, n'est
observée. Quelque soit la condition de cellules B-EBV™
chargées, la proportion de lymphocytes T CD4 sécréteurs d’'IFNy
est identique a la proportion de lymphocytes T CD4 sécréteurs

DR1

d’'IFNy aprés incubation avec des cellules B-EBV "~ chargées avec

le peptide non spécifique MBP (Figure 15).
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Figure 15 | Détermination de 1la fréquence des lymphocytes T CD4
spécifiques de la protéine GluNl1 par marquage de 1'IFNY
intracytoplasmique.

La stratégie de « gating » non montrée ici est identique a celle de 1la
figure 9, les lymphocytes T CD4 ont été analysés sur l’'intersection des
lymphocytes et des singulets. Les effecteurs (10°) issus de la stimulation
des CMSP par la protéine GluNl (1 pg/ml) ont été mis en contact avec des
cellules B-EBV™' (10°) chargés avec, soit les peptides « candidats », soit
le peptide non spécifique MBP. Les cellules B-EBV™' chargées séparément en
peptide « candidat » ont été « poolées » deux a deux.

Un témoin positif a été réalisé en activant des effecteurs avec du PMA-
iono (respectivement 25 ng/ml et 1 pg/ml). En haut & gauche de chaque
fenétre est affichée la proportion de lymphocytes T CD4 produisant de
1'IFNy intracytoplasmique, parmi les lymphocytes T CD4 totaux.

2-4-2. Détermination de la fréquence des
effecteurs spécifiques de 1la protéine

GluN1l par ELISpot

Comme avec les peptides, aprés la stimulation des CMSP
d'un sujet sain (donneur 5) par la protéine GluNl, la
fréquence des effecteurs T spécifiques a été déterminée par
ELISpot en incubant les effecteurs, au ratio 10:1, avec des

cellules B-EBV™, durant 20 heures. Les effecteurs ont été mis
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en présence soit de 1la protéine GluNl, soit des peptides
« candidats », ou soit du solvant employé pour solubiliser le

peptide en question.

Aucun des peptides « candidats » n’est capable d’induire
une sécrétion d’'IFNy supérieure a celle générée par le solvant.
En revanche wune trés forte sécrétion d’'IFNy est observée
lorsque 1les effecteurs sont mis en présence de la protéine

GluNl (Figure 16).

Peptides
oy
Solvants Protéine

,ffﬂ§ .
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Figure 16 | Détermination en ELISpot de la fréquence des lymphocytes T
spécifiques de la protéine GluNl par ELISpot.

Les effecteurs (10°/puits) issus de la stimulation de CMSP par la protéine
GluNl ont été incubés avec des cellules B-EBV™' (10%/puits) en présence
soit de la protéine GluNl (10 pg/ml) ; soit du peptide d’intérét (10
pg/ml) ; soit du solvant utilisé pour solubiliser le peptide.

A gauche sont présentées les images des puits, réalisés en duplicat, en
présence du peptide ou du solvant. A droite, les histogrammes indiquent le
nombre de spots obtenu aprés activation en présence du peptide (en rouge),
en présence du solvant seul (en noir) ou en présence de la protéine GluNl
(10 pg/ml). Un témoin positif (en gris) a été réalisé en activant des
effecteurs avec du PMA-iono (respectivement 10 ng/ml et 500 ng/ml).
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Notre objectif a été d’évaluer la réponse T CD4 vis-a-vis
de l’antigéne GluNl et d’identifier certains de ses épitopes.
Pour ce faire, wune analyse bioinformatique a permis de
sélectionner des peptides « candidats », issus de la protéine
GluNl, ayant une forte affinité pour la molécule HLA-DR1l. Puis
des expériences in vitro, de stimulation de <cellules
mononucléées du sang périphérique de sujets sains, par la
protéine GluNl ou par les peptides « candidats » ont été

réalisées.

Notre étude s’est focalisée sur un unique contexte HLA.
Le contexte HLA-DR1 a été retenu, car le laboratoire disposait
déja des outils nécessaires pour évaluer les réponses immunes
T CD4 dans ce contexte (cellules B-EBV™, CPAA™™', tétramére
HLA-DRB1*01:01-HA). Il est important de préciser que dans
l’encéphalite a anticorps anti-NMDAR aucune des trois études
réalisées a ce jour n'’est parvenue a montrer de lien entre
cette pathologie et un haplotype HLA de classe II (Kim et al.,
2017 ; Mueller et al., 2018 ; Shu et al., 2019). Néanmoins, il
faut remarquer que deux d’entres elles ont été effectuées sur
des cohortes asiatiques (coréennes et chinoises), et ne sont
donc pas nécessairement transposables a la population
caucasienne. De plus, aucune de ces études ne distinguent les
encéphalites post-herpétiques, des encéphalites
paranéoplasiques. Il serait intéressant de renouveler cette
analyse en ségrégant les patients selon 1la pathogénese.
Pourtant des associations entre alleles HLA et encéphalites
auto-immunes ont déja été identifiées. Par exemple pour
l’encéphalite a anticorps anti-LGI1l, les molécules HLA-DR7 et
HLA-DRB4 sont exprimées par respectivement 90% et 100% des
patients (van Sonderen et al., 2017). Dans les encéphalites a
anticorps anti-IgLON5, les malades sont porteurs de 1l’alléele

HLA-DRB1*10:01 (Gelpi et al., 2016).

Pour identifier des épitopes T CD4 de la protéine GluNl,

la sélection de peptides « candidats » a été une étape clef de
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ce travail. Afin de choisir ces peptides, nous avons opté pour
une méthode bioinformatique. Cette méthode permet de
sélectionner un nombre restreint de ©peptides ayant 1la
meilleure affinité possible pour une molécule HLA donnée. Ce
type d’analyse bioinformatique, déja bien développée pour la
prédiction d’'épitopes T CD8, est également utilisable pour les
épitopes T CD4 (Fleri et al., 2017a). La prédiction de ces
derniers reste néanmoins complexe du fait de 1la longueur
importante et variable des régions flanquantes, elles aussi
impliquées dans 1l’interaction avec le TCR. De nombreux
logiciels sont disponibles sur internet (IEDB, NetMHCII,
SYFPEITHI, EpiToolKit..), et il est particulierement difficile
de savoir lequel est le plus adéquat et le plus fiable. Nous
avons sélectionné trois logiciels (IEDB, NetMHCIIpan,
Tepitope) parmi les plus régulierement mis a jour et les plus
fréquemment cités dans la littérature (Fleri et al., 2017b). A
partir des scores obtenus individuellement, il a été calculé
un score global théorique nous permettant de sélectionner les

10 peptides les plus pertinents.

Une autre approche envisageable pour étudier une réponse
a des épitopes GluNl consiste a synthétiser des peptides de 15
AA chevauchants, et couvrant 1l’ensemble de 1la protéine.
Contrairement a la méthode prédictionnelle, cette approche a
l’avantage d’'étre exhaustive et d'étudier la protéine dans son
intégralité (Pham et al., 2016). Cependant, cette solution est
particuliérement chronophage et onéreuse, notamment pour les
protéines de haut poids moléculaire telle que GluNl-la (938
AA). Une troisiéeme approche, plus récente et encore a 1l'’étude,
consiste a identifier 1les épitopes immunodominants d’un
antigéne donné. Cette méthode repose sur un systéme in vitro
de digestion d’antigénes par des cathepsines suivie d’une

analyse par spectrométrie de masse (Kim et al., 2014).

Les peptides « candidats », en fonction des résidus d'AA
inclus dans la séquence, présentaient des caractéristiques
d’'hydro-solubilité tres différentes, évaluées avec 1l’aide du

site internet
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https://www.peptide2.com/N peptide hydrophobicity hydrophilici

ty.php. Pour se mettre dans les conditions les plus favorables
a la solubilisation des peptides, trois solvants ont été
employés : eau stérile, éthanol, et acide acétique 10%. Le
recours a l’éthanol et l’acide acétique 10% est apparu comme
une contrainte expérimentale importante. En effet,
l'utilisation de différents solvants nous a obligé a
multiplier les conditions « témoin négatif » dans lesquelles
les effecteurs étaient mis en présence de CPA et du solvant
seul. A ceci s’ajoute un effet toxique sur les cellules, pour
certains. Ainsi les réponses obtenues avec le peptide 8,
repris dans l’acide acétique 10%, devront étre réévaluées
apres solubilisation dans un nouveau solvant. Il aurait
probablement été préférable d’utiliser un mélange de solvants
agueux et organique de type PBS/DMSO, méme si la

solubilisation est moins efficace.

En utilisant un peptide modele issu de l’antigéne HA du
virus grippal H3N2, nous avons mis au point nos conditions de
culture. ©Nos résultats sont similaires a ceux obtenus
antérieurement au laboratoire (Garnier et al., 2016). Pour
déterminer la fréquence des effecteurs spécifiques du peptide
HA, un marquage par tétramere associé a un marquage anti-CD4 a
été effectué. Cette méthode a l'avantage d’'étre directe et de
ne pas recourir a l’'utilisation de CPA. Elle est cependant
trop onéreuse pour tester un large panel de peptides. Une
évaluation de la sécrétion d’'IFNy en ELIspot a donc également
été réalisée. Cette technique est souvent utilisée pour
l’identification d’épitopes T et la détection de cellules
spécifiques d’antigénes car considérée treés sensible (Janetzki
et al., 2015). Elle n'’avait cependant Jjamais été employée au

laboratoire et a nécessité une mise au point.

La réponse vis-a-vis des peptides « candidats » GluNl a
été évaluée. En utilisant comme CPA des cellules B-EBV, un
bruit de fond, plus ou moins important selon les donneurs, est
a noter. Il est possible que celui-ci soit induit par des

effecteurs anti-EBV préexistants. Plusieurs pistes
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d’amélioration sont envisagées comme avoir recours a d’autres
CPA telles gque les CPAA™ (Gilardin et al., 2017). Les
résultats obtenus, avec deux sujets sains différents, sont
particuliérement intéressants. Ils montrent que le peptide 5
et peptide 6 sont des épitopes T CD4 potentiels de la protéine
GluNl. Il est a noter que ces peptides ne sont pas les plus
affins pour 1la molécule HLA-DRB1*01:01 selon notre score
global théorique. Ces observations sont <cependant treés
préliminaires, et devront étre confirmées avec un plus grand

nombre de sujets sains.

La réponse vis-a-vis de la protéine GluNl a également été
évaluée. En premiere approche, la fréquence des effecteurs
spécifiques a été déterminée par marquage intracytoplasmique
de 1'IFNy, suivi d’une analyse en cytométrie. En y ajoutant un
marquage anti-CD4, cette technique présente 1l'avantage de
pouvoir identifier les lymphocytes d’intérét, contrairement a
1’ELISpot. Bien dque cette méthode, avec le peptide HA, donne
des résultats concordant au marquage par tétramere (données
non montrées), les résultats obtenus avec un sujet sain
suggeérent dqu’elle n’est pas suffisamment sensible pour
détecter les effecteurs spécifiques issus d’'une stimulation
par un auto-antigéne. Nous avons donc ensuite analysé la
sécrétion d’'IFNy en ELISpot. Les résultats obtenus, a l’issue
d’une stimulation, ne permettent pas d’identifier d’épitopes T
CD4 parmi les peptides « candidats ». Néanmoins une réponse
importante vis-a-vis de la protéine GluNl est détectée. En
l’absence de témoin négatif (effecteurs et CPA mis en présence
du solvant de la protéine), il nous est impossible de
déterminer si cette sécrétion d’'IFNy est spécifique de
l’antigéne GluNl. Dans le cas d'une sécrétion non spécifique,
plusieurs hypothéses peuvent étre formulées. (1) Il est
possible que nos conditions de stimulation ne soient pas
optimales pour générer des effecteurs spécifiques. La
concentration en protéine dans la culture primaire (1 pg/ml)
est peut étre insuffisante. La faible disponibilité de cette

protéine recombinante ne nous a pas permis de l’utiliser a des
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concentrations plus importantes. (2) Il est envisageable que
les CMSP mises en culture primaire ne sont pas suffisamment
efficaces pour endocyter, appréter et/ou présenter 1’auto-
antigéne GluNl. Pour pallier ce probleme, nous envisageons
d’'utiliser des CPA professionnelles telles que des monocytes
ou des cellules dendritiques autologues. Ceci nécessite
néanmoins de disposer d'une plus grande quantité de CMSP par
donneur. En revanche, si la sécrétion d’'IFNy que nous observons
est spécifique, 1l’hypothése qui peut étre avancée est que nos
peptides « candidats » ne sont pas générés in vitro de facgon
efficace a partir de la protéine GluNl. Dans ce cas, il serait
nécessaire d’'élargir notre sélection de peptides

« candidats ».

* %%
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PERSPECTIVES
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Les résultats obtenus au cours de mon stage sont
préliminaires, et devront étre confirmés avec un plus grand
nombre de sujets sains. Plusieurs axes d’amélioration et

d’approfondissement sont actuellement a 1’étude. Il est

envisagé de réaliser des frestimulations| (ou cultures

secondaires) dans le but d'amplifier le nombre d’effecteurs
spécifiques et ainsi obtenir des réponses plus intenses avec
un minimum de bruit de fond. Ces restimulations seront
réalisées a 1l'aide de cellules irradiées (CMSP ou CPA

professionnelles autologues ou encore CPAA).

Il est également prévu pour les donneurs a venir, de
réaliser systématiquement un phénotypage lymphocytaire par
cytométrie de flux. Cette analyse nous permettra de déterminer
au mieux la proportion des lymphocytes T CD4, T CD8, B et NK
présents dans la culture. Par la méme méthode, il sera
possible de caractériser les populations d’effecteurs T CD4
générés, en évaluant la proportion de lymphocytes T naifs
(CD45RA+/CD45R0-) et T mémoires (CD45RA-/CD45R0+) . La
détermination du profil d’expression des récepteurs aux
chimiokines (CCR4, CCR6, CXCR3, CXCR5..), exprimés a la surface
cellulaire apreés stimulation, permettra également de définir
l’orientation T,;, Thl, Th2 ou Thl7 des lymphocytes T

effecteurs.

Comme dit précédemment, dans l’encéphalite a anticorps
anti-NMDAR, il n’existe pas d’association HLA/maladie connue.
Dans un futur proche, il serait donc intéressant d’étendre
cette étude a d'autres contextes HLA fréquents. Moins d’une
dizaine de molécules HLA-DR sont suffisantes pour couvrir, a
elles seules, pres de 90% de 1la population générale
caucasienne (HLA-DR1, DR3, DR7, DR11, DR13, DR15...)

(http://allelesfrequencies.net/hla.asp).

A plus 1long terme, une identification probante et

formelle d’épitopes T CD4 issus de la sous-unité GluNl des
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NMDAR pourrait permettre 1’immunomonitorage des patients, et

le développement d’immunothérapies tolérogénes.

Pour 1l'immunomonitorage des patients, la production de
tétraméres de molécules de CMH-II chargées avec le peptide
d’'intérét, en association avec un panel de marqueurs,
permettrait de suivre en cytométrie, 1l’'évolution phénotypique
des populations spécifiques de 1l’antigéne, au cours de
1’ immunothérapie. Le suivi des populations effectrices et
régulatrices spécifiques d’antigéne, permettrait d’anticiper
les rechutes et ainsi améliorerait la prise en charge. Une
telle méthode a déja été utilisée pour la maladie celiaque,
qui présente néanmoins 1l’avantage d’étre restreinte a deux
contextes HLA particuliers (Christophersen et al., 2019). Dans
l’encéphalite a anticorps anti-NMDAR, la mise au point de
techniques d'’immunomonitorages, est d’'autant plus pertinente
qgu'’actuellement il n’existe pas de biomarqueur ayant démontré
une véritable efficacité dans le suivi des patients (Peng et
al., 2019), les titres d’'auto-anticorps sériques et/ou du LCR
étant eux-mémes imparfaitement corrélés a la clinique (Gresa-

Arribas et al., 2014).

Le développement d’'immunothérapies tolérogénes pourrait
étre une deuxieme application en clinique. Plusieurs
stratégies sont envisageables. Une premiére approche consiste
a restaurer une tolérance immunitaire par transfert adoptif de
Twee g€nérés in vitro. Actuellement, seule 1la thérapie
cellulaire basée sur des T, polyclonaux fait 1l’objet d’essais
cliniques pour traiter notamment le diabete de type I
(Bluestone et al., 2015). Cependant, les T, spécifiques
d’antigéne pourraient étre une alternative intéressante aux Ty
polyclonaux. D’'une part, 1ils contrdlent 1les réponses auto-
immunes plus efficacement (Tang et al., 2004), et d’'autre
part, leur action ciblée limite le risque de voir apparaitre
des pathologies infectieuses ou tumorales liées a un effet
immunosuppresseur global des T;, polyclonaux (Bluestone and
Tang, 2018). Ces thérapies cellulaires basées sur 1les Ty

doivent cependant faire face a plusieurs contraintes qui
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freinent leur utilisation en pratique. En effet, l’expansion
in vitro de T, spécifiques d’antigéne nécessite des conditions
de culture particuliéres et contraignantes afin d’assurer leur
spécificité ainsi que le maintien de leurs fonctions

immunosuppressives (Miyara et al., 2017).

Une deuxiéme approche d’induction de tolérance
spécifique d’antigéne vise a administrer aux patients un
peptide ou un mélange de peptides issus de 1l’auto-antigéne, ou
plus rarement 1’auto-antigéne dans son intégralité. Ces
immunothérapies tolérogénes ont montré des effets limités mais
prometteurs au cours d’essais de phases I/II, dans la sclérose
en plaques récurrente (Chataway et al., 2018) et le diabete de
type I (Smith and Peakman, 2018). Cette immunothérapie basée
sur les peptides, souléve de nombreuses questions concernant
la dose, la fréquence, ainsi que la voie d’administration des
peptides. De nombreux parametres doivent encore étre
optimisés, avant d’envisager leur utilisation a plus large

échelle.

Les recherches actuellement réalisées dans le domaine des
immunothérapies peptidiques visent a augmenter la
biodisponibilité des molécules, et améliorer leur présentation
aux lymphocytes. Pour y parvenir, le recours aux
nanoparticules tolérogénes constitue un outil intéressant. De
multiples formulations pharmacologiques de nanoparticules ont
déja été mises au point. Elles peuvent, par exemple, prendre
la forme de liposomes encapsulant le peptide (McCarthy et al.,
2017), ou bien de billes de latex recouvertes de molécules de
CMH-II associées au peptide d’'intérét (Clemente-Casares et
al., 2016). Les stratégies d’immunothérapies par
nanoparticules tolérogénes, bien qu’encore limitées aux
modeles expérimentaux, sont actuellement en plein essor et

extrémement prometteuses.

* %%
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ETUDE DE LA REPONSE T CD4 VIS-A-VIS DU RECEPTEUR AU N-METHYL-D-ASPARTATE : IMPLICATIONS
POUR L'IMMUNOTHERAPIE DANS L'ENCEPHALITE AUTO-IMMUNE

Résumé

L’encéphalite a anticorps anti-récepteur au N-méthyl-D-aspartate (NMDAR) est une atteinte grave du systéme
nerveux central pouvant étre a 'origine de symptoémes neuropsychiatriques. Cette pathologie est médiée par
des auto-anticorps, ciblant la sous-unité GluN1 des NMDAR. Aucune information n’est disponible concernant
'implication des lymphocytes T CD4, pourtant nécessaire a la mise en place d’une réponse humorale avec
des IgG de haute affinité.

L’objectif a été d’évaluer la réponse T CD4 vis-a-vis de I'antigéne GIuN1 et d’identifier certains de ses
épitopes. Une analyse bioinformatique a permis de sélectionner dix peptides candidats, issus de la protéine
GIuN1, ayant une forte affinité pour la molécule HLA-DR1. Puis, des expériences in vitro de stimulation de
cellules mononucléées du sang périphérique de sujets sains, par la protéine GIuN1 ou par les peptides
candidats ont été réalisées. Nos résultats, obtenus par ELISpot, identifient deux peptides pertinents sans
pouvoir démontrer qu’ils sont issus de I'apprétement de la protéine GluN1. Ces résultats trés préliminaires
devront étre confirmés sur un plus grand nombre de sujets.

A terme, la caractérisation d’épitopes T CD4 issus de GIuN1 sera utile pour évaluer la réponse des

lymphocytes T chez les patients, et élaborer des stratégies d'immunothérapies tolérogénes.

CD4 T CELL RESPONSE AGAINST N-METHYL-D-ASPARTATE : INVOLVEMENT FOR IMMUNOTHERAPY IN
AUTO-IMMUNE ENCEPHALITIS

Summary

Anti-N-méthyl-D-aspartate receptor (NMDAR) encephalitis is a severe disorder of central nervous system
causing neuropsychiatric symptoms. This pathology is mediated by auto-antibodies directed against GIuN1
subunit of NMDAR. No information is available on the involvement of CD4 T cells, required for the
establishment of a humoral response with high affinity 19G.

The objective was to evaluate CD4 T cell response against GIuN1 antigen and determine its epitopes. Using

bioinformatic analysis we selected ten candidate|peptides from GluNT |protein that bind with a strong affinity

HLA-DR1 molecule. Then, in vitro experiments has been realized with peripheral blood mononuclear cells of
healthy donors stimulated by GIuN1 protein or candidate peptides. Our ELISpot results identify two relevant
peptides, but without evidences of processing from GIuN1 protein. These preliminaries results should be
confirm on a higher number of healthy donors.

Characterization of CD4 T epitopes of GluN1 would be useful to evaluate the patients’ T cells reponse and

development of tolerogenic immunotherapy strategies.
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