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RESUME

Une composante du systéme immunitaire acquis est I'habileté des lymphocytes
T a répondre contre les antigénes étrangers tout en demeurant tolérants au soi.
Pour établir cette tolérance, les lymphocytes utilisent leur récepteur T (RCT) afin
de reconnaitre spécificiquement des peptides antigéniques présentés par le
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH): les lymphocytes réagissant
fortement contre des peptides du soi ont été déplétés par le processus de
sélection négative. Une sélection positive régira la reconnaissance antigénique
restreinte par le CMH. Cependant, il reste toujours en circulation dans
'organisme un mince pourcentage de cellules T autoréactives non-activées
qgu'un éventuel bris de tolérance pourrait stimuler. Différents mécanismes sont
donc a considérer pour l'activation de lymphocytes autoréactifs. Ainsi, une
activation non spécifique, tel un contexte inflammatoire, favoriserait la réactivité
immunitaire. Des dommages tissulaires pourraient aussi étre une nouvelle
source de molécules antigéniques, la réponse immunitaire se trouvant finalement
amplifiée suite a 'augmentation du répertoire de peptides endogénes rendus
accessibles (propagation de déterminants). Les superantigénes pourraient aussi
activer les lymphocytes de fagon indépendante du complexe CMH-peptide. Le
mimétisme moléculaire, c'est-a-dire lorsqu'un peptide étranger partage des
déterminants antigéniques avec le soi, est un autre processus pouvant mener
vers une reconnaissance antigénique croisée par le RCT et induire
I'autoimmunité. C’est sur cette hypothése que nous travaillons, mais par divers
mécanismes, une réponse immunitaire pourrait donc déclencher, maintenir ou

amplifier une réaction contre le soi et/ou un éventuel processus pathologique.

C'est dans ce contexte que nous nous intéressons a la sclérose en plaques
(SEP). Cette maladie autoimmunitaire du systéeme nerveux central (SNC), dont
I'origine semble comporter des composantes génétiques et environnementales,
implique des réactions immunitaires contre la myéline. La SEP est une
pathologie aux multiples visages. Cependant une constante demeure: I'activation

de lymphocytes T anti-myéline.



Les coronavirus sont des pathogénes respiratoires, mais également neurotropes
et neuroinvasifs, des signes indubitables confirmant leur présence au SNC.
Comme les coronavirus murins causent, chez un héte susceptible, une maladie
qui s’apparente beaucoup a la SEP, le coronavirus humain est étudié comme un
des agents étiologiques potentiels dans la SEP. Le laboratoire du docteur Talbot
a montré la présence hautement significative de réactions antigéniques croisées
coronavirus-myéline chez les lymphocytes de patients atteints de SEP, lorsque
comparés a ceux de témoins sains. Cette observation ayant été réalisée chez
des lignées lymphocytaires, il importait de valider I'hypothése avec des clones
lymphocytaires pour montrer que ce phénoméne de réaction croisée
coronavirus-myéline était attribuable a un seul lymphocyte.

Mon projet de doctorat s'insérait donc dans cette problématique, par la
vérification du caractére clonal des réactions croisées coronavirus-myéline. Ce
mimeétisme moléculaire décrit un élégant mécanisme pouvant potentiellement
initier ou maintenir les attaques immunitaires contre la myéline. Briévement, un
total de 145 clones T monospécifiques pour les antigénes de la myéline et
coronaviraux ont pu étre produits du sang périphérique de 32 patients atteints de
SEP. On note que 80% des clones monospécifiques reconnaissent un épitope
viral. Un total de 10 clones lymphocytaires antigéniquement croisées pour ces
méme antigénes ont également été obtenus, avec six sélectionnés a partir des
antigénes viraux, et quatre par les antigénes de la myéline. Puis, six clones T,
disponibles pour analyse, furent étudiés au niveau moléculaire afin de
caractériser la chaine VB du RCT, suite a des amplifications par polymérisation
en chaine et du séquengage. La famille de la chaine B ainsi que la portion

hypervariable du récepteur de cellule T furent identifiés.

Les travaux présentés dans cette thése suggérent donc fortement le caractére
clonal des réactions croisées coronavirus—myéline. Néanmoins, I'association

pathologique du mimétisme moléculaire coronavi yéline avec la SEP
demfure a valider. M

Etudiant Directeur de recherche



TABLE DES MATIERES

RESUME

TABLE DES MATIERES
LISTE DES TABLEAUX
LISTE DES FIGURES
LISTE DES ABREVIATIONS
PREFACE

CHAPITRE 1: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.0 LA SCLEROSE EN PLAQUES
1.1 Description
1.2 Patron de distribution
1.3 Susceptibilité génétique
1.4 Facteurs environnementaux et association virale
1.5 Modéles animaux
1.5.1 Protéiques
1.5.2 Viraux

1.6 Cytokines associées a la pathologie

2.0 LA RECONNAISSANCE IMMUNITAIRE PAR LE LYMPHOCYTE T
2.1 Le lymphocyte T:maturation cellulaire et éducation du récepteur
2.2 Costimulation et signalisation

2.3 Culture long-terme de lymphocytes T primaires: clonage cellulaire

3.0 L’ AUTOIMMUNITE
3.1 La tolérance et le bris de tolérance
3.2 Les autoantigénes
3.2.1 Protéine basique de la myéline (MBP)
3.2.2 Protéine protéolipidique (PLP)
3.2.3 Autres protéines du SNC
3.2.4 Protéines hétérogénes autoantigénes

10
11
12

13

14
14
16
17
19
20
21
22
23

24
24
27
28

32
32
33
33
34
35
36



3.3

Mécanismes proposés pour Factivation de lymphocytes
autoreéactifs

3.3.1 Superantigénes

3.3.2 Inflammation et propagation de déterminants

3.3.3 Mimétisme moléculaire

4.0 LES CORONAVIRUS

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

Nomenclature et propriétés structurelles

Protéines structurales et non-structurales

Cycle réplicatif

Infection par le coronavirus murin (MHV)

Infection par le coronavirus humain (HCoV) et pathogenése

HYPOTHESE ET OBJECTIFS

CHAPITRE 2: METHODOLOGIE

1.0.

2.0

PRODUCTION DE CLONES CELLULAIRES DE LYMPHOCYTES

T (TCC) PRIMAIRES HUMAINS POUR CULTURE A
LONG-TERME, A PARTIR DU SANG PERIPHERIQUE

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

Sélection des participants

Antigénes utilisés

Production de clones lymphocytaires humains

Test d’incorporation de thymidine-triti€e:spécificité antigénique

Typage HLA-DR des participants

CARACTERISATION DE PHENOTYPE ET DE RECEPTEUR T

2.1
2.2
2.3
2.4

Préparation des échantillons d’ARN
Vérification du phénotype CD4+ ou CD8+ des TCC
Caractérisation moléculaire de la chaine  du RCT

Validation de la clonalité

36
36
37
38

41
41
42
43
44
45

47

49

50
51
51
51
54
56

56
56
57
59
62



CHAPITRE 3: RESULTATS

1.0

2.0

3.0

4.0

DESCRIPTION DE LA COHORTE DE PARTICIPANTS
1.1 Présentation de la cohorte
1.1.1 Age, genre, type de SEP et typage HLA
1.1.2 Total des clones obtenus selon les participants

PRODUCTION ET CULTURE DE CLONES LYMPHOCYTAIRES
2.1 Clones lymphocytaires monospécifiques

2.1.1 Clones monospécifiques

2.1.2 Phénotype CD4 ou CD8

CROISSANCE, PROLIFERATION ET CONSERVATION
3.1 Profils de croissance observés aprés trois et quatre stimulations
3.2  Patron de l'intensité de stimulation pour quatre
clones lymphocytaires T
3.3  Profils de prolifération aprés congélation

OBTENTION DE CLONES LYMPHOCYTAIRES
ANTIGENIQUEMENT CROISES POUR LES
ANTIGENES CORONAVIRAUX ET CEUX DU SNC
4.1 Bilan des clones lymphocytaires T mono- et
bi-spécifiques produits
4.2 Description des clones antigéniquement croisés obtenus
4.3 Caractérisation moléculaire des cinqg clones lymphocytaires
croisés étudiés
4.4 Analyses de diversité

CHAPITRE 4: DISCUSSION

1.0

SOMMAIRE
1.1 Retours sur les hypothéses de départ

65

66
66
67
67

68
68
68
68

69
69

70
70

71

71
72

75
77

105

106
107



1.2  Etapes expérimentales pincipales 108

2.0 PRODUCTION DE CLONES LYMPHOCYTAIRES T
PRIMAIRES SPECIFIQUES POUR CULTURE A LONG-TERME 109
2.1 Protocole expérimental 110
2.2 Variabilité des cultures, problémes inhérents de
croissance cellulaire et de longévité des cultures in vitro 113
2.3  Nature des antigenes étudiés 116
2.4  Production de clones lymphocytaires T primaires

croisés et mimétisme moléculaire 119
3.0 CONCLUSION GENERALE 124
REMERCIEMENTS 126
BIBLIOGRAPHIE 128
ANNEXE |I: LISTE DES PUBLICATIONS 156
LISTE DES COMMUNICATIONS 156

ANNEXE II: ARTICLES 158



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1:

Tableau 2:

Tableau 3:

Tableau 4:

Tableau 5:

Tableau 6:

Tableau 7:

Tableau 8:

Description des amorces utilisées lors de ce projet pour
I'amplification de portions des génes suivants: CD4 (humain),
CD8 (humain), B-actine (humain), GAPDH (humain) et

régions hypervariables de chaines g du RCT (humain).

Description de la cohorte de patients atteints de SEP ayant
permis la production de clones lymphocytaires T primaires
a long-terme mono et bi spécifiques, au niveau

de leur reconnaissance antigénique.

Bilan total de la production de clones lymphocytaires T

primaires a long-terme monospécifiques obtenus.

Evolution de la cinétique de prolifération cellulaire dans
le temps pour les troisieme et quatriéme stimulations
antigéniques avec I'antigene de sélection.

Résultats de tests de prolifération obtenus pour trois
clones lymphocytaires T monospécifiques du patient 7:
ces clones ont été congelés puis remis en culture.

Bilan de tous les clones lymphocytaires T produits de

patients atteints de SEP.

Résultats obtenus pour le test d’incorporation de
thymidine-tritiée pour dix clones lymphocytaires T

antigéniquement croisés.

Inhibition d’apoptose de lymphocytes T humains primaires
issus du sang périphérique.

64

79

81

85

89

93

94

97



Tableau 9:

Tableau 10:

Clones lymphocytaires T de spécificité antigénique
croisée coronavirus-myéline étudiés au niveau

moléculaire pour l'identification de la chaine  de leur RCT.

Démonstration de 'homogénéité des clones bactériens
obtenus par amplification PCR diversité.

99

101



10

LISTE DES FIGURES
Figure 1: Représentation de l'interaction RCT-peptide-CMH de classe |l. 29
Figure 2: Démonstration du phénotype CD4+ des clones

lymphocytaires T monospécifiques étudiés

par amplification PCR. 83
Figure 3: Exemples typiques de prolifération antigéne-spécifique de

quatre clones lymphocytaires T monospécifiques de

patients atteints de SEP. 87

Figure 4: Réactivité antigénique pour le peptide MBP 84-102
chez un clone lymphocytaire croisé. 91

Figure 5: Gel d'agarose typique de 'amplification PCR diversité. 103



11

LISTE DES ABREVIATIONS

C:
CB:
CDR:

CPA:
D:
DEPC:
HCoV:
HCoV-229E:
HCoV-0C43:
l.S.:

IL:

J:

kDa:

Celsius

Chaine constante beta

Région complémentaire (Complementary determinating
region)

Cellule présentatrice d antigéne

Portion diversité

Di-éthyle pyrocarbonate

Coronavirus humain

Souche 229E du coronavirus humain

Souche OC43 du coronavirus humain

Indice de stimulation

Interleukine

Portion de jonction

Kilo Dalton

Molaire

Protéine basique de la myéline

Minute

Millilitre

Microlitre

Non déterminé

Nanométre

Leukocytes du sang périphérique

Cellules mononuclées du sang périphérique
Réaction de polymérisation en chaine
Phytohémaglutinine A

Protéine protéolipidique

Amplification d'extrémités de cDNA (Rapid Amplification of
cDNA Ends)

Unité d'irradiation

Récepteur de cellule T

Transcription inverse couplée a la polymérisation en chaine
(Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)
Seconde

Sclérose en plaques

Systéme nerveux central

Clone de lymphocytes T humains primaires

Lignée de lymphocytes T humains primaires

Unité

Portion variable

Chaine variable beta



12

PREFACE

Les travaux de cette thése sont présentés sous forme de dissertation
conventionnelle, les articles scientifiques en découlant étant présentement en
rédaction. L'auteur de cette thése a réalisé 'ensemble des expériences décrites.
L’apprentissage des techniques de cultures cellulaires de méme que la mise au
point du protocole de clonage de lymphocytes T primaires du sang périphérique
a été réalisé en collaboration avec Ginette Mercier. Les échantillons viraux ayant
servis lors de ce protocole ont été produits par Francine Lambert. Les travaux
ont été dirigés par le docteur Pierre Talbot a titre de directeur et sous la
codirection du docteur Frangois Denis. Le docteur Pierre Duquette dirige la
Clinique de Sclérose en Plaques du CHUM, Montréal, Québec, Canada, et fut en
étroite collaboration, servant de point de contact et de référence avec les

patients atteints de SEP, pour la durée compléte de ce projet.

Au cours de ses travaux de doctorat, 'auteur de cette thése a aussi contribué a
des publications a titre d’invitée; ces derniéres sont également présentées sous
forme de tirés-a-part, en annexe a cette these, avec la liste des communications

orales dont les résuitats présentés dans cette thése ont fait I'objet.
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1.0 LA SCLEROSE EN PLAQUES

1.1 Description

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie complexe du systéme nerveux
central (SNC), d'étiologie encore inconnue. Elle apparait d’abord trés variable au
niveau des symptomes cliniques et chez plusieurs patients des tremblements,
engourdissements, anomalies visuelles et motrices, ainsi que de la faiblesse sont
souvent observés (Paty et Ebers, 1998). Les régions du SNC atteintes par la
démyélinisation refléetent souvent la sévérité des symptomes et les signes
cliniques observés. La gaine de myéline, qui forme un isolant axonal permettant
la transduction efficace de linflux nerveux, est la cible de cette pathologie
inflammatoire; la perte du signal nerveux conséquente aux dommages a la

myéline signifie donc souvent I'apparition des symptdmes cliniques.

La SEP est catégorisée sous différentes formes de la maladie, selon la sévérité
des symptébmes et leur évolution. Une forme caractérise les débuts de la
maladie, pour environ 85% des cas, et est décrite comme une forme cyclique
avec des phases de rechutes et remissions, ou les attaques successives ne
laissent d’une fois a l'autre que peu ou pas de déficit neurologique résiduel. Une
autre forme de la maladie dite progressive, se traduit par I'évolution dans le
temps de la forme de rechutes et remissions, lorsque les déficits se cumulent; il
n'y a plus récupération compléte entre les épisodes de SEP. La troisieme forme,
dite chronique, touche 15% des patients et montre une progression lente et
constante de la gravité de la maladie, ce a partir des symptomes initiaux. Le
dernier type de SEP est aggressif et fulgurant, décrit comme aigué. La gravité
des signes cliniques conduira vers la mort en quelques mois (Coyle, 1996). Ace
jour, aucune médication ne guérit aucun type de SEP. Dans certains cas, des
traitements peuvent cependant diminuer la sévérité des symptdmes ou retarder

les rechutes.
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Les changements pathologiques associés a la SEP ont été élucidés a travers
des études sur le modéle de lI'encéphalite allergique expérimentale (EAE; ce
modele sera décrit plus tard), mais aussi étudiés grace aux biopsies et autopsies
réalisées chez 'humain. La démyélinisation, l'inflammation et la gliose sont
définies comme typiques de la SEP. De plus, des plaques de démyélinisation et
de remyélinisation sont observées. La démyélinisation affecte la matiére blanche
du SNC, avec prédilection les régions périventriculaires, du tronc cérébral/moelle
épiniere et du nerf optique, mais peut affecter parfois la matiére grise. Les
lésions a la gaine de myéline pourront étre de nature aigué ou chronique. Une
lésion aigué met souvent en présence des lymphocytes T, B ainsi que des
monocytes/macrophages exprimant les CMH-1| et nettoyant les bris occasionnés
a la myéline. La myéline étant formée par les replis cytoplasmiques des
oligodendrocytes, ces derniers tendent a diminuer en nombre dans ce type de
lésion, alors qu'une faible prolifération d’astrocytes (ces derniers exprimant B7-1
et B7-2) est notée. Il y a également production de cytokines,
d'immunoglobulines, de lipases et de protéases (Martino, 2000). Par ailleurs, la
lésion chronique semble non-inflammatoire, caractérisée par l'absence de
myéline et une forte gliose. Les oligodentrocytes sont tous disparus de cette
région et il ne reste que des axones démyélinisés entourés d'astrocytes qui leur
servent de support. La remyélinisation limitée dans la SEP serait méme reliée a
la surexpression de la voie de signalisation de Notch, cette voie est augmentée
suite a I'expression de TGF-b1 qui induit la production de la molécule Jagged1,
un inhibiteur de croissance chez les oligodendrocytes primaires (John et al.
2002). Les astrocytes présents aux lésions chroniques expriment des molécules
du CMH de classe |l (Zeinstra et al., 2003). Chez les patients atteints de SEP,
des dommages sont aussi portés a la barriere hémato-encéphalique. Cette
derniére ne régit donc plus aussi efficacement 'entrée des molécules dans le
SNC (Hunter et Rodriguez, 1995; Moore, 1998).

Les modifications pathologiques les plus précoces, au niveau de linfiltration
cellulaire, impliquent la pénétration des lymphocytes du sang périphérique vers
le SNC. Initialement, les lymphocytes CD4+ prédominent et enclenchent la
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cascade immunitaire qui culminera vers la formation d'une plaque de
démyélinisation (Coyle, 1996). Cette maladie du SNC est en effet la résultante
des réponses autoimmunitaires de lymphocytes qui reconnaissent des antigénes
de la myéline. Mais la conséquence directe des dommages tissulaires est
associée au patron de cytokines sécrétées et a la présence de macrophages
recrutés au SNC (Hartung et Rieckmann, 1997; Minohara et al., 2001). Les
cytokines associées a cette pathologie seront discutées a la section 1.6.

1.2 Patron de distribution

La prévalence de la SEP semble augmenter a mesure que l'on s’éloigne de
I'Equateur, cependant le risque d'incidence de la maladie n'est pas associé au
climat. Un gradient géographique nord-sud présente un patron de distribution de
la maladie dans I'hémisphére sud, les populations du nord ayant une plus forte
prévalence a la maladie. En effet, les zones industrialisées sont celles qui
démontrent de plus forts taux de SEP (Willer et Ebers, 2000). Des études
épidémiologiques de migration ont montré que le risque de développer la
maladie est potentiellement établie avant 'age de 15 ans (Kurtzke, 1993). En
effet, les gens qui immigrent aprés I'adolescence montrent un pourcentage de
SEP associé a leur pays d'origine, alors que les enfants d'immigrants auront une
incidence a développer la maladie reliée au pays hote (Gale et Martyn, 1995).
Ainsi, un pays a prévalence élevée de la SEP, tel le Canada ou le nord des
Etats-Unis, par exemple, compte environ 30 personnes ou plus sur 100 000
résidents affectées par la maladie. Le sud des Etats-Unis et le nord des pays
scandinaves sont des régions a titre de prévalence dite moyenne avec 5 a 29
cas par 100 000 habitants. Une faible prévalence de la maladie est observée,
notamment en Afrique, en Asie et au Mexique, avec moins de 5 cas par 100 000
habitants (Kurtzke, 1993).
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Les études épidémiologiques sont cependant formelles: des facteurs génétiques
et environnementaux sont associés a la SEP, une pathologie complexe aux

multiples visages.

1.3 Susceptibilité génétique

La SEP est une maladie qui touche avec prédilection les jeunes adultes. Les
hormones femelles semblent conférer un degré limité de susceptibilité génétique,
alors que la pathologie frappe particulierement les femmes (Duquette, 1992;
Whitacre, 1999). De plus, les études réalisées sur des jumeaux identiques ne
montrent que 30% de concordance entre jumeaux, pour ce qui converne les
chances de développer la SEP (Sadvonick, 1993), ce qui indique une
contribution génétique dans lincidence de développer cette derniere, tout en
suggérant également I'impact de I'environnement. Effectivement, la maladie est

souvent définie comme polygénique et multifactorielle.

Les prédispositions génétiques impliquent notamment les génes candidats
suivants: les antigénes leukocytaires humains (HLA), le facteur nécrosant des
tumeurs (TNF), le récepteur de cellules T (RCT) ainsi que le répertoire personnel
de lymphocytes T par la surexpression de certaines familles chez un individu, le
facteur transformant de croissance (TGF), la protéine basique de la myéline
(MBP), la protéine 4 associée au lymphocyte cytotoxique (CTLA-4) et les
chimiokines et cytokines (Utz et al., 1993; Dyment et al., 1997, Sawcer et al.,
1998; Haegert et al., 1999; Schmidt 1999). Cependant, a 'exception des gene
HLA-DRB1*1501 pour lesquels les études de liaison génétique ont montré la
plus grande association a la pathologie, la reproductibilité des analyses est peu
constante en ce qui a trait a la liaison des autres génes candidats avec la SEP
(Ebers et al., 1996; Sadovnick et al., 1996; Haines et al., 1996, Ridgway et al.,
1999; Willer et Ebers, 2000).
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Ainsi, un composant du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), I'haplotype
de HLA-DR2 (DRB1*1501) est plus fréquemment retrouvé chez les patients
atteints de SEP, particulierement chez les caucasiens (Ebers, 1982; Hillert,
1994). D’autres haplotypes ont ponctuellement aussi été associés ou liés a la
SEP (Marrosu et al., 1998; Weinshenker et al., 1998). Il importe cependant de
noter que le facteur genétique DRB1*1501 ne confére pas automatiquement une
prédisposition a la maladie. |l pourrait toutefois étre en déséquilibre de liaison
avec un autre géne candidat conférerait une susceptibilité génétique significative.
Récemment, une souris trangénique pour le HLA classe Il montrait que la
réponse immunitaire envers la MOG (glycoprotéine des oligodendrocytes
associés a la myéline) était restreinte par la présentation dans le CMH de classe
Il (Khare et al., 2003). Le polymorphisme potentiel du TNF ne semble pas
contribuer quant a lui a la susceptibilité ou a la sévérité de la SEP (Trojano et al.,
1999). Les genes CTLA-4, IL-2RB et IL-1Ra pouraient étre associés a la
maladie, alors que les facteurs C6 et C7 du complément ne présentent aucune
association préférentielle (Sciacca et al., 1999; Chataway et al., 1999; Reboul et
al., 2000). L'enzyme protéolytique calpaine, une protéinase, serait régulée a la
hausse autour de plaques de démyélinisation (Shields et al., 1999). Un gene
candidat récent est celui du Cbl-b. Il code un adapteur moléculaire et son
absence confére, chez la souris knockout, une plus grande suceptibilité a la EAE
(Bachmaier et al., 2000). Des études tentent aussi de montrer un lien entre la
SEP et le récepteur de chimiokine 5 (CCRS5); les patients atteints de SEP
sembleraient avoir une plus forte présence de ce récepteur dans le sang
périphérique (Strunk et al., 2000). Dans la EAE, I'lL-12 stimule I'expression du
récepteur CCR5 des lymphocytes T anti-myéline. (Bagaeva et al., 2003).

Une contribution génétique dans la SEP apparait évidente, malgré le fait que
plusieurs génes candidats reliés a la pathologie ne permettent pas de tirer des
conclusions solides et universelles. Récemment, aux études de liaison génétique
(linkage) s'ajoutaient des études analysant le polymorphisme au niveau d'un seul
nucléotide (SNP). Alors qu'un total de 10 millions de SNP seraient répertoriés

dans le génome humain, 71 000 patrons sont étudiés comme étant autant
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d’haplotypes différents pouvant indiquer une susceptibilité génétique dans le cas
d'une maladie complexe comme la SEP (Daly et al., 2001).

1.4 Facteurs environnementaux et association virale

Des épidémiologistes ont démontré qu'une exposition a certains pathogénes
viraux avant la puberté pouvait augmenter le risque de développer la SEP et que
des infections du tractus respiratoire précédent souvent les rechutes/attaques de
la maladie (Sibley et al., 1985; Andersen et al., 1993; Panitch et al., 1994; Marrie
et al., 2000). Le virus epstein-barr pourrait conférer une certaine susceptibilité a
développer la SEP (Levin et al., 2003). De plus, comme des virus ont été
impliqués dans linduction d'autres maladies neurologiques humaines,
notamment I'encéphalopathie induite par le VIH (Spencer et Price, 1992), la
myélopathie induite par le rétrovirus T-lymphotrope humain-1 (HTLV-1) (Osame
et al., 1986; Olson et al., 2002), la SEP est grandement soupgonnée, elle aussi,

de comporter une implication virale.

A ce jour, plusieurs virus ont été associés a la SEP a un moment ou un autre,
mais il demeure difficile de tirer des conclusions sur des infections déclenchant
potentiellement la pathologie. Une réponse élevée en IgM contre une protéine
précoce du virus herpés humain de type 6 (HHV-6) de méme que la détection de
I'ADN de ce virus dans le sérum de patients touchés par la SEP (Soldan et al.,
1997; Tejada-Simon et al.,, 2002), lactivation polyclonale de la famille
lymphocytaire T VB16, par des particules rétrovirales (Perron, et al., 2001), la
présence de coronavirus humain dans le SNC et l'activation de lignées de
lymphocytes T antigéniquement croisées coronavirus-myeéline (Talbot et al.,
1996, Arbour et al., 2000) et I'expression de I'antigéne T du virus JC chez les
patients (Del Valle et al.,, 2002) ne sont que tant d'exemples typiques de virus
candidats qui ponctuent la littérature. Plusieurs associations sont parfois
confirmées, puis ensuite contredites par d'autres équipes, comme fut le cas pour
HTLV-1 qui est responsable d’'une myélopatie qui s’apparente a la SEP (Ehrlich
et al., 1991). De plus, la présence d'un virus dans le SNC ne témoigne pas
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indubitablement de son association a un quelconque processus pathologique.
Les virus ayant un potentiel neurotrope demeurent cependant des candidats de
choix dans les recherches étiologiques sur la SEP, pour des raisons évidentes.

La rigueur des conditions expérimentales et le choix des individus composant la
cohorte a I'étude sont deux facteurs pouvant faire varier les résultats obtenus
dans des études impliquant des patients. L'association d'un virus en particulier
comme agent initiateur de la SEP n’a en effet pas encore été démontrée. Les
virus pourraient jouer un réle a différents moments, soit dans le déclenchement,
soit dans le maintien de la maladie ou soit par I'activation de lymphocytes T
autoréactifs et le bris de tolérance. Cependant, il est a considérer que les
résultantes immunopathologiques observées au SNC apparaissent parfois
longtemps apres le déclenchement de la maladie (Oldstone, 1998). Une infection
virale peut également amorcer une réaction autoimmunitaire dirigée contre le
SNC, chez des animaux, longtemps aprés que l'infection soit éradiquée (Theil et
al., 2001). Une réponse immunitaire rapide et efficace, semble aussi limiter
Iinfection et ainsi protéger de lautoimmunité (Stebbins et Galan, 2001).
Cependant, il importe aussi de considérer, qu’en fonction de la susceptibilité
génétique impliquée, différents virus aient le potentiel d'initier, chez lindividu,

une réponse immunopathologique.

1.5 Modeéles animaux

Afin d’élucider la pathogenése de maladies humaines démyélinisantes du SNC,
les modéles animaux sont essentiels. Bien que la SEP ne soit observée et
définie comme telle que chez I'humain, différents modéles animaux serviront
entre autre a étudier en détail Fautoimmunité en permettant, par exemple, la
caractérisation cellulaire ou/et moléculaire des cellules associées et des
molécules impliquées. Alors que certains modéles protéiques, provoquant la
démyélinisation, pourront stimuler I'action de lymphocytes CD4+, un modéle viral
déclenchera une réponse CD8+ (Sriram et Rodriguez, 1997; Miller et al., 1998).
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Comme ['étiologie de la SEP demeure inconnue a ce jour, il est important de
considérer tous les mécanismes d'action potentiellement impliqués afin de
montrer l'origine de la maladie, mais aussi pour développer éventuellement une
approche thérapeutique. La SEP étant complexe, plusieurs candidats pourraient
étre impliqués dans l'initiation de la pathologie, selon des mécanismes d’action
individuels ou combinés. Plusieurs modéles animaux sont disponibles pour

I'étude de la démyélinisation.

1.5.1 Protéiques

L'injection de protéines du SNC, telles la MBP (Pettinelli et al., 1982), la protéine
protéolipidique (PLP) (Tuohy ef al., 1988), la protéine de la myéline associée aux
oligodendrocytes (MOG) (Mendel et al., 1995), une émulsion de membrane de
cellules endothéliales cérébrales (Tsukada et al., 1987) ou la protéine de la
myéline associée aux astrocytes (MAG) (Morris-Downes et al., 2002),
émulsionnées individuellement ou en combinaison dans I'adjuvant complet de
Freund (supplémenté de mycobactéries tuées), peut provoquer une
autoimmunité anti-myéline chez I'héte susceptible. Ces protéines sont décrites
comme encéphalitogéniques chez un animal génétiquement sensible. En effet, la
génétique de I'hote joue un role important dans le développement de
immunopathologie (Encinas ef al., 1997). Le type de démyélinisation induite par
linjection de protéines du SNC est la EAE; cette encéphalite est la résultante de
I'activation de la microglie, de la production de cytokines proinflammatoires et de
l'activation de lymphocytes CD4+ (Sriram et Rodriguez, 1997). Il est aussi
possible de provoquer la EAE en utilisant des extraits de ganglions d’un animal

immunisé, stimulés in vitro, puis finalement réinjectés dans I'héte.

Les symptomes obtenus suite a l'induction de EAE chez I'animal s’apparentent
avec ceux observés dans la SEP. Une paralysie frappe les membres supérieurs
et se propage vers la téte. Les signes aigués de la maladie peuvent s’étendre sur
3-4 jours, puis s'ensuit une rémission graduelle compléte. La maladie sera
chronique, ponctuée de rechutes et de rémissions (Encinas et al, 1996). La
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démyélinisation induite dans la EAE n'implique pas directement les lymphocytes
T CD4+ dans une atteinte a la myéline, car les oligodendrocytes n’expriment pas
le CMH-II, ligands naturels du RCT. Cependant, les CD4+ contribuent au
maintien de la réponse inflammatoire, la EAE étant une maladie médiée parles T
auxilliaires de type-1 (Kuchroo et al., 1993). Ce modeéle est de plus étudié en ce
qui concerne la réponse immunitaire dans le cas d'une autoimmunité
démyélinisante, mais aussi dans des études de génétique; il est proposé que les
génes impliqués dans la possibilité de conférer la EAE pourraient aussi étre
impliqués dans la SEP. Ainsi, des modeles génétiques animaux sont souvent
étudiés, la technologie transgénique utilisée pour inhiber ou surexprimer
'expression d'un géne. Les maladies démyélinisantes du SNC et 'impact des
molécules inflammatoires sont largement étudiés a travers I'expression ou la
répression de génes de cytokines inflammatoires ou de chimiokines par exemple
(Owens et al., 2001).

1.5.2 Viraux

Bien que plusieurs modéles viraux existent pour l'étude de pathologies
démyélinisantes humaines du SNC, ils partagent souvent entre eux des
caractéristiques, tels le neurotropisme, la neurovirulence et la neuroinvasion
virale. Les virus les plus étudiés pour leur capacité d’induire, a des degrés
variables, la démyélinisation au SNC sont le virus Theiler, les virus de I'hépatite
de la souris (MHV), le virus Visna Maedi, le virus de la forest de Semliki et le
virus du distemper canin (Kastrukoff et Rice, 1998). Alors que des déterminants
de I'hdéte contribuent a la pathogenese, des facteurs viraux semblent conférer
également un potentiel plus ou moins marqué quant a la capacité d'induction de
démyélinisation. Une phase aigué de la maladie est souvent suivi d’'une période
désignée comme chronique, telle que définie ci-haut dans les modéles protéines-
induits; la réponse immunitaire orchestre la perpétuation de la pathologie.

Finalement, la persistence virale ainsi que la latence caractérisent souvent les
modeéles viraux. La latence est définie par 'absence de la traduction des génes
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qui seraient habituellement produits lors d'une infection virale productive; il n’y a
pas d’expression virale significative, mais plutét I'activation de mécanismes de
transcription associés a la latence (Flint et al., 2000). Lors de la période de
latence, aucun virus extra-cellulaire ne peut étre détecté. La production de virus,
souvent sur de longues périodes et sans qu'il y ait cytolyse, est propre a
l'infection persistente (Flint et al., 2000). Ainsi, différents virus induiront ces
différentes stratégies de latence ou persistence afin d'éviter les défenses de
'héte. Ainsi, des virus en latence ou en persistence une fois réactivés pourront
déclencher ou maintenir une éventuelle réponse autoimmunitaire, longtemps

aprés l'infection initiale.

1.6 Cytokines associées a la pathologie

La présence d'inflammation aux plagues de démyélinisation dans le SNC de
patients souffrant de SEP se traduit par la présence de lymphocytes T anti-
myéline, de lymphocytes B sécrétant des anticorps anti-myéline, ainsi que par un
grand nombre d'effecteurs mononucléés non-spécifiques (surtout des
macrophages) (Lucchinetti ef al., 1996; Marino et Hartung, 1999). Le patron des
cytokines proinflammatoires retrouvé (protéines et ARNm) au niveau des
plaques de démyélinisation actives est caractérisé par la présence de TNF-«, IL-
1B et IL-6 (Esiri et Gray, 1997). Les médiateurs inflammatoires secondaires
identifés a ces plaques et dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteints
de SEP sont surtout des chémiokines et le facteur stimulant des colonies (CSF)
(Sorensen et al., 1999). Maintes études élaborent aussi sur des patrons précis
de sécrétion de certains clones lymphocytaires T spécifiques a une des
composantes de la myéline. Chez un individu sain, la somme des sécrétions de
cytokines de type inflammatoire pourrait étre contrebalancée par une grande
production de cytokines anti-inflammatoires, mais aussi par une augmentation de
la production de TGF-B, un immunosuppresseur naturel (Rohowsky-Kochan et
al., 2000). Bref, un patient atteint de SEP exprimera surtout des cytokines
inflammatoires de type 1 qui a leur tour enclencheront des cascades
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réactionnelles stimulant 'amplification ou le maintien du contexte inflammatoire,

par exemple par le recrutement de macrophages et de neutrophiles.

2.0 LA RECONNAISSANCE IMMUNITAIRE CHEZ LE LYMPHOCYTE T

2.1 Le lymphocyte T: maturation cellulaire et éducation du récepteur

Le lymphocyte T reconnait le peptide antigénique lorsque celui-ci est niché dans
la molécule du CMH. Cette reconnaissance joue un rble primordial pour la
sélection de thymocytes immatures qui deviendront des lymphocytes T
immunocompétents (von Boehmer, 1994; Nossal, 1994). Les lymphocytes
matures CD4 ou CD8 positifs sont produits a partir d'un large bassin de cellules
double positives pour ces mémes marqueurs. La sélection des cellules simple
positives s'élabore sur la réactivitt de leur RCT af. Une population plus

restreinte de lymphocytes exprime des chaines y8; nous nous concentrerons ici

sur I'étude de RCT exprimant I'hétérodimere af.

Durant le développement des thymocytes dans le thymus, les génes codant la
portion variable (V) du RCT sont assemblés via une série de recombinaisons de
FADN. La portion V de la chaine B du RCT est formée de I'assemblage de trois
familles distinctes de segments de génes: variable B (Vp), diversité B (DB) et
jonction B (JB). Pour la chaine o, on compte respectivement une portion variable
et jonction, Va et Ja. Lors des réarrangements V et J, V et D, ou D et J, des
bases seront enlevées ou ajoutées aux séquences originales, ce qui donnera
lieu a une diversification de la séquence codante (Gellert, 1992). Les régions de
souche CDR1 et CDR2, des régions VB et Vo du RCT, font contact avec les

segments d’hélice exposés de la zone du CMH liant le peptide antigénique. La
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portion CDR3 du RCT, composée des portion D, J et N (hypervariable) aprés
réarrangement, est responsable des premiers liens avec les résidus peptidiques
exposés lorsque le peptide est niché dans le CMH. Ainsi, la séquence
peptidique, une fois nichée dans le CMH offre au RCT des résidus donnés, ces
résidus initient la réponse immunitaire en activant le récepteur. La séquence en
acides aminés d'un peptide n'est donc pas autant déterminante que les
projections du peptide antigénique dans le CMH. Il est également tres important
de considérer une grande qualité du RCT, sa plasticité ou sa dégénérescence
dans la reconnaisance peptidique, alors que plusieurs peptides (séquences
variables), avec affinités variables, peuvent activer le méme RCT. Ces derniers

éléments seront discutés plus bas.

Alors que les thymocytes immatures expriment CD4, leur processus de
différenciation nécessite le passage vers le stade double négatif pour les
molécuales CD4 et CD8. Ces précurseurs migrent au thymus de la moelle
osseuse et peuvent méme envahir un thymus irradié (Fowlkes et al. 1985).
L'expression des réarrangements de la chaine B du RCT a lieu entre les phases
CD44+CD25+ et CD44-CD25+ de différenciation chez les cellules triple
négatives CD4-/CD8-/CD3- (Godfrey et al., 1993). La chaine o connait ses
réarrangements au stade de transition des thymocytes double positifs.
Brievement, des cellules triple négatives CD4-/CD8-/CD3- se différencieront en
CD4+/CD8+ pour finalement exprimer, a la fin des sélections thymiques, un
phénotype CD4+ ou CD8+. Des cellules dites triple négative immatures
expriment le marqueur CD44, un récepteur pour l'acide hyaluronique, mais
n'expriment pas encore le marqueur CD25, la chaine p55 de faible affinité du
récepteur de I'lL-2 (Aruffo et al., 1990; Shimonkevitz et al., 1987). Une fois
passées au stade intermédiaire, les thymocytes triple négatifs n’expriment plus le
CD44, mais sont positifs pour CD25; ils ne possédent plus la capacité de migrer
vers le thymus. Le role de CD25 dans le développement des thymocytes est
encore inconnu, mais des anticorps dirigées contre cette molécule inhibent leur
développement (Zuniga-Pflucker and Kruisbeek, 1990). Les cellules triples
négatives maturent vers le stades doubles négatives, en exprimant de faibles
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niveaux de CD3 (Petrie et al., 1990). L'expression des composantes du RCT
chez les thymocytes en transition de triple négatifs vers double positifs est
controversée. Un pourcentage total de 70-80% des thymocytes double positifs
occupent le cortex, et pour 30% d'entre eux les niveaux de CD3 et RCT op
exprimés demeurent indétectables. Les cellules triples négatives matures ainsi
que les TCR négatives simples positives ne semblent pas étre des populations si

distinctes, elles expriment a des niveaux variables les génes CD4 et CD8.

Les lymphocytes CD4+ sont généralement CMH-ll-restreints et fonctionnent
surtout comme T auxilliaires. Le phénotype CD8+, CMH-I-restreint, montre des
fonctions T cytoxiques (Shortman et al., 1992). Notons ici un contexte particulier
ou des molécules glycolipidiques li€es a une molécule apparentée au CMH,
CD1, peut également lier le RCT (Beckman ef al, 1994). De plus, les
lymphocytes étant diploides, la recombinaison produit idéalement une cellule T
exprimant aux moins deux réarrangements productifs au loci o et/ou B, par
conséquent, plus d’'une combinaison des chaines aff du RCT. Chez la souris, le
réarrangement de la chaine p prévient les recombinaisons V-DJ des segments 8
endogénes. (Uematsu et al., 1988). Suivant cette importante observation, le
concept d'exclusion allélique B fut défini, ce dernier permettant I'expression d'une
seule chaine B en surface. Cette hypothése n’est pas valide pour la chaine o du
RCT, mais comme l'association fructueuse af est nécessaire pour I'expression
de surface d'un RCT, I'exclusion allélique chez un partenaire semble suffisante
(von Boehmer, 1990).

L'éducation d'un lymphocyte au niveau immunitaire est réalisée dans le thymus
par la combinaison de sélection positive et négative qui permettront la mise en
place d’'un répertoire T. Une sélection thymique positive sélectionne les
précurseurs CD4+/CD8+ s'ils reconnaissent faiblement le CMH-I ou CMH-II. Au
niveau des cellules stromales, l'incapacité de reconnaitre le soi ou le CMH,ainsi
qu'une trop grand affinité pour ces derniers conduira a la mort du précurseur
lymphoide (von Boehmer, 1994; Nossal, 1994). En effet, pour étre efficace, le

récepteur doit reconnaitre avec une affinité suffisante le complexe peptide-CMH,
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mais en se gardant de répondre contre les peptides du soi. Les cellules T
réagissant fortement contre des peptides du soi ont été déplétées durant leur
développement par le processus de sélection négative qui a aussi lieu dans le
thymus. De la combinaison des sélections positive et négative résulte un
répertoire de thymocytes matures apte a générer une réponse immunitaire
contre des antigénes étrangers dans le contexte du CMH, tout en ayant éliminé
la majorité des cellules T potentiellement autoréactives. La structure du RCT est
composée de deux chaines of (la population mineure v ne sera pas considérée
dans cette introduction), associées dans le membrane cellulaire avec les chaines

polypeptides v, 6, € et { formant le complexe TCR-CD3.

2.2 Costimulation et signalisation

Les modéles actuels d'activation du lymphocyte T énoncent deux signaux de
stimulation. Un premier signal, spécifique, engage le RCT dans la
reconnaissance et la liaison avec le complexe peptide-CMH, présent sur la
cellule présentatrice d’antigéne (CPA). Le deuxiéme signal résulte d'une
intéraction non-spécifique a l'antigéne, impliquant le récepteur CD29 et son
ligand B7, en surface de la CPA ou d’autre molécules de co-stimulation. La
présence simultanée des deux signaux est requise pour la prolifération

lymphocytaire et sécrétion de cytokines.

La molécule CTLA-4 (ou CD152), un autre récepteur pour B7, est régulée a la
hausse suite a I'activation par le RCT et la liaison B7-CD28; elle peut aussi agir
comme un inhibiteur de prolifération. La famille B7 compte deux ligands, B7-1
(CD80) et B7-2 (CD86) qui lient CD28 et CTLA-4 avec affinité et cinétique
différentes. Les voies de signalisation impliquant la famille B7 sont donc
capables de réguler de fagon positive ou négative la réponse immunitaire
(Linsley et al., 1992; Edward et al., 1998). En absence de costimulation

adéquate, les lymphocytes T subissent une anergie antigéne-dépendante (Miller
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et Bastien, 1996). La Figure 1 montre la représentation schématique de
l'interaction RCT-peptide-CMH de classe Il.

Ce modéle des deux signaux impligue donc le RCT et la CPA dans une
interaction qui méne vers de multiples cascades de signalisation. Les RCT
seraient présents regroupés en hétérodiméres, combinés avec des diméres de
CD3, en microdomaines, a la membrane plasmique (Alarcon et al., 2003). Ainsi,
le premier changement biochimique relevé suite a 'engagement du RCT par le
complexe CMH-peptide implique I'activation des familles src kinases, par Lck et
Fyn (Straus ef al., 1992; lwashima et al., 1994). La kinase Lck phosphoryle les
motifs ITAM des tyrosines présentes sur la chaine ¢, v, 8 et { du CD3 associé au
RCT. Les motifs ITAM phosphorylés recrutent ZAP-70, membre de la famille des
syk kinases (Zenner et al.,, 1996). Ensuite, ZAP-70 phosphoryle LAT, un
adapteur important pour Grb2, phosphatidylinositol-3-kinase, phospholipase C et
d’'autres éléments dans la transduction du signal pour permettre I'expression et la

secrétion de cytokines et la prolifération cellulaire.

Des boucles de rétroaction permettant des régulations négatives et positives
sont présentes a ce niveau pour moduler, amplifier ou diminuer le signal passant
par le RCT. Elles impliquent des molécules de signalisation. L'’engagement du
RCT provoque l'activation de Lck, celle-ci recrutant a son tour Csk qui inhibe Lck,
produisant un effet inhibiteur classique (Bougreret et al., 1996). Ainsi, d’autres
molécules telles CD45, CTLA-4 et Cb1 régulent I'activation du lymphocyte T a
travers différentes boucles de rétroaction (Thompson et al., 1997; Murphy et al.,
1998). Un exemple d'inhibiteur de régulation négative est ERK-1, une
sérine/thréonine kinase activée par la voie de Ras, qui amplifie I'efficacité du

signal, le promouvant (Robbins ef al., 1994).

2.3  Culture a long-terme de lymphocytes T primaires: clonage cellulaire

L'étude in vitro de population de lymphocytes T et de leurs spécificités est

nécessaire afin de lever le voile sur les origines de maintes pathologies.
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Figure 1. Schéma représentant l'interaction entre un lymphocyte T et une cellule
présentatrice d'antigéne exposant en surface le CMH de classe Il. Le peptide
niché dans le CMH est présenté au RCT. Le complexe CD3 est décrit, ainsi que
le co-récepteur CD4, impliqué ici stabilisant I'intéraction en liant le domaine 2 du
CMH-II. La molécule Ick s’approche des chaines du complexe CD3. Notons que
dans le cas ou le CMH de classe |, la molécule CD8 interragit de fagon similaire

a CD4, favorisant le contact cellule-cellule.
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Cependant, le clonage cellulaire de lymphocytes T humains primaires pour des
études a long-terme demeure une technique suffisamment délicate qui ne sera
employée que lorsqu’une population monoclonale est essentielle, ce qui est le
cas pour les études moléculaires en général. Etonnamment, malgré des
protocoles établis, le clonage de cellules lymphocytaires humaines est beaucoup
moins prévisible que celui de cellules murines, par exemple (Spits et Yssel,
1996).

La culture in vitro a long-terme de clones de lymphocytes T primaires requiert
des stimulations antigéniques a intervalles réguliers. Cependant, peu importe la
qualité de la culture initiale et les soins apportés lors de maintenance des
cultures, ces derniéres se caractérisent par une instabilitt marquée (Spits et
Yssel, 1996). En effet, la mort par anergie ou exhaustion clonale est & anticiper
(Beverley et Maini, 2000; Pawelec et al., 2000), un clone primaire n'ayant qu'un
nombre maximal de divisions cellulaires, par définition. La concentration en IL-2
est un des facteurs principaux pour tenter de conserver lintégrité de la
prolifération cellulaire. L'addition de cytokines est aussi a considérer pour
augmenter I'efficacité de culture, de méme que [l'utilisation d’agents mitogenes
non-spécifiques tel la phytohémagglutinine A (PHA) (Spits et Yssel, 1996). De
plus, la présence de facteurs de costimulation est essentielle. lls sont obtenus
par l'utilisation de CPA appropriées. En effet, en fonction du protocole utilise, il
sera possible ou non d'utiliser des CPA autologues, des cellules dendritiques,
CPA professionnelles, ou des fibroblastes exprimant le CMH désiré en relation

avec le RCT étudié.

Les besoins de notre étude ont demandé la mise au point d’'un protocole élaborée
de clonage cellulaire a long-terme de lymphocytes T humains en culture
primaire. Comme le protocole expérimental sera décrit en détail durant cette
dissertation et largement discuté, nous conclurons ce sous-chapitre ici, pour
revenir plus tard au clonage de lymphocytes T humains, une technique

largement utilisée dans la réalisation de ce projet de recherche.
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3.0 L’AUTOIMMUNITE

L’autoimmunité c'est la perte de tolérance au soi, lorsque des autoantigénes sont

reconnus par le systéme immunitaire.

3.1 La tolérance et le bris de tolérance

La tolérance est décrite comme un des mécanismes développés par le systéme
immunitaire pour prévenir une réponse contre les autoantigénes. La tolérance
des lymphocytes T est surtout assurée lors des sélections thymiques, telles que
décrites ci-haut. Cependant, il est possible que la tolérance absolue ne soit pas
obtenue. En effet, tous les autoantigénes peuvent ne pas étre présents au
thymus durant la sélection négative, ou peuvent étre présents mais en quantité
ou en concentration insuffisantes ou présent non sous l'isoforme requis (par
exemple la MBP Golli versus un des isoformes possibles de la MBP) (Aichele et
al., 1996; Fritz et Zhao, 1996). En effet, les autoantigénes exprimés
exclusivement dans les organes périphériques induiront une délétion clonale
seulement s'ils sont transportés au thymus en quantité suffisante ou s'ils sont
exprimés sur des cellules mobiles des tissues lymphoides périphériques.
Cependant, aucune tolérance n’est réalisée contre les autoantigénes localisés
dans des sites séquestrés ou exprimés en dec¢a d’'une concentration minimale;
I'affinité et 'avidité du RCT pourrait aussi ne pas étre suffisante pour induire une
réponse T (Barker et Billingham, 1972; Ferber et al., 1994, Barnaba, 1996).
Cependant, lorsque les autoantigénes entrent dans les tissus lymphoides pour
une raison ou une autre, ils seront traités de fagon similaire aux antigénes

étrangers (Olstone et al., 1991).

Les lymphocytes autoréactifs spécifiques réagissant a des autoantigenes
cryptiques sont en circulation dans I'organisme. En dépit de ces zones grises de
sélection négative, un pourcentage relativement faible de maladies
autoimmunitaires est rapporté: 5-10% de la population (Aichele et al., 1996). En
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fait, ces cellules autoréactives demeurent innofensives tant que I'autoantigéne
est caché du systéme immunitaire et demeure non présenté par une CPA
professionnelle. La détection de cet autoantigéne brisera le statut d'ignorance du
lymphocyte. Chez un individu, un lymphocyte potentiellement autoréactif peut
demeurer silencieux, la vie durant. Il est a noter en effet que dans un organisme
sain, les lymphocytes T CD4+ joueront un réle clef dans la régulation de la
tolérance périphérique en modulant la délétion de cellules immunes,
particuliérement les lymphocytes CD8+ (Frasca et al., 1998; Shevach, 2000). Ce
qui peut contribuer a briser la tolérance sera décrit en plusieurs hypothéses qui

seront présentées suite a 'énumération d’autoantigénes potentiels.

3.2 Les autoantigenes

Les autoantigénes se définissent comme des éléments du soi qui sont reconnus

par le systéeme immunitaire.

3.2.1 Protéine basique de la myéline (MBP)

Une protéine parmi les plus étudiées comme autoantigéne dans la SEP est la
MBP. Elle est un constituant majeur de la myéline, avec 30% du poids sec de
cette derniére. La MBP existe sous trois isoformes produits d'épissage(s)
alternatif(s): un isoforme de 21,5 kDa, lisoforme majeur de 18,5 kDa et un
troisieme de 17,2 kDa. L'isoforme 18,5 kDa est retrouvé plus abondament dans
la myéline mature, lisoforme 21,5 kDa est davantage présent aux étapes
précoces de formation de la myéline, de méme que dans les plaques de
démyélinisation (Schmidt, 1999).

Un autre isoforme de la MBP est un isomére chargé qui apparait durant les
modifications traductionnelles, la MBP-Golli (géne exprimé dans les
oligodendrocytes). Cet isoforme est également exprimé au thymus et aux tissus
lymphoides (Campagnoli et al., 1993; Pribyl et al., 1993). La MBP posséde un
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fort potentiel encéphalitogéne. On la retrouve dans plusieurs modéles de type
EAE.

L'activation de lymphocytes T anti-myéline dans la SEP suggére I'importance de
cet autoantigéne dans la pathogénése. De tels lymphocytes peuvent étre isolés
du sang périphérique de patients atteints de SEP et aussi de témoins sains.
Cependant, la présence de lymphocytes T anti-myéline chez les patients
s'observe avec une plus grande fréquence ce, dans le sang périphérique et dans
le liquide céphalo-rachidien (Olsson et al., 1990; Chou et al., 1992; Zhang et al.,
1994). Certaines régions de la myéline semblent en effet reconnues avec
prédilection par les lymphocytes de patients, telle les portions 84-102 et 141-165
de la MBP (Wucherpfennig et al., 1994; Kozovska et al, 1998). De plus,
'haplotype HLA-DR2, conférant une susceptibilité génétique a la SEP, lie la
portion 84-102 de cette protéine avec une grande affinité (Vogt et al., 1994,
Wucherpfennig et al., 1997; Li et al., 2000).

3.2.2 Protéine protéolipidique (PLP)

La protéine retrouvée en majorité dans la myéline est la PLP, c’est une protéine
hautement hydrophobe d’environ 30 kDa. Une protéine apparentée a la PLP est
la DM-20, une forme résultante de I'épissage de ’ARNm codant pour la PLP. La
PLP, contrairement a la MBP est exprimée dans le SNC exclusivement. La PLP

est encéphalitogéne.

En effet, on retrouve des lymphocytes anti-PLP dans le sang et le liquide
céphalo-rachidien de patients souffrants de SEP (Zhang et al., 1994). De fortes
réponses lymphocytaires contre diverses régions de la PLP sont notées dans la
littérature. Ainsi, les portions comprennant les résidus 40-60 et 89-106 de la PLP
semblent fortement activatrices de lymphocytes T chez les patients SEP (Pelfrey
et al., 1994). Une réponse anti-PLP contre la portion 95-116, restreinte par le
HLA-DR2, est aussi observée chez les patients (Ohashi ef al., 1995). Les régions
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30-49 et 180-199 (Markovic-Plese et al., 1995) ainsi que 184-199 et 190-209
(Greer et al., 1997) sont aussi étudiées car elles contiennent un épitope

immunodominant.

3.2.3 Autres protéines du SNC

Les autoantigénes dans la SEP sont nombreux, et on les observe a un moment
ou un autre comme candidats dans linduction de modéle de type EAE, comme
induisant une réponse lymphocytaire T et/ou B. Outre la MBP et PLP, ces
autoantigénes potentiels du SNC sont la MAG (Glycoprotéine associée a la
myéline: exprimée au SNC et périphérique, représente 1% de la myéline totale),
la MOG (Myéline oligodendrocyte glycoprotéine: localisée au SNC, composant
mineur de la myéline, avec moins de 0.05% de cette derniére), la CNPase (2',3'-
cyclique nucléotide 3'-phosphodiestérase: exprimée dans les oligodendrocytes,
les cellules de Schwann et les tissus lymphoides), la transaldolase (localisée
dans les oligodendrocytes, une enzyme de la voie du pentose phosphate), la
s100p (exprimée dans les astrocytes et la microglie du SNC) et I'a-B-crystaline
(une protéine de stress potentiellement surexprimée au niveau de la myéline)
(Schimdt et al., 1998). Un autre autoantigéne potentiel, la troisieme protéine la
plus abondante de la myéline du SNC, est la protéine basique de la myéline
associée aux oligodendrocytes (MOBP) (Holz et al., 2000). Cette proteine,
exprimée dans les oligodendrocytes est impliquée dans la structure de la

myéline.

Pour les protéines MOG, MAG, CNPase et s1008, des lymphocytes T
autoréactifs ont été observés chez les patients atteints de SEP (Zhang et al.,
1993; Schimdt ef al.,1997). Un fait intéressant est que la réponse proliférative
des lymphocytes contre la transaldolase semble méme plus prononcée chez les
patients que celle obtenue suite @ une stimulation antigénique avec la MBP
(Colombo et al., 1997). Pour I'a—B-crystaline une réponse T peut étre obtenue

chez les patients atteints de SEP et chez les témoins sains. On note la présence
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de cette derniere en plus forte expression au niveau des plaques de
démyélinisation (Van Noort et al., 1995).

3.2.4 Protéines hétérogénes autoantigénes

Des protéines associées au choc thermique (hsp) sont trés conservées dans
Févolution. Une plus grande expression de ces protéines pourrait étre
pathologique dans la SEP. Ainsi, des oligodendrocytes présents a la limite de
plaques chroniques de démyélinisation expriment la hsp65. Il est possible que
cette derniére soit impliquée dans I'expansion des lésions a la gaine de myéline
(Selmaj et al., 1992). On note de plus la présence de lymphocytes exprimant le
RCT v8 (ces cellules comptent pour 5% seulement du répertoire T) semblent
préférentiellement activées par les hsp et seraient retrouvés en forte
concentration dans les lésions actives de SEP, c'est-a-dire autour des

oligodendrocytes exprimant hsp65 (Brosman et al., 1996).

3.3 Mécanismes proposés pour P'activation de lymphocytes autoréactifs.

Le bris de tolérance des lymphocytes potentiellement autoréactifs implique
I'activation primaire de ces derniers. Différents mécanismes inducteurs peuvent
intervenir dans le bris du silence immunitaire de ces cellules pour éventuellement

déclencher 'autoimmunité.

3.3.1 Superantigénes

Les bactéries telles Staphylococcus, Streptococcus, Yersinia et Mycoplasma,
produisent des exotoxines identifié¢es comme superantigénes. Les virus
également, par exemple les cytomégalovirus et les rétrovirus, générent aussi de
tels agents, respectivement comme composante de la particule virale initiale ou
comme résultante de lintégration du génome dans Ihéte (Acha-Orchea et
MacDonald, 1995). Ces superantigénes sont de puissants activateurs

lymphocytaires non-spécifiques, car ils lient une famille donnée de chaine p du
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RCT de fagon extérieure a la niche peptidique. La prolifération cellulaire
observée chez une méme famille de RCT est décrite comme polyclonale (Zhang
et al., 1995; Renno et Acha-Orbea, 1997). Les superantigénes lient fortement le
CMH-II et sont donc présentés par des CPA classiques (Held et al., 1994,
Labrecque et al., 1993).

L'activation lymphocytaire par un superantigéne n’est pas différente de celle
obtenue pour un lymphocyte régulier ou un lymphocyte potentiellement
autoréactif. Brisant la délicate balance de la tolérance, ce mécanisme peut
méme mener vers la production d'autoanticorps (Beutner et al., 1995). Ainsi, un
lymphocyte autoréactif activé en périphérie par le superantigéne peut migrer au
site de reconnaissance de [l'autoantigéne et induire [autoimmunité.
Alternativement, un superantigéne présenté par un organe cible initiera une
cascade de réactions inflammatoires. Les cellules T présentes au site produisent
donc des cytokines et sont impliquées dans le recrutement des leukocytes.
Eventuellement, s'il y a activation des lymphocytes autoréactifs, ces derniers
entraineront la destruction du tissu ciblé, provoquant le relargage d’'autres
autoantigénes tissulaires. Ces derniers seront repris puis présentés a leur tour
par les CPA, le tout amplifiant ou maintenant le processus autoimmunitaire
(Renno et Acha-Orbea, 1997).

En général, une fois le superantigéne rencontré, la population cellulaire stimuleée
suite a cette activation polyclonale est éliminée du répertoire par apoptose. Les
quelques lymphocytes non-éliminés sont observés comme ne répondant plus a
I'action du superantigéne (Kawabe et Ochi, 1991; Baschieri et al., 1993).

3.3.2 Inflammation et propagation de déterminants

Le contexte inflammatoire, résultant d’'une infection virale par exemple, est
propice a l'établissement de processus autoimmunitaires, car il favorise la
réponse immunitaire de Forganisme. Ainsi, laugmentation de I'expression des

molécules du CMH en surface des CPA, suite a la sécrétion de cytokines IFN-y
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et TNF-a, privilégie les interactions cellule-cellule (Barnaba, 1996). De plus, la
quantité de cytokines et de chémiokines sécrétées au site d'inflammation, en
plus de recruter des effecteurs immunitaires, augmente I'expression de
protéases cellulaires qui provoquent des dommages tissulaires (Barnaba, 1996).
Il importe ensuite de considérer les infections virales qui induisent une réponse
immunitaire chronique et inefficace et qui peuvent produire une forte destruction
tissulaire due a la lyse cellulaire viro-induite ou a 'immunopathologie résultante
de l'action des lymphocytes cytotoxiques (Aichele et al., 1996). Les débris
tissulaires résultants seront ensuite présentés aux CPA professionnelles. Ces
nouveaux antigénes peuvent potentiellement activer d'autres cellules T et B,

peut-étre méme des cellules autoréactives.

La propagation de déterminants ou d'épitopes est un autre phénomene
permettant d’amplifier ou de maintenir I'état d’'activation cellulaire en permettant
I'élargissement du bassin d'autoantigénes disponibles. Ces derniers qui sont
habituellement séquestrés, pourront a leur tour activer une cellule autoréactive
(Oldstone, 1998).

3.3.3 Mimétisme moléculaire

Le mimétisme moléculaire représente un autre processus pouvant induire le bris
de la tolérance et déclencher Fautoimmunité (Oldstone, 1987; Oldstone, 1998).
Dans ce processus, I'agent microbien partage des déterminants antigéniques
avec des antigénes du soi. Méme si la réponse du systéme immunitaire contre
un antigéne du soi est parfois décrite comme étant moins puissante que lorsque
la réponse est dirigée contre un antigéne étranger, elle peut toutefois conduire
vers un processus pathologique (Hemmer et al, 1997). Nous nous
concentrerons ici sur le potentiel des virus a activer des lymphocytes T par
mimétisme moléculaire. En répondant contre l'infection virale, les lymphocytes
ainsi impliqués enclenchent également une réaction autoimmunitaire contre le
soi. La réponse lymphocytaire peut étre maintenue longtemps aprés que le virus
soit éradiqué. En effet, dans certains cas d'infections aigués, malgre une
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reponse immunitaire efficace et rapide contre Pagent viral, des réactions

autoimmunitaires seront observées plus tardivement (Oldstone, 1998).

Un large spectre de peptides permet l'activation d'un méme RCT, tel que
démontré par des études réalisées avec des librairies peptidiques combinatoires
(Hemmer et al.,, 1997). La confirmation de ce phénoméne fut obtenue chez la
souris modifiée génétiquement pour placer Femphase sur la variabilité des RCT
et non sur la dissemblance peptidique. En effet, des souris qui n'expriment qu'un
complexe peptide-CHM-II (ou un répertoire CMH hautement restreint),
produisent un grand nombre de clones de lymphocytes T CD4+ qui représente
entre 20-50% du répertoire d’'une souris sauvage (Ignatowicz et al., 1996; Surh
et al., 1997). Le degré de flexibilité dans la reconnaissance par le RCT permet
donc aussi la reconnaissance d’'un méme complexe peptide-CMH par plus d’'un
RCT.

Une homologie de séquence ou plus souvent une analogie conformationelle,
décrite par la structure tridimensionelle du peptide ancré dans le CMH, peut étre
a l'origine d'une reconnaissance antigénique croisée. Par exemple, des clones
lymphocytaires T, obtenus de patients atteint de SEP qui sont dirigés contre la
MBP, sont aussi stimulés par divers peptides viraux (Wucherpfennig et
Strominger, 1995). De plus, dans le cas du diabéte sucré insulino-dépendant, la
réponse autoimmunitaire des lymphocytes T semble aussi dirigée contre la
glutamique acide décarboxylase (GAD) suite a linfection par le virus Coxsackie
B (Oldstone, 1998). Cette enzyme partagerait des déterminants antigéniques
avec la protéine P2 de ce dernier (Sarugeri ef al., 2001).

Le laboratoire du docteur Pierre Talbot a aussi montré en 1996 la présence
hautement significative de lymphocytes T ayant une spécificité antigénique
croisée coronavirus-myéline chez les patients souffrant de SEP, lorsque
comparée a celle obtenue chez le témoins sains (Talbot ef al,, 1996). Cette
expérience sert grandement d’assise a ce projet de doctorat. Dans cette étude,

utilisant des lignées lymphocytaires T issues du sang périphérique, un
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phénomeéne de réactions croisées a été observé avec prédilection chez les 16
patients atteints de SEP, comparés avec 14 témoins sains étudiés. Ces résultats
sont trés significatifs avec 29% des lignées produites chez les patients, versus
seulement 1,3% chez les témoins, montrant une double spécificité antigénique.
Les antigénes a I'étude pour cette expérience étaient le coronavirus humain
229E (HCoV-229E) et la protéine basique de la myéline (MBP).

C'’est par la contribution de modéles animaux que fut observée l'implication
potentielle d'infections dans le déclenchement de maladies autoimmunitaires par
le processus de mimétisme moléculaire, suite a I'observation d'anticorps et de
lymphocytes T montrant des réactions antigéniquement croisées virus-
protéines/peptides du soi (Fujinami et Oldstone, 1985). Par ['utilisation de
cellules données, exprimant un transgéne désiré qui partage des déterminants
avec les composantes virales, on arrive a déclencher, suite a linfection, un
diabéte sucré insulino-dépendant si le transgéne est exprimé par les cellules
des filots de Langerhans (Evans et al., 1996). Lorsque des oligodendrocytes sont
porteurs du transgéne d'intérét, une maladie démyélinisante peut survenir
(Ohashi et al., 1991). Le virus herpes simplex de type 1 chez la souris provoque
la kératite stromale, une maladie autoimmunitaire de I'ceil, ou des lymphocytes
CD4+ sont activés contre une protéine virale et un antigéne de la cornée (Zhao
et al.,, 1998). Le virus de Theiler (TMEV) peut également déclencher une
démyélinisation induite par une réponse lymphocytaire CD4+ ; ce virus modifié
pour lexpression d'un épitope 139-151 de la protéine PLP induit une
autoimmunité également initiée par les lymphocytes CD4+ (Olson ef al., 2001).
Récemment, il a été montré chez 'humain qu'une infection HTLV-1 peut
provoquer par mimétisme moléculaire une réponse de type anticorps contre les
neurones, et une maladie neurologique (Levin et al, 2002). Toutes ces
observations mettent bien en évidence limportance potentielle du mimétisme
moléculaire dans l'induction de pathologies autoimmunitaires. C'est a ce
mécanisme de mimétisme moléculaire précisément que nous nous sommes
intéressés dans le cadre de nos recherches. Il apparait en effet comme un

élégant mécanisme pour expliquer l'apparition de l'autoimmunité dans le cas
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d'une pathologie comme la SEP. Ainsi, chez une personne prédisposée
génétiquement, une infection virale pourrait induire un bris de tolérance et activer
des lymphocytes T autoréactifs; I'organisme ne pouvant discerner le peptide viral
de l'antigéne du soi, une pathologie résultant de l'attaque immunitaire pourrait
étre observée.

4.0 LES CORONAVIRUS

Une attention plus particuliére est accordée dans cette thése aux coronavirus,
car ils sont impliqués dans nos recherches sur I'étiologie potentielle de la SEP. |l
est cependant a considérer que ce virus figure dans une longue liste de virus
pouvant eux-aussi étre possiblement associés a cette pathologie. En effet,
plusieurs virus pourraient étre impliqués dans des mécanismes comme le
mimétisme moléculaire, causant ainsi un bris de tolérance pouvant mener a
'autoimmunité. Une possibilité est que différents virus pourraient étre impliqués
en fonction de la prédisposition génétique de lindividu. Le coronavirus est le
virus candidat étudié dans le cadre de ce projet de recherche. Ce virus,
neurotrope et neuroinvasif, a accés au SNC, la cible de la SEP. De plus, tel que
décrit dans la section 4.4 de cette thése, le coronavirus murin peut induire chez
I'hote susceptible une maladie qui ressemble a la SEP. Des études explorant un
lien potentiel entre ce virus et une pathologie du CNS chez I'humain sont donc

pertinentes.

4.1 Nomenclature et propriétés structurelles

De l'ordre des Nidovirales et de la famille des Coronaviridae, le genre

Coronavirus est divisé en trois groupes antigéniques distincts (Lai et Cavanagh,
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1997; Enjuanes et al., 1999). Dans le premier groupe antigénique on retrouve le
coronavirus de la gastro-entérite transmissible du porc (TGEV), le virus de la
diarrhée porcine (PEDV) le coronavirus félin (FCoV), le virus de la péritonite
infectieuse féline (FIPV), le coronavirus canin (CCoV) et le coronavirus humain
229E (HCoV-229E). Le deuxiéme groupe antigénique inclus le virus de I'hépatite
murine (MHV), le coronavirus bovin (BCoV), le virus de [l'encéphalite
hémagglutinante porcine (HEV), le coronavirus de dinde (TCoV) et le coronavirus
humain OC43 (HCoV-0OC43). Le dernier et troisieme groupe comprends le virus
de la bronchite infectieuse aviaire (IBV). Ce sont des études a l'aide d'anticorps
monoclonaux et de séquengage du matériel génétique qui permettent de
conclure sur I'appartenance du virus a l'un des différents groupes antigéniques

énumeéreés.

Le coronavirus est un virus ARN simple brin de polarité positive. Son génome,
qui s'étend sur 27 a 32 kilobases (kb), est incorporé dans une nucléocapside. Le
coronavirus expose des spicules (S) caractéristiques qui lui conférent une
architecture s'apparentant a une couronne. L'enveloppe de ces virus est
également composée de protéines de membrane (M) et d'une petite protéine
membranaire (E). Certains membres du groupe antigénique de type deux
possédent une protéine supplémentaire, 'hémagglutinine-estérase (HE) (Lai et
Cavanagh, 1997).

4.2 Protéines structurales et non-structurales

La protéine S des coronavirus forme un complexe d'environ 180 kDa composeé
de deux régions, S1 et S2, situées en partie N et C-terminale respectivement, de
la protéine. Cette protéine glycosylée est responsable de lattachement au
récepteur cellulaire (Yokomori et Lai, 1992; Mounir et Talbot, 1993; Lai et
Cavanagh, 1997; Bonavia et al., 2003). Plusieurs variations génétiques sont
rapportées pour cette protéine, surtout pour la portion S1 qui serait importante
pour la neurovirulence (Taguchi et al, 1995; Lai et Cavanagh, 1997). La

nucléocapside formée des protéines N protege le ARN génomique contre
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lattaque des protéases. La protéine M est impliquée dans I'assemblage et le
bourgeonnement a la membrane intracellulaire pour la production de virions
(Mounir et Talbot, 1992; Lai et Cavanagh, 1997). La protéine E est requise pour
'assemblage des virions (Vennema et al., 1996).

Les fonctions de plusieurs protéines non-structurales des coronavirus demeurent
encore a étre élucidées. Par exemple, plusieurs cadres de lecture ouverts du
géne de la polymérase (pol), géne qui couvre prés des deux tiers en S1 du
génome coronaviral, codent différentes protéines ayant des activités variées
(Heusipp et al., 1997; Lai et Cavanagh, 1997). De plus, plusieurs cadres de
lecture codent des protéines dont les fonctions demeurent encore a identifier, tel
le cadre de lecture situé entre le géne pol et celui codant pour la HE qui
produirait une petite protéine retrouvée dans les cellules suite @ une infection
coronavirale (Labonté et al., 1995). Un fait intéressant, une identité de séquence
de cinq acides aminés (dans le cadre de lecture du géne 4b) est observée entre
le sérotype 229E du coronavirus humain et la MBP (Jouvenne et al., 1992;
Chagnon et al., 1998).

4.3 Cycle réplicatif

L'attachement du coronavirus au récepteur de la cellule cible constitue la
premiére étape de linfection. Le récepteur utilisé par le HCoV-229E est
I'aminopeptidase N ou le CD13 (Yeager et al., 1992; Lachance et al., 1998). Un
récepteur précis pour HCoV-OC43 n’a pas encore été identifié, mais ce virus
s'associe a des résidus d’'acide sialique (Kunkel et Herrler, 1993). Ainsi, une fois
attaché, le coronavirus pénétre la cellule cible par fusion ou endocytose, il y a
ensuite décapsidation et le cycle réplicatif du virus s’amorce (Lai et Cavanagh,
1997).

La réplication virale aurait surtout lieu dans le cytoplasme de la cellule hote. Le
génome coronaviral posséde de I'extrémité 5’ vers I'extrémié 3, tout d'abord le
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cadre de lecture de I'ARN polymérase, celui codant pour la protéine HE s'il y a
lieu, puis pour S, ensuite pour E, M et enfin N. Les protéines non-structurales
sont codées par des portions géniques incluses entre les cadres de lecture S et
E, EetM, Met N, et par des régions présentent en portion 3' du génome. En tout
début du cycle de réplication, une polymérase a ARN-ARN dépendante est
traduite du premier géne. C'est grace a cette enzyme qu'il y aura synthése du
brin négatif (souvent tenu comme caractéristique de la présence de réplication
virale). Ce brin sert ensuite de gabarit pour la synthése d’ARNm sous-
génomiques. Ces ARN sont élaborés sous le modéle suivant, le plus petit
d’'entres eux contient le premier cadre de lecture en 3’ du génome, le second
ARNmM est défini par un cadre de lecture supplémentaire en portion 5'. Il est aussi
a souligner que des ARN sous-génomiques de polarités négatives servent de
gabarits pour la synthése des ARNm sous-génomiques (Sawicki et Sawicki,
1998). Finalement, les cadres de lecture s’additionnent un a un pour terminer par
un ARNm de la taille du génome entier. Ainsi, le cadre de lecture de la protéine
N se retrouve partie intégrante de tous les ARN sous-génomiques étant donné
sa localisation en 3' du génome viral. La traduction de chaque ARNm se fera

exclusivement a partir de la portion 5’ du génome (Lai et Cavanagh, 1997).

4.4 Infection par le coronavirus murin (MHV)

Le coronavirus murin, en plus de causer des hépatites et des gastro-entérites
chez la souris susceptible, peut induire une maladie démyélinisante du SNC qui
s'apparente a la SEP. La susceptibilitt¢ d’'une souris a Tinfection par MHV est
déterminée par un polymorphisme de la glycoprotéine biliaire, utilisée comme
récepteur par ce dernier, qui traduit un tropisme accentué dans linfection des
neurones et macrophages (Chen et al., 1995). Ainsi, le MHV utilise la voie
sanguine ou lymphatique pour permettre a une infection primaire périphérique de
se propager jusque dans le SNC de la souris sensible (Barthold et Smith, 1992).
Cependant, les souches neurotropes de MHV peuvent aussi étre transportees
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rétrogradement le long du nerf olfactif et envahir le SNC de I'héte grace a leur
caractére neuroinvasif (Lavi et al., 1988, Barnett et Periman, 1993).

Une infection aigué de souris sensibles au MHV s’élabore sur quelques jours
(Lampert et al., 1973, Weiner, 1973; Knobler et al.,1982; Dales et Anderson,
1995). Elle est caractérisée par une encéphalomyélite, l'infection de cellules
neuronales et gliales, de méme que par une forte production de virus infectieux.
Alternativement, une maladie chronique peut aussi résulter de linfection par
MHV. Cette maladie qui se prolonge durant des semaines (et des mois) est
décrite comme une démyélinisation inflammatoire ponctuée de cycles de
remyélinisation et de démyélinisation. On note linfection prédominante des
cellules gliales, la persistence virale au SNC et des réactions autoimmunitaires.
En effet, la maladie chronique est marquée par l'activation de lymphocytes T
dirigés contre la myéline (Watanabe et al., 1983). Cette maladie chronique est un

modele de démyélinisation étudié dans la SEP.

4.5 Infection par le coronavirus humain (HCoV) et pathogenése

Il existe deux sérotypes de coronavirus humain, soit HCoV-229E et HCoV-OC43.
Chez I'humain, ces derniers sont responsables d'infection du tractus respiratoire
étant associés a environ 30% de rhumes et d'infection nosocomiales chez les
nouveau-nés prématurés (Tyrrell et al., 1993; Myint, 1994; Sizun et al., 1993 et
1998). Les femmes seraient plus susceptibles aux infections de nature
coronavirales que les hommes (Callow, 1995). De plus, la majorité de la
population est séropositive pour la présence d’'anticorps contre le coronavirus
dés l'age de 5 ans (Myint, 1994). Ces derniers sont souvent dirigés contre la
protéine S et seuls les anticorps de type A conférent une certaine protection
contre l'infection (Callow, 1985). Une réponse lymphocytaire est aussi observée.
Des lymphocytes T CD4+ activés par les protéines S et N de HCoV-229E ou
simplement contre les deux sérotypes sont isolées du sang périphérique de
témoins sains et de patients atteints de SEP (Spencer et al., 1995; Talbot et al.,
1996; Boucher et al., 1998). De plus, on a pu confirmer la présence d'anticorps
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dirigés contre des protéines coronavirales. Ces derniers sont retrouvés dans le
liquide céphalo-rachidien et en périphérie chez des témoins sains et/ou des
patients souffrants de SEP (Salmi et al., 1982; Johnson-Lussenburg et Zheng,
1987; Fleming et al., 1988).

Les études réalisées chez MHV ont montré neurotropisme, neuroinvasion et
neuropathologie. Des caractéristiques similaires chez I'humain pourraient avoir
des implications déterminantes dans I'explication de pathologies du SNC, ce qui
justifie grandement I'étude des coronavirus humains, malgré le fait qu'ils soient
souvent décrits comme des pathogénes respiratoires bénins. Ainsi, le
coronavirus humain semble aussi montrer un neurotropisme in vitro, comme le
suggere l'infection de lignées cellulaires (Talbot et al., 1994; Lachance et al,,
1998; Arbour et al.,1999a,b) et de cellules en cultures primaires (Bonavia et al.,
1997, Cabirac et al., 1995).

De plus, la présence de coronavirus humains a été observée au SNC, ce qui
suggére également des potentiels neurotrope et/ou neurovirulent et/ou
neuroinvasif. En effet, des particules de morphologie apparentée au coronavirus
ont été pour la premiére fois observées en 1976 dans le cerveau d'un patient
atteint de SEP (Tanaka et al., 1976). Des particules coronavirales furent isolées
du cerveau dés 1980 (Burks et al., 1980). De plus, la présence de l'expression
de I'ARN coronaviral des deux sérotypes est décrite au niveau du SNC (Stewart
et al., 1992, Murray et al., 1992; Arbour et al., 2000).
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS

En prenant assise sur I'ensemble de la littérature et des différentes hypothéses
proposées, plusieurs objectifs de recherche ont été avancés pour étre validés
dans le cadre de ce projet de recherche qui portait sur I'étude du mimétisme

moléculaire coronavirus-myéline des lymphocytes T dans la SEP.

Ainsi:

1- L'étiologie de la SEP demeure inconnue a ce jour. Elle est décrite comme une
maladie démyélinisante, inflammatoire, autoimmunitaire et une des
caractéristiques importantes de la réponse immunitaire associée a la pathologie
est I'activation de lymphocytes T CD4+ autoréactifs contre la MBP, une protéine
de la myéline. Notre intérét se porte sur I'exploration d’'un mécanisme potentiel
qui pourrait expliquer le processus d’activation de ces lymphocytes T autoréactifs
anti-MBP.

2- Le coronavirus murin induit chez un héte susceptible une maladie chronique
démyélinisante qui s'apparente étrangement a la SEP. Les coronavirus humains
seraient eux aussi neurotropes, neuroinvasifs et neurovirulents. Ainsi, le
coronavirus, comme virus candidat, est a considérer dans les études sur

I'étiologie et le développement de la SEP.

3- De plus, en 1996, le laboratoire du docteur Pierre Talbot a montré une
présence hautement significative de lignées lymphocytaires périphériques
antigéniquement croisées coronavirus-myéline (229E et MBP) chez les patients
atteints de SEP, lorsque comparée a la présence de ces lignées obtenue chez le
témoins sains. En effet, 29% des lignées antigéniquement croisées coronavirus-
myéline obtenues chez les patients atteints de SEP montraient une spécificité
croisée, contre seulement 1,3% des lignées obtenues chez le témoins sains. Ces
derniers résultats servent d'assise a mon projet de doctorat réalisé chez

I'humain.
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Les objectifs qui s'inscrivaient dans ce projet de doctorat étaient donc de:

1- De produire des clones de lymphocytes T primaires périphériques chez des
patients atteints de SEP afin de confirmer que le phénoméne des réactions
croisées coronavirus-myéline que lI'on associe a la SEP est bien la résultante
d'une seule cellule et non le produit de spécificités variées associées a une
population lymphocytaire hétérogéne. Ainsi, montrer le caractére clonal du

mimétisme moléculaire coronavirus-myéline observé précédemment.

2- Ajouter le sérotype OC43 de coronavirus humain et la protéine protéolipidique
PLP dans ces analyses de mimétisme moléculaire au niveau de lymphocytes
périphériques de patients atteints de SEP. Ce sérotype, comme le sérotype 229E
d’ailleurs, est neurotrope et neuroinvasif et pourrait lui aussi étre impliqué dans

des attaques autoimmunitaires au SNC.

3- Caractériser la chaine B du RCT des clones antigéniquement croisés obtenus
de patients atteints de SEP. Afin de voir si une famille de Vp particulier ou un
patron donné de séquence hypervariable (CDR3) est associé au phénomene de
réactions-croisées, il importe d'analyser au niveau moléculaire ces clones

lymphocytaires T coronavirus-myéline obtenus.

4- Evaluer I'éventuelle pertinence pathologique des observations réalisées.
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1.0 PRODUCTION A LONG-TERME DE CLONES LYMPHOCYTAIRES T
HUMAINS A PARTIR DU SANG PERIPHERIQUE

1.1 Sélection des participants

Toute participation a cette étude était volontaire et réalisée selon un
consentement éclairé. Les participants ont été sélectionnés en accord avec les
régles régissant un protocole expérimental. Ce dernier fut au préalable accepte
par des comités institutionels d’éthique et scientifique du CHUM, Montreal,
Canada et de I'Institut National de la Recherche Scientique, Québec, Canada.
Les échantillons de sang périphérique nécessaires furent prélevés en clinique,
par des infirmiéres certifiées. Un systeme codé d’échantillonage et d'analyse a

permis de conserver la confidentialité des analyses en tout temps.

De plus, chaque participant a témoigné ne pas avoir pris aucun médicament
affectant le systéme immunitaire (de type immunosupresseur) pour une peériode
d'au moins deux mois avant le début de cette étude. Aucun effet secondaire
pouvant résulter de la participation a un tel protocole ne fut souligné en ce qui

concerne |'état de santé général des participants.

1.2 Antigénes utilisés

La préparation des antigénes MBP et HCoV-229E entre autre utilisés pour les
expériences décrites dans cette thése est détaillée dans Talbot et al., 1996. La
PLP et l'antigéne HCoV-OC43 ont également été étudiés dans le présent projet.
La nature des antigénes est soit un lysat de cellules infectées ou une protéine de

la myéline purifiée.

La préparation de la MBP humaine a été réalisée a partir d’'un échantillon de

cerveau humain normal (Banque de Cerveaux de Montréal, Hopital Douglas,
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Québec, Canada). Brievement, la protéine a été isolée de la matiére blanche du
cerveau par une extraction au phénol-chloroforme suivi d'une dialyse d'une nuit
(Cheiftez et Moscarello, 1985). Purifiée par chromatographie, la PLP nous fut
gracieusement fournie par le Dr. Mario Moscarello (Hospital for Sick Children,

Toronto, Canada).

Des lysats de cellules infectées par I'un ou l'autre des deux sérotypes de
coronavirus humains furent aussi purifiés afin de servir comme antigénes. La
souche de coronavirus humain 229E (HCoV-229E), obtenue de I'American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, E.-U.) a été cultivée sur la lignée
cellulaire pulmonaire embryonnaire humaine L132. Des cellules L132 ont été
infectées avec ce coronavirus a une multiplicité d’'infection de 0.01, ce pour 43
heures a 33°C. L'antigene témoin utilisé a été préparé a partir d’'une culture
paralléle de celulles L132 non-infectées. Suite a l'incubation, les cellules ont subi
trois cycles de gel/dégel, respectivement a -70° et 37 °C. L'extrait cellulaire a
ensuite été clarifié par centrifugation a 9 600 x g pour 20 min, puis congelé a —70
°C jusqu’a utilisation. Tout juste avant usage, la charge infectieuse de ces lysats
clarifiés (potentiellement 10° TCID so/mL), a été inactivée par une exposition de

20 min aux rayons ultra-violets.

Le HCoV-OC43 (ATCC; Rockville, MD, E.-U.) a été isolé d’'une culture HRT-18
(lignée cellulaire de carcinome de colon), cultivée, infectées, puis récoltee
comme décrit pour I'antigéne HCoV-229E. Une culture parralléle de cellules

HRT-18 non-infectées a servi d’antigéne témoin.

1.3 Production de clones lymphocytaires humains du sang périphérique

Un prélévement d’environ 400mL de sang périphérique humain a été réalisé
dans des sacs stériles héparinés. Ce volume de sang génére en général assez
de cellules leukocytaires (PBL) par patients pour I'étude et ses rondes de
stimulations antigéniques nécessaires. Une concentration cellulaire raisonnable
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peut-étre estimée grossiérement a 1X10° cellules/mL de sang, mais ce chiffre
peu fluctuer grandement entre les individus. Ainsi, les échantillons de sang
humains ont été centrifugés sur un gradient de FicolllHypaque™(Pharmacia) afin
d'isoler les PBMC. Toutes les centrifugations ont eu lieu a 4 °C et les échantillons
cellulaires furent gardés sur glace jusqu'a leur mise en plateaux. Ces
échantillons ont ensuite été resuspendus a une concentration de 1X10°
cellules/mL dans du milieu de culture complet: RPMI 1640 (Invitrogen)
supplémenté de 50U/mL d'un mélange pénicilline et streptomycine (Gibco),
5X10° M de p-mercaptoéthanol et 10% (v/v) de sérum autologue inactivé (30
min a 56 °C). Ce sérum constitue la couche supérieure obtenue aprés gradient

de Ficoll/Hypaque™.

Les cellules ont ensuite été ensemencées a 1X10° cellules/mL, dans des
plateaux 96 puits a fonds plats (ICN), pour un volume total de 200 pl. Puis,
antigéne de sélection fut ajouté a chaque lignée, a raison d'un antigéne par
plateau. On a utilisé généralement un plateau par antigéne, mais ce rapport du
nombre de puits (lignée) par antigéne a pu diminuer si moins de cellules avaient
été isolées du sang périphérique au départ ou si un volume minimal de sang
avait été prélevé. Les antigéne du SNC sont la MBP et la PLP; ils ont été ajoutés
a raison d'une concentration finale de 6ug/puits. Les extraits inactivés de
coronavirus sont présents dans chaque puits a une dilution finale de 1/20. Les
dilutions, lorsque nécessaire, ont toujours été réalisées dans du RPMI 1640.
Aprés la mise en culture, les cellules PMBC qui restaient ont été congelées afin
de servir de CPA autologues dans les rondes de stimulations antigéniques a
venir, ces activations cellulaires exigaient une présentation antigénique restreinte

dans le contexte du soi.

Afin que les PBMC puissent étre congelés pour ensuite servir de CPA
autologues efficaces, la quantité de DMSO (Gibco), un agent fréquemment utilisé
en congélation pour préserver l'intégrité ses membranes cellulaires, ne doit pas
dépasser 15% (v/v) de la concentration finale. Le DMSO a donc été ajouté a la

bonne concentration, 8 du RPMI complet de congélation. Ce milieu est similaire
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au milieu RPMI complet, cependant la concentration finale de sérum autologue
fut montée a 20% (v/v). Les concentrations cellulaires lors de la congélation
variaient entre 2 et 10X10° cellules/mL. Les cellules ont ét¢ congelées

rapidement, sur glace séche, puis entreposées a -80 °C.

Aprés sept jours de culture, de I'lL-2 (Hoffman-La Roche) a été ajoutée aux
lignées primaires lymphocytaires T humaines (TCL) a une concentration finale de
20 U/puits. Au jour 12 de mise en culture, un test d’incorporation de thymidine-
tritite permettait d'identifier la spécificité antigénique des TCL. Cet essai est
décrit plus bas. Par la suite, les TCL montrant une spécificité antigénique relative
a l'antigéne utilisé pour la sélection antigénique initiale ont été clonées par
dilution limite pour I'obtention de clones lymphocytaires T (TCC). Des dilutions
sérices de 3, 1 et 0.1 cellules/mL ont été réalisées avec les TCL lavées
précédemment par centrifugation a 800 x g dans un tampon phosphate pH 7.0
standard. Dans un volume final de 10 pl/puits, les dilutions furent mises en
plateau Terazaki-60 puits (ICN). Puis, un autre 10 pl fut ajouté a chacun des
puits pour obtenir un volume final de 20 pl. Ce dernier volume ajouté contient les
APC autologues décongelées, puis lavées, resuspendues a 5X10° cellules/puits
et irradiées a 2500 rad, ainsi que l'antigéne de sélection en concentration
semblable a celle utilisée lors de la mise en culture initiale. Une deuxiéme série
parallele de plateaux Terazaki a ensuite été montée afin que de la PHA soit

également ajoutée a ces cultures cellulaires parralléles de TCC.

Afin de s'assurer d'une efficacité de prolifération cellulaire optimale, de I'lL-2 a
été ajoutée périodiquement (3-4 jours selon la prolifération) aux cultures, a raison
de 5 U/puits. La culture et 'expansion cellulaire des TCC fut surveillée de pres, a
chaque jour. Les TCC humains primaires exhibent parfois des particularités
propres, telle la vitesse de croissance: certains proliférent rapidement, d'autres
non. La distribution stastistique de Poisson prévoit qu'un clone est obtenu
lorsque moins de 33% des puits ensemencés montre une prolifération cellulaire
positive (Chen et al., 1982). La culture cellulaire des TCC a donc vérifiée chaque

jour avec un microscope inversé a contraste de phase (Nikon); une population
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lymphocytaire activée est caractérisée a ses tous débuts par la présence de
blastes ronds et clairs formant une colonie serrée. Dans les puits qui
présentaient peu ou pas de croissance cellulaire on pouvait observer une couche
de CPA, possédant des structures cytoplasmiques marquées, qui s’étendait a
'ensemble du puits. Subséquemment, une population lymphocytaire en
expansion sera marquée par la présence d’acidité dans le milieu, ce qui le fait
varier en couleur. Les cellules en culture ont ainsi été changées vers un puits
plus spacieux, selon leur vitesse de croissance, pour éviter l'inhibition de contact

qui ralentirait I'expansion cellulaire.

Lorsque le nombre de cellules le permettait, des test standards d'incorporation
de thymidine-triti€ée ont été réalisés pour déterminer la spécificité antigénique des
clones T. Ainsi, les TCC sélectionnés comme répondant respectivement aux
antigénes de sélection, soit les lysats inactivés HCoV-229E et HCoV-OC43, et
les protéines du SNC MBP et PLP, ont été maintenus en culture, restimulés
antigéniquement a des intervalles de deux semaines (toujours avec des APC
autologues irradiées). Aprés un maximum de quatre restimulations antigéniques
post-clonage, la spécificité antigénique étant reconfirmée chaque fois, les TCC
de spécificité antigénique connue furent congélés a -80 °C dans du milieu RPMI
1640 de congélation, tel que décrit précédemment. Certains TCC sont
monospécifiques, reconnaissant lantiggne de sélection, et parfois un
phénoméne de réaction antigénique croisée est obtenu, un TCC reconnaissant
lantigéne de sélection et un antigéne d'intérét donné. Ces clones, dits croises,
ont été, par exemple, sélectionnés par HCoV-229E, mais sont activés également
lorsque la MBP leur est présentée. Ces TCC primaires & long-terme ont, par la

suite, été étudiés au niveau moléculaire.

1.4 Test d’incorporation de thymidine-tritiée: spécificité antigénique

Afin de déterminer la spécificité antigénique des lymphocytes T, des tests
d'incorporation de thymidine-tritiée ont été faits. Les cultures lymphocytaires ont
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donc été, a chaque restimulation antigénique, divisées en deux, une partie
servant a [I'expansion cellulaire, lautre utilisée pour la caractérisation
antigénique. Dans un plateau a 96 puits ronds (ICN), un total de 1X10*
lymphocytes T ont été placés en présence de 5 X10* a 1X10° APC (en fonction
du nombre de PBMC isolés au départ) et en présence de I'antigéne de sélection
en concentration standard, dans un volume total de 0.1mL/puits. En plus de tous
les antigénes témoins relatifs aux antigénes de sélection, soit le milieu de culture
complet pour les protéines du SNC et des lysats de cellules non-infectées pour
les antigénes viraux, un antigéne témoin supplémentaire fut utilisé dans le cadre
de cet essai. Afin de surveiller la présence de cellules T mémoires ou toute
prolifération cellulaire aspécifique, la toxine tétanique (Biochem Vaccins), a
raison d’'une concentration finale de 1 ug/puits, a été utilisée. Ainsi par exemple,
un TCC sélectionné par un antigéne du SNC fut testé pour la reconnaissance
des antigénes viraux, des témoins appropriés et de la toxine tétanique témoin.
Cette toxine est obtenue par purification sur charbon de bois (Biochem Vaccins).
Le clone ne fut cependant pas mis en présence de l'autre antigéne du SNC.
Cette procédure aurait été intéressante, mais des restrictions quant la quantite
de cellules clonales disponibles ne permettait pas de réaliser davantage

d'analyses.

Aprés 72 heures de co-culture avec les antigénes (Ag), de la thymidine-triti€e
(1pg/puits: Amersham) était ajoutée pour une période d'incubation de 18 heures.
Les lymphocytes ont ensuite été récoltés sur filtre de microfibre (Skatron) par un
récolteur de cellules de modéle Cell Harvester Micro 11050 de Skatron. Les
comptes de radiactivité incorporée ont ensuite été réalisés dans 2 mL de fluide a
scintillation Ultimagold™ (Packard) a 'aide d’un compteur a scintillation Canberra
Packard Tri-Carb 2200a. Les indices de stimulation (I.S.) ont été calculés comme
le ratio de radioactivité (coups par minute; CPM) incorporée en présence de
I'antigéne d'intérét versus celui obtenu pour I'antigéne témoin correspondant.
Des |.S. supérieurs a 2.0 ainsi que des comptes de radioactivité incorporee
supérieurs & 800 CPM ont été considérés significatifs lors de ce projet; cette
limite est quelque peu inférieure aux seuils limites déterminés pour le travail
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réalisé avec des lignées lymphocytaires humaines (Talbot et al., 1996), mais est
représentative de valeur utilisées chez la souris (Nitta et al., 1989). En effet, le
seuil significatif de CPM fut diminué a 800 en raison du nombre peu élevé de
cellules impliquées durant ces test réalisés avec des clones lymphocytaires T

primaires.

1.5 Typage HLA-DR des participants

La grande majorité des participants a cette étude ayant permis la production de
TCC primaires a long-terme, ceux-ci furent typés pour leur HLA-DR. A partir de
leukocytes du sang périphériqgue précédemment purifiés sur gradient de Ficoll
Hypaque™, puis congelés, des réactions de polymérisation en chaine avec des
amorces correspondantes aux différents haplotypes ont permis d'identifier le
HLA-DR des participants. Cette procédure fut effectuée au laboratoire
d’Histocompatibilité de I'INRS-Institut-Armand-Frappier, Laval, Québec, Canada.

2.0 CARACTERISATION DU RECEPTEUR T CROISE

2.1 Préparation des échantillons d’ARN

Les TCC primaires humains dits a long-terme ont été gardés congelés jusqu'a
Fextraction d’ARN qui permettrait leur étude au niveau moléculaire. Comme le
nombre de lymphocytes congelés aprés quatre rondes de restimulations
antigéniques, pour expansion et la détermination de la spécificité antigénique
(environ deux mois et demi de culture) était extrémement limité, se situant plus
souvent dans les centaines de mille et rarement proche des millions, la remise
en culture pour procéder a une expansion clonale a été tentée lors d’expérience
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préliminaires. Malgré le fait que les TCC répondent encore a leur antigéne de
sélection aprés remise en culture, un fort taux de mortalité cellulaire est survenu
trés rapidement. Les extractions d’ARN ont donc été réalisées sur les TCC

congelés initialement.

Ainsi, les TCC congelés ont été rapidement décongelés et centrifugés
rapidement a 1200 x g dans une centrifugeuse Minispin™ (Fisher) pour 10 min, a
4 °C. Les lymphocytes ne furent pas lavés a cette étape pour éviter toute
dégradation de 'ARN cellulaire. Le culot cellulaire (environ de 10 000 a 50 000
cellules) a par la suite été lysé et resuspendu par pipettage et vortexage dans
750! de Trizol™ (Invitrogen). Ce mélange a été incubé sur glace pour 5 min.
Avant de vortexer pour 15 sec, 200 ul de chloroforme (Sigma) fut ajouté, puis ce
mélange incubé 10 min sur glace. L'échantillon a alors été recentrifugé 15 min a
vitesse maximale dans une centifugeuse de table Eppendorf™ 5417C (environ
12 000 x g), toujours a 4 °C. La phase aqueuse fut par la suite prélevée dans un
tube propre et 500ul d'isopropanol (Sigma) et 15ug de glycogéne (Invitrogen)
furent ajoutés; ce mélange a été incubé sur glace 10 min, puis centrifugé a
vitesse maximum 10 min a 4 °C. Le culot d'’ARN a ensuite été lavé dans de
I'éthanol 75% (v/v) (dilution réalisée dans de I'eau traitée avec DEPC) a 7 500 x
g, 5 min a 4 °C. Le culot fut finalement séché pour une minute a 55 °C puis
dissout et solubilisé dans 10 ml d’eau DEPC, 10 min & 60 °C. La concentration
d’ARN fut déterminée par spectroscopie @ 260nm, sa qualité évaluée par le ratio
des absorbances obtenues a 260nm et 280nm qui devraient se situer le plus prét

possible de 1,8.

2.2 Vérification du phénotype CD4+ ou CD8+ des TCC

Afin de confirmer le phénotype CD4+ ou CD8+ des TCC humains primaires
obtenus, un ensemble de clones monospécifiques, montrant différentes
spécificités antigéniques ont été sélectionnés. L'ARN de ces clones fut extrait tel
que décrit ci-haut par une procédure au Trizol™. Par la suite, '’ARN (environ 0,1
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a 0,3 ng d'ARN total) a été rétro-transcrit en ADNc avec la transcriptase inverse
du virus Moloney de la leucémie murine (MuLV). L'amorce utilisée qui a été
utilisé est un oligonucléotide d(T)+s (Invitrogen), a raison de 1 pg par réaction. La
transcription inverse fut d’abord précédée d’'une étape permettant la relaxation
de la structure de 'ARN: 5 min a 65 °C. La transcription inverse pour 90 min a
37°C a ensuite été complétée en un volume total de 50 pl, présence de 20mM
d'un mélange dNTP (Roche) qui contient a part égale du dATP, dCTP, dGTP et
dTTP et ajoutés 5 U d'inhibiteur de RNAse (Roche) et 5 U de MuLV (Pharmacia).

Ensuite, une réaction d’amplification en chaine (PCR) a été réalisée sur le
cinquieme de I'ADNc produit. A noter que toutes les réactions d’amplification
relatives a ce projet ont eu lieu dans un appareil PCR Perkin Elmer Cetus. Dans
un volume final de 50ul ont été mélangés 10ul d’ADNc, 20mM dNTP mix,
'enzyme rTaqg DNA polymérase (Pharmacia) pour 2 U/réaction et 10mM de

chacune des amorces désirées.

Les amorces utilisées étaient géne-spécifiques respectivement pour CD4 et CD8
(Pour détails sur ces amorces, voir Tableau 1):

5—3’

CD4-1: TTCCCACTCGCCTITACAGTTG

CD4-2: CAC CTG ACA CAG AAG AAGATG CC

CD8-3: CAC CAA GAAGTC CAC CCTCAAG

CD8-4:. GAACTC CTATCC TCAAACCCGC

Les réactios PCR furent réalisées par une incubation a 95 °C pour 5 min, suivie
d’'un appariement a 55 °C pour 5 min. La séquence d’amplification qui fut
maintenue pour 35 cycles est la suivante: 94°C pour 1 min, 55°C pour 2 min et

72°C pour 2 min.

Les amplicons ont ensuite été visualisés sur un gel d'agarose 1% (p/v) par une
coloration au bromure d'éthidium et la taille attendue de ces derniers était,
respectivement pour CD4 et CD8, 599 pb et 780 pb.
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2.3 Caractérisation moléculaire de la chaine p du RCT

Afin d'identifier la famille du RCT, en déterminant la nature de sa chaine B, ainsi
que sa portion hypervariable impliquée directement dans linteraction avec le
peptide qui est présenté par une molécule du CMH, nous avons choisi d’utiliser
une technique commerciale: le GeneRacer'™ (Invitrogen). Cette application
technologique permet la transcription inverse, puis I'amplification de genes pour
laquelle la portion 5' est inconnue, en utilisant le principe de RACE (Rapid
amplification of 5’ and 3’ cDNA ends) (Schaefer, 1995). Comme les RCT étudiés
étaient de familles variable B (VB) inconnues et que la portion constante § en 3’
permettait I'élaboration d'amorce d’amplification, ce procédé apparaissait comme
idéal. Brievement, un systéme d'ancre qui fut li€ en 5 de 'ARN permettrait
Futilisation d'amorces reconnaissant cette portion nouvellement liée en
combinaison avec I'amorce 3' connue. Un des principaux avantages de cette
technique fut I'amplification de toutes les familles de VB possibles, amorce

spécifique étant située dans la portion Cp.

Ainsi, aprés extraction de 'ARN total par la méthode du Trizol™, 'ARN du TCC
étudié (entre 0,1 et 0,3 pg) a été inversement transcript selon le protocole
standard du GeneRacer™. Briévement cette technique se déroule ainsi, une
premiére étape de déphosphorylation est suivie de I'enlévement de la coiffe 5’ de
FARN. Un oligonucléotide d’ARN GeneRacer™ est ensuite attaché a 'extrémité
5 des ARN décoiffés précédemment a la réaction de transcription inverse,
réalisée par un oligonucléotide d(T) fourni. Cette stratégie permettait donc
Ilamplification par l'utilisation d’'une amorce complémentaire a la portion &’
ajoutée (d'ARN GeneRacer™) et d'une amorce 3' déterminée et connue.
L’amorce 3’ confére donc la spécificité a I'amplification. En effet, cette portion Cp
étant constante chez les VB, une amorce désignée Cp fut synthétisée, puis
utilisée comme amorce de sélection pour les amplifications par PCR; cette

amorce est décrite au Tableau 1.

CB: 5 CCT CCT TCC CATTCACCCACC ¥
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L'amplification de la chaine p du RCT fut I'étape suivante. Les conditions
utilisées ont été deux incubations de 5 min, respectivement a 94 °C et 55 °C.
Puis, 35 cycles de dénaturation, d'appariement et d’élongation selon: 94 °C pour
1 min, 55 °C pour 2 min et 72 °C pour 2 min, furent réalisées. Dans ce cas, la
Taq DNA polymérase utilisée a été 'Expand™ haute fidélité (Roche) ou la Taq

Platinum™ (Invitrogen).

Les amplicons obtenus ont ensuite été mis sur gel d’agarose 1% (p/v), et
prélevés de ce gel matriciel. lls ont été purifiés par passage sur une colonne
S.N.A.P.™ (Invitrogen). La section de gel d’agarose contenant le produit de PCR
a été placé sur une colonne et 'ADN élué par centrifugation a vitesse maximale
avec une centrifugeuse de table, pour 10 sec. Avant le clonage les extrémités de

d™ ont été polies pour clonage; la Taq

produits d’amplification avec la Taqg Expan
Platinum™ fournissant déja des extrémitées non-protubérantes, aucun polissage
ne fut requis. Il est a noter que ces deux Taq DNA polymérases sont de haute

fidélité, avec un taux d'erreur de 8,3x108 (Frey et Suppman, 1995).

L'enzyme T4 DNA polymérase a utilisé, lorsque le polissage des extrémitees
protubérantes, quant nécessaire. Dans un volume final de 50ul, on comptait 1 a
5 nug d’ADN (amplicon), une concentration finale de 2mM dNTP et I'enzyme, le
tout dans un tampon enzymatique approprié, laissé pour 20 min a température
pieéce. Une incubation de 20 min a 70 °C était nécessaire a linactivation de
I'enzyme. Le mélange fut ensuite précipité a I'éthanol (ajout de 1/10 sels et de 3

volumes d'éthanol), puis solubilisé dans 20 pl d'eau et conservé.

Le clonage de ces amplicons, comme inserts, a été obtenu par la stratégie Zero
Blunt™ TOPO PCR Cloning kit pour séquengage (Invitrogen). Le vecteur
pCR4blunt™ fut utilisé. Ce vecteur est fourni déja linéarisé, la topoisomérase | de
Vaccinia liée a 'extrémité 3’ de ce dernier. Cette enzyme reconnait 'ADN double
brin et le clive en un site précis aprés 5-CCCTT. Puis, en utilisant I'énergie

obtenu de ce clivage de phosphodiesther l'enzyme se trouve li€ée au vecteur par
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la tyrosine-274. Ce lien phospho-tyrosique est assez stable pour permettre le

clonage rapide du complexe vecteur-insert nouvellement forme.

L'amplicon a ensuite été mis en présence du vecteur dans un tampon approprié
pour 5 min, a température piéce et le produit de la ligation utilisé pour la
transformation dans des cellules compétentes (Invitrogen). Brievement, le tiers
du mélange de ligation (total 6pl) fut mis en présence des 50ul de cellules
compétentes E.coli, pour une incubation de 30 min sur glace. Un choc thermique
de 30 sec a 42 °C a été effectué, puis le mélange a été remis sur glace. Un
milieu de culture bactérien SOC, aussi fourni par Invitrogen, fut ensuite ajouté au
mélange, a raison de 250 pl. Le mélange, encore en tube, fut ensuite agite a 37
°C pour une heure et étalé pour 12 a 16 heures sur Petri contenant de
rampicilline 100 pg/mL (milieu LB, 1.0% (p/v) Tryptone, 0.5% (p/v) Extrait de
levure, 1.0% (p/v), NaCl, pH 7.0, le tout préparé dans de 'eau distillée. Ajout de

t™ permettait la sélection directe des

15¢g/L d’agar). De plus, le vecteur pCR4blun
clones recombinants obtenus, car dans cette construction, l'insert intervient en
bloquant I'expression d’'un géne létal pour E.coli: ccdB. La sélection bleu/blanc
n'est donc pas requise, les clones obtenus étaient pour la majorité positifs pour

la présence de l'insert.

L'’ADN plasmidique a ensuite été isolé de colonies bactériennes par la
technologie de mini-préparation d’ADN Miniprep Concert™ haute pureté
(Invitrogen), selon les instructions données par le manufacturier. Une digestion
EcoRl (Pharmacia) standard permettait de sélectionner les ADN plasmidiques
qui furent envoyés au séquengage. Cette enzyme de restriction flanquait tout
insert présent dans le vecteur pCR4blunt™. Finalement, le séquengage des

plasmides isolés a été effectué par BioS&T, Lachine, Québec, Canada.

Pour chaque TCC envoyé au séquengage, les amorces T3 et T7 permettaient le
séquencage bidirectionnel (dans les sens 5’ vers 3’ et 3' vers 5') de 'ADN
plasmidique et un total de 10 ADN plasmidiques, obtenus de 10 colonies
bactériennes différentes, furent séquencés pour chaque TCC étudié.
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2.4 Validation de la clonalité

Pour chaque TCC étudié au niveau moléculaire et cloné, des analyses
additionnelles ont été réalisées dans le but de confirmer la clonalité cellulaire
avec un plus grand pouvoir statistique. Donc, en plus d’un clonage cellulaire par
dilution limite, l'obtention de TCC aprés quatre rondes de restimulation
antigéniques et les analyses de séquengage de ces derniers pour la chaine 8 de
leur RCT, une étape de diversité PCR augmentait le nombre de colonies
bactériennes analysées. Ainsi, un centaine de colonies bactériennes ont ete
testées par amplification confirmer I'uniformité de 'amplicon obtenu. En utilisant
I'amorce CP en combinaison avec des amorces situées dans le portion CDR3
des TCC antigéniquement croisés, une amplification clone-spécifique fut donc

réalisée.

Comme les résultats présentés plus loin le montrent, un total de 10 clones
lymphocytaires T antigéniquement croisés ont été obtenus. Mais des études
moléculaires furent possible pour seulement 5 clones. Cependant, des 5 TCC
croisés obtenus, une transformation ayant donné un trés faible taux de
transformants ne permettait pas cette analyse de diversité sur la méme
transformation ayant servie a [l'obtention des 10 colonies séquenceées.
Néanmoins, la présente étape fut effectuée pour les 4 autres clones
lymphocytaires T a long-terme, soit: P7a, P8a, P12a et P13a.

Précédant les amplifications, le matériel a été préparé comme suit. Un petit
aliquot de chacune des colonies bactériennes choisies fut resuspendu dans 50 p!
d’eau stérile. Ce mélange a ensuite été bouilli pour 5 min et centrifugé a vitesse
maximale d’une centrifugeuse de table. Puis, un aliquot de 5 pul du surnageant fut

prélevé pour la réalisation de 'amplification par PCR.

Les amorces utilisées respectivement pour chaque clone en plus de 'amorce Cf
sont indiquées ci-bas, mais un tableau récapitulatif (Tableau 1) de toutes les

amorces étudiées dans ce projet est disponible pour les détails.
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Les amorces contenues dans la portion hypervariable B sont donc:
5 -3

TCR-7a-1: AGT CTA AAT CCA GCG AGT TAT GG

TCR-8a-1: AGC TTAAGC CTG TAT AGC GGT

TCR-12a-1: AGC AGC TTA AAT GGG AGC CCA

TCR-13a-1: AGC CTC AGC CTATTAAGC CCA

Les amplifications ayant donné des résultats négatifs furent systématiquement
testées pour la présence d'insert grace aux amorces T7 et T3 standard qui
flanquent ce dernier. Les colonies testées par ce PCR diversité et trouvées

négatives furent éliminées et remplacées par d'autres.

Finalement, pour conclure la méthodologie, ci-joint, un tableau comportant une
description détaillée de toutes les amorces utilisées lors de ce projet. Les
amplifications témoins positifs pour la majorité des amplifications réalisées sont
souvent des génes p-actine ou GAPDH (glycéraldehyde-3-phosphate

déshydrogénase).
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1.0 DESCRIPTION DE LA COHORTE DE PARTICIPANTS

1.1 Présentation de la cohorte

Au total, 32 patients atteints de SEP et 6 témoins sains ont participé a cette
étude. Les patients ont servi directement a la vérification des objectifs, les
témoins sains ont en quelques sorte servi de témoins techniques, utilisés surtout
dans les mises au point et 'optimisation du protocole. Les participants, dont la
confidentialité a été conservée a tout moment, sont identifiés de P1 a P32, pour
les patients atteints de SEP. Les témoins sains sont désignés de T1 a T6. Notre
dissertation portera surtout sur les patients atteints de SEP, ces derniers étant
partie intégrante de ce projet. Tous les participants ont donné un échantillon de
sang périphérique, de 200 a 400 mL, ce dernier volume étant grandement
souhaité, car un plus grand nombre de cellules au départ assure une plus grande
latitude lors de l'expérience, en assurant que le protocole complet pourra étre
appliqué a 'échantillon. Le protocole expérimental a été réalisé, mais en ajustant
la production de TCL initiale ajustée au nombre de cellules disponibles, en

fonction du volume de sang prélevé.

Une grande variabilité entre les patients fut observée, quant a la capacité de
production de TCC. Les 32 patients étudiés ont permis la production de TCL
contre tous les antigénes étudiés. Cependant, aucune production de TCC
primaires long-terme, que ce soit pour la production de clones monospécifiques
reconnaissant 'antigéne de sélection ou des clones croisés antigéniquement, ne

fut obtenue d’'un certain nombre d’entre eux.

Le Tableau 2 présente uniquement les participants de groupe ‘patient’ de I'étude
ayant permis la production de TCC d'une spécificité antigénique connue, ce qui
ne fut pas le cas pour 10 patients ayant également participé a I'étude. Il indique
genre, age, type de SEP, typage HLA-DR, ainsi que le nombre de TCC produits
en fonction des antigénes d'intérét, ce pour chaque individu. Il est important ici



67

de noter qu'un TCC primaire est de spécificité antigénique connue et qu'il a été
restimulé antigéniquement en culture in vitro au moins 4 fois.

1.1.1 Age, genre, type de SEP, typage HLA

LLe Tableau 2 montre que sur une cohorte de départ de 32 patients atteints de
SEP, seulement 22 participants ont permis la production de TCC primaires a
long-terme; de ce groupe, 18 individus sont des femmes. L'adge des participants
s'échelonne entre 28 et 69 ans, avec un dge moyen de 43,9 ans pour les
femmes et de 58 ans pour les hommes. Des formes de SEP de types rémission-
rechute et chronique-progressive ont été décrites chez les participants et ces

formes sont respectivement retrouvées chez 13 et 9 patients.
1.1.2 Total des clones obtenus selon les participants

Le Tableau 3 montre que 80 TCC primaires a long-terme furent produits au total
avec l'antigéne de sélection HCoV-229E, que 34 furent obtenus pour HCoV-
0C43, 19 TCC générés avec la MBP et 12 avec la PLP. Ainsi 80% environ des
clones obtenus ont été isolés et cultivés avec les antigénes coronaviraux.
L'antigéne HCoV-229E est donc celui ayant permis la plus grande production de

clones T.
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2.0 PRODUCTION ET CULTURE DE CLONES LYMPHOCYTAIRES
2.1 Clones lymphocytaires monospécifiques

Les clones monospécifiqgues ne reconnaissent par définition que l'antigéne de

sélection qui leur fut présenté a la mise en culture initiale.
2.1.1 Clones monospécifiques

Le Tableau 3 montre le sommaire des clones lymphocytaires T monospécifiques
obtenus lors la réalisation de ce protocole. Pour les 32 patients atteints de SEP,
un total de 145 TCC fut obtenu, alors que 35 clones lymphocytaires T ont été
isolés a partir du sang périphérique de 6 témoins sains. Les antigenes de
sélection viraux ont assuré la production de 114 des 145 clones pour le groupe
patients. La méme prévalence pour les TCC reconnaisant ces antigénes est
observée durant les mises au point et optimisations, a raison de 28 sur 35 pour

les témoins sains.
2.1.2 Phénotype CD4 ou CD8

La fagon dont le protocole a été élaboré permettait d'anticiper que les clones
lymphocytaires produits allaient étre majoritairement de phénotype CD4+. Les
clones antigéniquement croisés (décrits plus bas) furent consacrés a des études
moléculaires, ce matériel étant trés limité et des plus précieux. Cependant, un
bassin de 28 clones monospécifiques sélectionnés (28 TCC sur 145 produits au
total) a permis de confirmer le phénotype CD4+, du moins pour ce groupe. Ces
résultats furent obtenus par amplification géne spécifique d'une portion du géne
CD4. La Figure 2 présente ces résultats. Ainsi, FARN des clones sélectionnés a
été extrait selon la méthode du Trizol™, tel que décrite ci-haut, et utilisé pour des
amplifications géne-spécifiques avec les amorces respectives aux génes CD4 et

CD8, afin de déterminer le phénotype exprimé. Une réaction de séquengage a



69

permis de confirmer que la portion amplifiée par ces amorces comportait une
portion de CD4 ou CD8, respectivement.

3.0 CROISSANCE, PROLIFERATION ET CONSERVATION

Des observations typiques ont été réalisées chez les clones lymphocytaires T
primaires humains gardés en culture a long-terme. Ces résultats permettent de
dresser un certain tableau quantitatif et qualitatif sur la dynamique de croissance
cellulaire. Cependant, il est important de noter ici que nos observations ont aussi
permis de conclure que chaque clone lymphocytaire T primaire semble proliférer
selon un rythme de croissance bien a lui. En général, on arrivait a appliquer le
protocole expérimental de production de clone d'une maniére assez fidéle, mais
on a souvent constaté une variabilité de croissance entre ces cellules primaires.

3.1 Profils de croissance observés aprés trois et quatre stimulations

Le Tableau 4 présente la distribution compléte des 145 clones lymphocytaires T
humains primaires a long-terme monospécifiques obtenus au cours de ce projet,
a travers les profils de croissance aprés la troisiétme (avant-derniere) et la
quatriéme stimulation antigénique. Ce tableau permet de visualiser un peu les
profils de croissance des clones lymphocytaires T primaires en fonction du
temps. En effet, un nombre bien supérieur de TCC était présent a la troisieme
stimulation antigénique, ce nombre apparait chuter dramatiquement apres la
quatriéme stimulation antigénique. Le total des TCC monospécifiques a passe de
229 a 145 entre ces deux restimulations antigéniques. Qualitativement, les TCC
reconnaissant les antigénes HCoV-229E et MBP sont ceux pour qui la chute en
nombre semblait la plus drastique. Nos critéres déterminent qu'un TCC primaire
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a long-terme est défini aprées 4 stimulations antigéniques. Ainsi, pendant un
période d'au moins 2 mois ces cellules furent en culture. Elles semblaient
integres et fideles a leurs capacités cellulaires, car elles répondaient encore a
I'antigéne de sélection. En effet, une forte prolifération aspécifique non-antigéne

dépendante a pu étre observée.

3.2 Patron de l'intensité de stimulation pour quatre clones

lymphocytaires T

Un patron de prolifération typique, pour 4 TCC monospécifiques et pour chacun
des antigénes étudiés (HCoV-229E, HCoV-OC43, MBP et PLP) est présenté a la
Figure 3. Les comptes en radioactivité (CPM) sont ceux qui furent obtenus en
lecture suite a la quatrieme stimulation antigénique avec l'antigéne de sélection
initial (la premiére stimulation a été réalisée lors de la production de lignées) . On
voit que les antigénes coronaviraux stimulaient les TCC correspondants
permettant Pobtention de lectures supérieures a 7000 CPM. En effet, une
prolifération claire quoique moins forte en CPM fut obtenue pour les stimulations
avec les antigénes du soi issus du SNC. L'effet potentiel d'antigénes cellulaires,
pour les stimulations effectuées avec les virus comme Ag est non consideré par
soustraction, les cultures témoins étant des cultures paralléles de lysats
cellulaires non-infectées. La valeur en CPM obtenue pour le témoin de I'antigene
de sélection pouvait varier, mais c'est le ratio de ce dernier sur le témoin qui
montrait si la stimulation était significative. En général les |.S. pour les clones
lymphocytaires monospécifiques sont situés entre 5 et 12 et furent plutét

constants au long des 4 stimulations antigéniques.

3.3 Profils de prolifération aprés congélation

Le Tableau 5 illustre les profils de prolifération obtenus suite a la congélation et
remise en culture de certains TCC. Trois clones lymphocytaires
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monospécifiques obtenus du patient P7 furent congelés, puis remis en culture.
Les TCC ont été décongelés rapidement et lavés dans du milieu RPMI 1640
complet; une stimulation antigénique avec [Iantigéne de sélection est
concomittante & chaque remise en culture. Des tests pour vérifier la spécificité
antigénique furent effectués deux semaines aprés cette stimulation. Deux des
trois TCC qui reconnaissaient des antigénes viraux sont demeurés spécifiques,
le troisiéme clone sélectionné avec la MBP n’était plus activé par cet antigene.

40 OBTENTION DE CLONES LYMPHOCYTAIRES ANTIGENIQUEMENT
CROISES POUR LES ANTIGENES CORONAVIRAUX ET CEUX DU SNC

Aprés une longue période de mise au point, le protocole de clonage a permis la
production de plusieurs clones lymphocytaires T primaires reconnaissant leur
antigéne initial de sélection. Cependant des clones lymphocytaires T
antigéniquement croisés bispécifiques pour deux antigénes testés au cours de
ce projet. Ainsi, un clone antigéniqguement croisé, stimulé initialement avec un
antigéne coronaviral en plus d'étre activé par le lysat cellulaire infecté
correspondant, reconnaitra également un antigéne du SNC, et vice-versa. La
pertinence pathologique d'un tel phénoméne sera discutée plus loin, en

discussion.

4.1 Bilan des clones lymphocytaires T mono- et bi-spécifiques produits

Le sommaire complet de tous les clones produits lors de cette étude est présente

au Tableau 6. Ce dernier permet de mettre en évidence que chez six des

patients participant, un total de dix clones antigéniquement croisés est obtenus.
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La fréquence et la proportion des clones T croisés versus les clones
monospécifiques ne pourra étre discutée comme telle, les clones lymphocytaires
produits n’étant pas clonés directement du sang périphérique. Cette derniére
approche technique a été tentée dans des tests préliminaires, mais elle ne
permettait qu'une faible production de clones T. La production de lignées
antigéne-spécifiques permettait de générer davantage de clones, cependant,
toutes les analyses de fréquences deviennent alors non-significatives dans ce

contexte expérimental.

Cette étude a donc permis la production de dix clones antigéniquement croisés,
six sont au départ sélectionnés avec des antigénes coronaviraux et quatre avec

des protéines du SNC.

4.2 Description des dix clones antigéniquement croisés obtenus

L'obtention de clones lymphocytaires T antigéniquement croisés était un des
objectifs principaux de ce protocole de recherche. Le Tableau 7 liste les |.S. et
les comptes de radioactivité obtenus pour chacun des dix clones lymphocytaires
T produits. L'l.S. est obtenu par le ratio des comptes en radioactivité incorporée
aprés incubation avec I'antigéne étudié et I'antigéne témoin correspondant. Il est
important de garder en téte que les antigénes viraux n’ont pas été étudiés entre
eux. Ainsi par exemple, 'antigéne HCoV-229E n’a pas été utilisé pour les tests
réalisés sur les clones Ilymphocytaires sélectionnés avec HCoV-OC43.
Egalement pour les antigénes du SNC, un clone sélectionné au départ avec
I'antigéne MBP ne serait pas mis en présence de PLP (un antigéne du SNC) lors

des analyses; les antigénes viraux furent ceux testés pour un tel clone.

Tous ces clones croisés ont maintenu leur double spécificité antigénique au
cours de toutes les étapes de stimulations antigéniques qui permettent
'expansion cellulaire et les études de spécificité a long-terme. Si un clone
lymphocytaire T perdait une réactivité, il était éliminé du lot. En effet, nous avons
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observé pendant les tests de prolifération que certains clones semblaient avoir
perdu la réactivité a leur antigéne initial de sélection, pour acquérir une réactivité
contre un autre antigéne étudié. Ce phénoméne était observé plus fréquemment
chez les clones lymphocytaires sélectionnés avec un des antigénes du SNC. lls
avaient tendance a ne pas proliférer en contact avec I'antigéne du SNC, mais
montrait ce que 'on aurait appelé une réaction croisée avec un des antigenes
coronaviraux. Ces clones furent rejetés des analyses et non considérés. Ce
phénomeéne de mono-réactivité croisée sera discuté plus tard.

Tous les patients de qui les clones lymphocytaires T sont obtenus ont été typés
pour déterminer leur HLA-DR, cet haplotype étant potentiellement lié a la SEP.
La moitié des six patients (P8, P13, P22) qui ont permis la production des clones
croisés sont positifs pour le HLA-DRB1*1501, et quatre des ces patients (P7,
P12, 13, P24) sont des femmes.

Dans le Tableau 7, les données relatives aux antigénes de sélection, ceux
utilisés pour les restimulations bimensuelles, apparaissent en caractére gras. Le
symbole N.S. indique que l'antigéne fut testé pour ce clone, sans que des
résulats significatifs ne soient obtenus (non-spécifique). Il importe d’ajouter que
les critéres de sélection des clones lymphocytaires T antigéniquement croisés
sont les mémes que ceux pour les clones monospécifiques, au niveau des
critéres de sélection et d’exclusion. Ainsi, les |.S. ici sont tous supérieurs a 2.4, et
les CPM incorporés dans les tests de prolifération, pour I'antigéne de sélection

ainsi que pour I'antigéne hétérogéne sont supérieurs a 800.

De ces dix clones, quatre ont été sélectionnés avec HCoV-229E, deux avec
HCoV-OC43, deux avec la MBP et deux avec la PLP. En général, un clone
lymphocytaire croisé reconnait son antigéne de sélection et un autre antigéne
parmis ceux testés. Par exemple, une clone croisé sélectionné avec HCoV-229E
reconnaitra cet antigéne et un second antigéne de nature non-virale, comme la
MBP. Cependant, nous avons obtenu deux clones, des dix clones croisés, qui
ayant été sélectionnés respectivement avec HCoV-OC43 et HCoV-229E
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reconnaissent a la fois les deux antigenes du SNC, soit la MBP et la PLP. Un
autre fait a souligner: quatre clones lymphocytaires antigéniquement croisés
sélectionnés avec les antigénes du SNC reconnaissent tous quatre I'antigene
HCoV-229E. Selon ces observations, les antigénes les plus souvent impliqués
dans le phénoméne des réactions croisées coronavirus-myéline parmi ceux
étudiés sont HCoV-229E et MBP.

Aucune conclusion ne peut étre tirée entre la sévérité des symptdémes de SEP
pour un patient donné et la production de clones lymphocytaires T
antigéniquement croisés pour les antigénes a I'étude. Quatre patients sur six
étaient atteints de la forme chronique-progressive de SEP, deux de la forme
rémissions-rechutes. Les deux hommes qui ont permis la production de clones

croisés souffraient de la forme chronique-progressive.

Finalement, les clones lymphocytaires T qui sont identifiés en caracteres gras,
soit P7a, P8a, P12a, P13a et P13b, sont ceux pour lesquels des études

moléculaires furent réalisées pour 'analyse de leur chaine VB du RCT.

Ce projet a été réalisé avec des protéines purifiées du SNC. Cependant, des
résultats ont aussi été obtenus avec le peptide MBP 84-102 (1pug/puits). En effet,
un clone lymphocytaire T sélectionné avec HCoV-229E reconnait également le
peptide MBP d’'une fagon significative. La Figure 4 présente les indices de
stimulation et la valeur des comptes obtenus lors du test d’incorporation a la
thymidine. Une réaction croisée coronavirus-myéline est observé avec un
peptide MBP. Nous ne disposions pas d'assez de cellules en culture pour
analyser la prolifération lorsque des peptides MBP, plutdt que la protéine
compléte, étaient utilisés pour la stimulation antigénique; cet essai s'est révele

positif.

Le Tableau 8 montre des résultats préliminaires obtenus lors d’'une expérience
d'inhibition d’apoptose réalisée sur des lignées et des clones de lymphocytes
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sélectionnés avec HCoV-229E, afin de vérifier si un inhibiteur d’apoptose de type
z-vad avait un impact positif sur la longévité des lymphocytes T en culture. Des
concentrations de z-vad (benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)), un inhibiteur
ubiquitaire de caspases, furent ajoutées au milieu de culture a raison de 1 a 100
uM, diluées dans du DMSO (Déas et al., 1998), lors de la quatrieme
restimulation antigénique avec I'antigéne de sélection. Ce tableau montre les
résultats du test d'incorporation de thymidine tritiée lors de la prolifération
précédent I'ajout d’agent anti-apoptotique ainsi que les comptes obtenus apres
I'ajout, soit 14 jours plus tard. Les concentrations de Z-vad utilisées dans le
contexte expérimental étudié n'ont pas permis de prolonger le maintien des
lymphocytes spécifiques en culture, au contraire, on remarque méme une perte

de prolifération suite a la stimulation antigénique.

4.3 Caractérisation moléculaire des cinq clones lymphocytaires T

croisés étudiés

L'analyse de la chaine B du RCT permet d'identifier la famille B du RCT, mais
permet aussi de caractériser la portion hypervariable du récepteur. Cette portion
appelée CDR3 est située respectivement entre la fin et le début des portions de
segment variable (V) et celle de jonction (J). Pour cette raison, le segment
hypervariable est défini comme N-D-N dans le Tableau 9. Ce dernier présente
les résultats de séquencage obtenus suite a I'étude de la chaine B du RCT des 5

clones T de spécificité antigénique croisée qui ont été analysés moléculairement.

Le séquengage s'est déroulé ainsi pour chaque clones lymphocytaires T. Suite a
une amplification PCR de la chaine B du RCT des clones croisés désirés,
l'amplicon obtenu est récupéré sur gel puis cloné dans un vecteur. Une
transformation bactérienne est réalisée avec ce dernier et des transformants
contenant le vecteur porteur de I'amplicon sont produits. Un total de dix colonies
bactériennes est sélectionné pour séquengage ce, pour chacun des clones
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lymphocytaires T antigéniquement croisés coronavirus-myéline étudiés. L'insert
(r'amplicon) est séquencé dans les deux orientations par des amorces appariant
de chaque c6té des segments de vecteurs flanquant linsert. Ainsi, pour une
méme transformation, dix colonies ont été testée et séquencées dans les deux
sens. Les mémes séquences relatives aux chaines § du RCT impliqué ont
toujours été confirmées similaires entre elles par ces analyses de séquencgage. A
I'occasion, des séquences aberrantes ont été obtenues; elles représentaient des
bouts d’ARN ribosomaux et ont simplement été écartées des analyses, étant

considérées comme des vestiges d’amplification.

Ainsi, la portion VB du RCT de cinq clones lymphocytaires T antigéniquement
croisés coronavirus-myéline est illustrée au Tableau 9. Le typage HLA-DR est
indiqué; trois des cing clones ont été obtenus de deux patients exprimaient le
HLA-DRB1*1501. Les antigénes de sélection lors de la mise en culture initiale
sont indiqués en caractére gras. Trois de cing clones lymphocytaires T
antigéniquement croisés ont été sélectionnés avec les antigénes viraux. De plus,

le clones P13b reconnait les deux antigénes du SNC.

Il est intéressant de mentionner que tous les participants a cette étude sont
caucasiens. En effet, les répertoires VB peuvent varier en fréquence (expression
préférentielle) selon les origines ethniques. Les portions VB ont été identifiées
suite aux analyses de PCR et séquencgage, et ce pour chaque clone. La famille
VP6 est présente dans quatre ces cing cas, avec deux différents alléles, 6S7*2 et
6S5. Le cinquiéme clone exprime pour son RCT, la chaine VB8S2. Pour chacune
des chaines B, la jonction vers la partie hypervariable est facilement identifiable,
caractérisée par les cystéines responsables du pont disulfure permettant une
courbure de la structure du RCT. Ainsi, la portion de fin de région B est lue

comme CASS, soit Cystéine-Alanine-Sérine-Sérine.

La portion hypervariable est désignée N-D-N. Bien qu’aucune des séquences ne

montre une signature moléculaire commune, certaines analogies sont
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observées. D'abord on remarque une certaine similitude au niveau de leur
longueur respective: ces régions comptent entre 6-7 acides aminés. De plus,
quatre des cing séquences CDR3 débutent par une leucine. On pourrait
qualitativement ajouter que la leucine, sérine puis glycine sont des acides

aminés qui semblent dominer.

Le segment de jonction JB est également décrit. On remarque que P12a , P13a
et P13b ont les mémes segments de jonction. La séquence TRL, Thréonine-
Arginine-Leucine, en plus d’étre commune pour ces trois clones lymphocytaires

T est aussi incluse dans la jonction décrite pour le clone P8a.

Finalement, malgré certaines similarités entre les séquences des chaines B des
RCT de ces cinq clones lymphocytaires T étudiés, toute association entre tout

patron hypothétique de structure et 'autoimmunité est prématurée.

4.4 Analyses de diversité

Pour quatre clones lymphocytaires T de spécificité antigénique croisés, P7a,
P8a, P12a et P13a, des test additionnels furent effectués pour donner plus de
poids statistique au statut de clonalité. La clonalité apparait comme un concept
régit étroitement par le pouvoir statistique. Ainsi, pour suggérer davantage la
clonalité de ces clones lymphocytaires T primaires a long-terme produits apres
clonage cellulaire par dilution limite, une centaine de colonies bactériennes
obtenues de la méme transformation que celle des clones T croisés

précédemment séquenceés, furent testées par PCR.

La Figure 5 présente un exemple sommaire des résultats obtenus. Un total de
118 colonies furent testées pour le clone P8a; cette figure montre les résultats de
I'amplification aprés migration des amplicons obtenus sur gels d'agarose. En
effet, en utilisant les amorces correspondant respectivement a la portion CDR3
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du clone d'intérét et a la partie constante CpB, des colonies bouillies furent
testées pour la présence de l'amplicon. La taille des amplicons obtenus, de
méme que les résultats compilés dans I'ensemble pour chacun des clones sont
indiqués au Tableau 10. Sur les 100 colonies testées, certaines se sont avérées
négatives au PCR. Les colonies bactériennes ont été bouillies et non vérifiees
systématiquement pour la présence d'insert avant PCR. Ce dernier permettait de
déterminer si les colonies négatives portaient un plasmide contenant un insert.
Pour ce faire, des amorces commerciales standard utilisées pour se lier au
vecteur (T3-T7) ont été utilisées. Ces colonies négatives, suite au PCR CDR3,
aprés une amplification de vérification pat T3-T7 ne comportaient bel et bien

aucun insert.



Nombre de clones lymphocytaires

Donneur Sexe Age Type HLA-DR T obtenus selon les antigénes

SEP SEP utilisés
229E 0cC43 MBP PLP Total

P4 F 35 RR 8,15 1 0 0 0 1
P5 F 65 Cp 7,17 2 0 2 0 4
P6 F 45 RR ND 3 0 0 0 3
P7 F 34 CP 11,17 1 1 0 3 5
P8 H 58 CP 15,17 3 2 0 0 5
P9 F 34 CP 15, - 1 0 1 0 2
P11 F 42 RR ND 1 0 0 0 1
P12 F 38 RR 13,13 8 0 0 0 8
P13 F 54 RR 15, - 8 6 5 1 20
P14 F 45 CP ND 1 0 0 0
P16 F 28 RR 11,15 3 3 0 0
P17 F 32 RR 13,15 3 0 0 0
P18 H 47 RR ND 1 0 0 0
P22 H 58 CP 15,13 16 2 0 2 20
P23 F 45 RR 7,16 6 0 0 0
P24 F 46 Ccp 7,17 7 7 2 1 17
P25 F 38 RR 15, 11 2 3 2 2
P26 F 53 CP 15, - 4 3 0 0
P27 F 58 RR ND 8 2 4 0 14
P29 H 69 RR ND 1 0 0 2 3
P30 F 56 CP ND 0 2 1 0
P31 F 43 RR 7,13 0 6 2 1
Total des clones lymphocytaires T 80 34 19 12 145
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Tableau 2. Description de la cohorte de patients atteints de SEP ayant permis la
production de clones lymphocytaires T primaires a long-terme mono et bi-
spécifiques au niveau de leur reconnaissance antigénique. Le genre, I'dge , le
type de SEP (RR: rémissions-rechutes et CP: chronique-progressive) et le
typage HLA sont indiqués pour ces participants qui sont désignés par des
numéro pour souci de confidentialité. Le terme ND signifie non-déterminé. Le
nombre total de clones lymphocytaires T obtenus est indiqué pour chaque
patient, et pour tous les patients, fonction des antigénes de sélection utilisés lors
de I'étude.



Nombre de clones

Nombre de clones

Nombre de anti-coronaviraux anti- myéline
donneurs
229E 0C43 MBP PLP
SEP 32 80 34 19 12
Témoins 6 21 7 6 1
sains
Total 38 101 41 25 13
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Tableau 3. Bilan total de la production de clones lymphocytaires T primaires a
long-terme monospécifiques obtenus de 38 participants, 32 patients souffrants
de SEP et 6 témoins sains. Respectivement pour ces deux groupes, un total de
145 et 35 clones ont été produits, a partir du sang périphérique. Un groupe
témoins sains apparait ici, car une production de clones lymphocytaires T a été
réalisée durant la mise au point de la technique de clonage cellulaire.
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Figure 2. Démonstration du phénotype CD4+ des clones lymphocytaires T
monospécifiques étudiés de patients atteints de SEP. A) Gels 1% agarose
montrant les amplicons de 599pb obtenus, pour les 28 échantillons de clones
lymphocytaires T monospécifiques étudiés par amplification PCR avec les
amorces spécifiques au géne CD4 humain. B) Le témoin positif (T) pour le géne
CD8 montre un amplicon a 780pb. Les ARN des 28 échantillons furent analysés
avec les deux paires d’amorces pour déterminer le phénotype de ces clones

lymphocytaires T; ces résultats confirment leur phénotype CD4.



Donneur 3iéme stimulation 4iéme stimulation
SEP antigénique antigénique
229E | OC43 | MBP | PLP | 229E | OC43 | MBP | PLP
P1 3 1
P2 2 2
P3
P4 4 2 1
P5 2 2 2 2
P6 5 3
P7 1 2 6 1 1 3
P8 5 2 3 2
P9 1 1 1 1
P10
P11 6 1
P12 14 8
P13 8 8 5 1 8 6 5 1
P14 3 5 1
P15 1
P16 3 4 3 3
P17 3 1 1 3
P18 1 1
P19
P20
P21 2 3
P22 18 4 1 2 16 2 2
P23 6 6
P24 7 7 2 2 7 7 2 1
P25 4 3 2 2 2 3 2 2
P26 4 4
p27 8 3 4 8 2 4
P28 2 1
P29 1 2 1 2
P30 2 2 2 1
P31 6 3 1 6 2 1
P32 1 1
TOTAL 127 52 32 18 80 34 19 12
229 145
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Tableau 4. Evolution de la cinétique de prolifération cellulaire dans le temps,
pour les troisieme et quatriéme stimulations avec I'antigéne de sélection. Les
chiffres présents dans chaque colonne représentent le nombre de clones
lymphocytaires T obtenus par patient aprés la stimulation avec I'antigéne donné.
Les cases vides signifient qu'aucun clone n’'a survécu ou n'a été observé aprés
la stimulation avec I'antigéne. La premiére stimulation antigénique permettait de
générer des lignées antigéne-spécifiques, la seconde avait lieu au clonage par
dilution limite. Au total, il restait 145 clones lymphocytaires T monospécifiques a
la quatrieme stimulation; a ce point, les cellules étaient en culture depuis environ

deux mois.
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Figure 3. Exemples typiques de prolifération antigéne-spécifique de quatre
clones lymphocytaires T monospécifiques de patients atteints de SEP. Les
lectures en CPM de la radioactivité incorporée, obtenues lors de la quatrieme
stimulation antigénique, pour l'antigéne de sélection et I'antigéne témoin sont
indiquées pour chaque clone. Ainsi, la figure 2 fonctionne par colonne de deux et
se lit: P-indiquant le numéro accordé au patient, suivi de I'antigéne de sélection,
s'il y a lieu. La seconde colonne indique la lecture obtenue avec l'antigéne
témoin. Les |.S. sont tous supérieurs a trois, seuil fixé, et indiqués au-dessus des
colonnes respectives. Ces derniers correspondent a la valeur du ratio de la
lecture en CPM obtenue lors du test de prolifération pour I'antigéne de sélection

sur celui de I'antigéne témoin.



Antigéne

Avant congélation

Aprés congélation

TCC de sélection CPM L.S. CPM 1.S.
P7-4-46 0C43 17658 27 52114 19
P7-3-15 229E 3161 7 4930 3
P7-1-23 MBP 7927 8 1905 NS
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Tableau 5. Résultats de tests de prolifération obtenus pour trois TCC
monospécifiques du patient P7 qui ont été congelés puis remis en culture. Les
résultats présentés montrent la réactivité antigénique des clones étudiés, avant
et aprés la congélation. Le terme NS signifie non-spécifique. Le test
d’incorporation de la thymidine-tritié¢e a été réalisé deux semaines aprés la
remise en culture cellulaire.
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Figure 4. Réactivité antigénique pour le peptide MBP 84-102 chez un clone
lymphocytaire croisé: résultats préliminaires. Pour un clone lymphocytaire
sélectionné antigeniquement avec HCoV-229E, des tests d'incorporation a la
thymidine tritiée démontrent une réaction-croisée avec le peptide MBP 84-102
(1ng/puits). Un clone sélectionné avec HCoV-229E reconnait également le
peptide MBP d'une fagon significative. La Figure 3 présente les indices de
stimulation et la valeur des comptes obtenus. Les indices de stimulation
respectivement pour HCoV-229E et MBP 84-102 sont de 3,5 et 3,2. Les valeurs
obtenues pour HCoV-OC43 et la PLP sont non significatives (N.S.).



Donneurs Antigénes Antigénes
Clones n Viraux Myéline Total
HCoV- | HCoV-
220 | oca3 | MBP | PLP
Monospécifiques 22/32 80 34 19 12 145
Croisés 6/32 4 2 2 2 10
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Tableau 6. Bilan de tous les clones lymphocytaires T produits de patients
atteints de SEP. Les clones monospécifiques sont au nombre de 145, les clones
antigéniquement croisés pour les antigénes coronavirus-myéline sont au nombre
de 10. L'antigéne de sélection est indiqué dans ce tableau, il s’agit de I'antigéne
utilisé pour la mise en culture initiale. Le nombre ‘n’ est décrit en fonction du
nombre total de patients testés pour la production de clones. Ainsi, un total de 22
patients ont permis la production de clones lymphocytaires T monospécifiques,
et des clones croisés ont été produits de 6 patients. Au total lors de ce projet, 32

patients furent testés pour la production de clones.



HCoV-229E | HCoV-0OC43 MBP PLP
Clones
P7a N.S. 5,9 (4772) 2,4 (1584) N.S.
P8a 2,7 (5000) N.S. 3,5 (1231) N.S.
Pi12a 3,1 (2300) N.S. N.S. 3,2 (1198)
P12b 4,5 (1542) N.S. N.S. 5,2 (985)
P12¢ 2,9 (1120) N.S. 3,4 (898) N.S.
P13a 11,3 (4293) N.S. 4,2 (4233) N.S.
P13b N.S. 9,0 (10800) 8,4 (7365) 3,4 (2400)
P22a 18,3 (6284) N.S. 3,8 (2628) N.S.
P22b 9,0 (2322) N.S. 4,9 (1014) 5,1 (1164)
P24a 18,0 (9020) N.S. 3,4 (1205) N.S.
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Tableau 7. Résultats obtenus pour le test d'incorporation de thymidine-tritiée
pour 10 clones lymphocytaires T antigéniquement croisés. Les |.S et les lectures
obtenues en CPM pour l'incorporation de thymidine-triti€e (entre parentheéses)
sont indiqués dans ce tableau. L’'antigéne de sélection est indiqué par des
données en caractéres gras placées sous l'antigéne correspondant; le clone P7a
fut sélectionné antigéniquement au départ avec HCoV-OC43, le clone P8a avec
HCoV-229E, et ainsi de suite. Le terme N.S. signifie non-spécifique.



Lignée P22 Lignée P27 Clone P22

CPM obtenu CPM obtenus CPM obtenus
Concentl‘ation 3|eme 4|eme 3leme 4leme 3|eme 4|eme
de z-vad
Témoin 1670 643 3924 400 800 Nul
Ajout de 1uM 1670 Nul 3924 632 800 Nul
Ajout de 10puM 1670 982 3924 Nul 800 Nul
Ajout de 20uM 1670 410 3924 Nul 800 Nul
Ajout de 50uM 1670 Nul 3924 332 800 331
Ajout de 100puM 1670 Nul 3924 708 800 Nul
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Tableau 8. Inhibition d'apoptose. Résultats préliminaires obtenus lors
d'expériences d'inhibition d'apoptose réalisées sur deux lignées et un clone
lymphocytaires sélectionnés avec HCoV-229E. Le z-vad fut ajouté en
concentration de 1 a 100 uM, lors de la quatriéme restimulation antigénique avec
antigene de sélection approprié. Le Tableau 8 montre les comptes (CPM)
obtenus suite au test d'incorporation de thymidine-tritiée lors de la prolifération
précedant I'ajout d’agent anti-apoptotique (quatriéme stimulation) et les comptes
obtenus 14 jours aprés lajout (cinquiéme stimulation). Pour les témoins
respectifs, des cultures lymphocytaires paralléles, la stimulation antigénique a eu
lieu sans aucun ajout de z-vad. En effet, une lignée ou un clone obtenu en
troisieme stimulation a été divisé en 6 puits différents et restimulé
antigéniquement. Le terme ‘nul’ est inscrit lorsque les comptes offraient une
valeur inférieure a 250 cpm incorporé. Le nombre de cellules est estimé avant la
quatrieme stimulation a environ 250 000 cellules pour les lignées et 50 000

cellules pour le clone.



HLA- | Spécificité
DR antigénique VB \'/ N-D-N J

TCC

P7a | 11,17 | OC43 MBP 6S7*2 | CASS | LNPASYG | EQYVGPGTM

P8a | 15,17 | 229E MBO 6S5 | CASS | LSLYSG | GNETRLGT
P12a 13 229E PLP 6S7*2 | CASS | SLNGSPL | GPGTRLTVT
P13a 15 229E MBP 6S5 | CASS | LGPASYE | GPGTRLTVT
P13b 15 OC43 | MBP/PLP | 8S2 | CASS | LSLLSPH | GPGTRLTVT
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Tableau 9. Résultats des réactions de séquencgage effectuées sur cing clones
lymphocytaires T de spécificité antigénique croisée coronavirus-myéline, étudiés
au niveau moléculaire pour l'identification de la chaine B de leur RCT. Les
résultats du typage HLA des patients desquels ont été isolés ces clones
lymphocytaires T sont inscrits dans ce tableau. La spécificité antigénique de
sélection lors de la mise en culture initiale est indiquée par des caracteres gras.
La séquence des segments D-J de la chaine B identifi€e sont aussi présents. La
portion V signifie la section de jonction entre la fin de la VP et le début de la

portion hypervariable.



Nombre | Nombre | Amplicon Nombre
de de attendu | d’amplifications
colonies | colonies | et obtenu négatives
testées | positives (pb) obtenues

TCC
P7a 100 90 234 10
P8a 124 118 243
P12a 93 86 261
P13a 100 83 258 17
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Tableau 10. Résultats de l'amplification PCR diversité. Afin d’augmenter le
pouvoir statistique des résultats, des colonies bactériennes supplémentaires ont
été vérifiees pour la présence de la chaine B et portion hypervariable en
complément aux dix colonies bactériennes précédemment séquencées. Ces
colonies et les colonies séquencées sont toutes issues de la méme
transformation bactérienne. Un total d'environ 100 colonies bactériennes fut
étudié par clone d'intérét. La quantité de colonies a vérifier devait parfois étre
abaissée car les transformants n'étaient pas en assez grand nombre au départ.
Ainsi, ce tableau fait le bilan des colonies analysées, du nombre de colonies
confirmées positives suivant I'amplification ce, pour chaque clone et du nombre
de colonies s'étant avérées négatives en amplification, car ne portant pas
d'insert. La taille attendue et obtenue de I'amplicon, suite a I'amplification géne-
spécifique par PCR des ADN plasmidiques contenus dans les colonies
bactériennes correspondantes, est également présentée pour chaque clone

lymphocytaire T analysé.
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Figure 5. Gels d'agarose 1% typique de I'amplification PCR diversité. Données
brutes d’'un échantillons des gels produits suite a la migration des amplicons
obtenus avec les amorces Cp et P8a, donc pour le clone croisé P8. Le produit de
PCR a une taille attendue de 243pb et le standard de poids moléculaire montre

une échelle qui monte de 100 pb en 100 pb.



105

CHAPITRE 4: DISCUSSION
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1.0 SOMMAIRE

Au cours de ce projet de recherche, des clones lymphocytaires T primaires
monospécifiques ou doublement spécifiques ont été isolés a partir du sang
périphérique de patients atteints de SEP et cultivés, a long-terme, in vitro. Ce
projet visait 'étude de clones lymphocytaires T humains antigéniquement croisés
coronavirus-myéline chez des patients affectés de SEP afin de confirmer et
caractériser le mécanisme de mimétisme moléculaire en tant que processus

possiblement pathologique.

Des lignées lymphocytaires T a long-terme avaient montré que des réactions
croisées coronavirus-myéline été retrouvées d'une fagon hautement significative
chez des patients atteints de SEP lorsque comparés a des témoins sains (Talbot
et al., 1996). Les travaux présentés dans cette thése désiraient caractériser au
niveau moléculaire les lymphocytes T impliqués dans une telle reconnaissance
bi-spécifique. Les résultats obtenus avec les clones lymphocytaires T montrent le
mimétisme moléculaire coronavirus-myéline. Ces derniers ne sont aucunement
comparables aux résultats précédemment publiés avec les lignées,
premiérement car le protocole expérimental utilisé est trés rigoureux et car la
nature des lymphocytes T primaires en culture a long-terme ne permettent aucun
calcul de fréquence. En effet, I'apoptose et I'anergie caractérisant ce type de
protocole, une seule cellule primaire antigéne spécifique et sa progéniture
proliférent jusqu'a épuisement. De plus, comme les cultures furent enrichies au
départ pour I'antigéne de sélection avant clonage, le calcul des fréquences est

devenu non pertinent.

Le paralléle entre les témoins sains et les patients atteints de SEP ne fut pas
établi au cours de ces travaux, car aucun nombre relatif a la fréquence de
lymphocytes croisés circulant ou de de lymphocytes proliférant n'eut pu étre
utilisé. Ces travaux se concentrent sur I'étude d'un phénoméne précédemment
démontré chez des patients souffrant de SEP. De plus, il est & considérer que

l'impact pathologique de la réaction croisée coronavirus-myéline n'est pas
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prouvé. Ce type de réaction peut étre présent chez un individu sain et ne jamais
induire de réponse pathologique. Une telle réaction croisée peut-elle contribuer
au déclenchement/maintien/amplification de la SEP? Les travaux présentés
aprofondissent notre connaissance du lymphocyte T impliqué dans une telle

réaction.

1.1 Retour sur les hypothéses de départ

L’étiologie de la SEP demeure inconnue a ce jour. Elle est décrite comme
inflammatoire et autoimmunitaire. Une activation caractéristique de clones
lymphocytaires T CD4+ dirigés contre la MBP et la PLP est observée. L'intérét
de ce projet de recherche portait sur le mimétisme moléculaire comme
mécanisme potentiel expliquant le processus d’activation des lymphocytes
autoréactifs dans la SEP. Des éléments de I'environnement, de méme que
certains facteurs génétiques, semblent impliqués dans la susceptibilit¢ a
développer la pathologie; le coronavirus apparait comme un des candidats
potentiels a étudier. En effet, le coronavirus murin induit chez un héte susceptible
une maladie chronique qui s'apparente a la SEP. Puis, tel que cité dans
I'introduction, les coronavirus humains semblent eux aussi avoir un potentiel

neurotrope, neuroinvasif et neurovirulent.

L'activation de lymphocytes anti-MBP et anti-PLP est observée dans la SEP.
Toutefois, le processus d’activation de ces lymphocytes T autoréactifs demeure
inconnu. Les travaux de cette thése ont voulu confirmer le caractére clonal de
résultats précédemment publiés (Talbot et al, 1996) qui indiquaient une
présence hautement significative, chez les patients atteints de SEP, de lignees
lymphocytaires T antigéniquement croisées pour les antigénes HCoV-229E et
MBP, lorsque comparée a celles obtenues chez les témoins sains. Ainsi par
exemple, une lignée lymphocytaire sélectionnée antigéniquement avec un
antigéne coronaviral est aussi stimulée par la protéine MBP. Ainsi, une infection
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virale, chez un individu prédisposé génétiqguement, pourrait-elle mener a
I'activation de lymphocytes autoréactifs anti-MBP ou anti-PLP?

Comme des lignées constituent une population cellulaire hétérogéne, deux
cellules T de spécificité différente, présentes dans la population cellulaire
étudiée, auraient pu étre a la base de ce phénoméne de réaction croisée. Ainsi,
dans le but d'associer l'observation des réactions antigéniques croisées
coronavirus-myéline a un seul RCT, donc a une population cellulaire de niveau
clonal, nous avons di en premier lieu élaborer un protocole de clonage. Ces
études allaient permettre d'apprécier le caractére clonal du RCT, tant par
I'observation d’'une population cellulaire clonale que par des analyses indiquant
la présence d'un seul RCT sur ces clones. Les travaux présentés dans cette
thése montrent donc au niveau clonal que deux antigénes hétérogénes sont
reconnus par un méme RCT, assumant par toutes nos analyses que les clones

obtenus ne portent qu'un seul RCT.

1.2 Etapes expérimentales principales

Afin de valider le mimétisme moléculaire coronavirus-myéline au niveau d'une
population homogene de lymphocytes, il a d’'abord fallu produire des clones
lymphocytaires T et un protocole de clonage par dilution limite a donc été mis au
point. De plus, des antigénes d'intérét ont été ajoutés a ceux utilisés dans I'étude
réalisée en 1996 par I'équipe du docteur Pierre Talbot. Cette derniére impliquait
les antigénes HCoV-229E et MBP. Ce projet de recherche inclut également les
antigénes HCoV-OC43, donc l'autre sérotype de coronavirus humain egalement
neurotrope, et la PLP, la protéine constituant majoritairement la myéline et

potentiel autoantigéne dans la SEP, tel que vu dans l'introduction.

Suite a I'élaboration et I'optimisation du protocole expérimental de clonage a
long-terme de lymphocytes primaires obtenus du sang périphérique humain, le
clonage cellulaire fut réalisé. Les étapes subséquentes de ce projet conduisirent
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vers la caractérisation de la chaine B du RCT des clones antigéniquement
croisés obtenus. Finalement, un grand nombre de colonies bactériennes fut

vérifié pour ajouter a la démonstration de la clonalité cellulaire.

Ainsi, a partir de 32 patients atteints de SEP enrolés dans ce projet, un total de
145 clones lymphocytaires T monospécifiques et 10 clones T croisés
coronavirus-myéline, a été produit a partir du sang périphérique et le caractére
clonal démontré au niveau moléculaire pour 4 populations.

2.0 PRODUCTION DE CLONES LYMPHOCYTAIRES T PRIMAIRES
SPECIFIQUES POUR LA CULTURE A LONG-TERME.

Le protocole de production de clones lymphocytaires T primaires pour culture a
long-terme permet des études plus approfondies sur la spécificité antigénique et
I'identification des clones T monospécifiques ou doublement spécifique pour les
antigénes étudiés. Le fait de travailler avec des patients atteints de SEP amenait
certaines contraintes quant a I'accessibilité et la disponibilité de ces derniers.
Pour un tel protocole, les besoins en restimulation antigénique sont bi-mensuels
(aux deux semaines) et parfois un patient pouvait ne pas étre disponible pour un
prélévement sanguin ou pouvait, par exemple, avoir débuté un traitement avec
des immunomodulateurs. Une innovation dans notre protocole de clonage
cellulaire fut avancée afin de contourner les désavantages d’'un constant besoin
de CPA autologues. La congélation de ces derniéres dans 15% (v/v) DMSO et
20% sérum autologue procura beaucoup de latitude sur le plan expérimental.

Les problémes anticipés avec la manipulation de lymphocytes T primaires et la
grande variabilité¢ retrouvée au niveau de la croissance cellulaire sont aussi
discutés. La nature des antigénes étudiés ainsi que le degré de dégénérescence
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dans la reconnaissance antigéne-RCT sont également abordés dans cette
section. Finalement, la pertinence pathologique des clones lymphocytaires T

antigéniquement croisés est exposée.

21 Protocole expérimental

Le protocole expérimental fut optimisé en fonction de différentes données sur le
clonage de lymphocytes T humains trouvées dans la littérature, telles
qu'exposées en introduction. Pour [l'obtention de clones lymphocytaires
spécifiques primaires obtenus a long-terme ce type de protocole, fastidieux et
périlleux, est sans alternative. Certaines variantes observées dans les conditions
du culture sont cependant présentes, mais les étapes de production sont plutdt

similaires.

Les restimulations bimensuelles avec des antigénes de sélection et I'utilisation
d'IL-2 sont des constantes, cependant. pour des raisons qui demeurent encore
mystérieuses, la manipulation de clones lymphocytaires T humains primaires a
long-terme est encore, a ce jour, un défi technique. Alors que la culture de
lymphocytes primaires murins semble bien mieux contrblée (Sredi et al., 1981;
Brooks, 1986), la culture de clones T humains sur une longue période demeure
périlleuse (Spits et Yssel, 1996). Cependant, pour des raisons évidentes, on peut
penser que ces cellules ont une longévité et une action régies de maniéere tres

sévére, ce qui se reflete in vitro.

Les clonages cellulaires peuvent étre réalisés directement du sang périphérique
(Hafler et al., 1985), mais nous avons choisi de procéder tout d’abord par la
production de lignées antigéne-spécifiques, qui furent ensuite clonées par
dilution limite. La production de lignées fut réalisée pour favoriser un plus grand
nombre de lymphocytes antigénes-spécifiques a I'étape du clonage. En effet,
dans notre contexte expérimental, des clonages de lymphocytes T issus

directement du sang périphérique menaient vers des taux trés bas de production
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de clones pour les antigénes coronaviraux et plus souvent qu'autrement, vers
aucun clone dirigé contre une des protéines du SNC (données non-présentées).
De plus, par un clonage directement du sang périphérique, les cellules déja
activées, en circulation, étaient également favorisées, mais le taux de production
de clones in vitro était insuffisant. En effet, trés peu de clones se rendait a la
troisieme stimulation antigénique. La production de lignées lymphocytaires
primaires (cultures enrichies pour I'antigéne de sélection) a donc permis de
contourner ce probleme et de permettre une culture de lymphocytes de
spécificité antigénique bien définie, a long-terme. Cependant, cette technique,
contrairement a un clonage réalisé directement du sang périphérique, ne permet
pas le calcul de fréquence de lymphocytes autoréactifs activés en circulation
(Vandevyver et al., 1998).

Des lymphocytes autoréactifs non-activés sont donc présents dans la circulation
sanguine (Kuchroo et al., 2000), et la production de lignées lymphocytaires avant
clonage cellulaire permet d'activer ces derniers. De TlL-2 fut utilisee
systématiquement lors de la prolifération cellulaire pour les lignées initiales et
pour la production de clones; les concentration d'IL-2 furent diminués lentement
suite & une stimulation antigénique, le récepteur de cet interleukine étant régule
a la baisse aprés stimulation. Les lymphocytes avaient donc une période de
repos entre chaque stimulation antigénique. Certains protocoles de clonage
utilisent également le PHA pour promouvoir la prolifération cellulaire (Fleisher et
al., 1998; Vandevyver et al., 1998). Cependant, nous avons observé lors de la
mise au point de notre protocole que les cultures lymphocytaires supplémentées
avec cet agent mitogéne perdaient rapidement leur spécificité antigénique. La
prolifération de ces lymphocytes était certes rapide, mais comme nous
recherchions une croissance cellulaire antigéne-spécifique a long-terme, il fut
decidé de ne pas additionner de PHA les cultures cellulaires.

Une originalité de ce protocole de clonage est retrouvée dans la manipulation
des CPA autologues. En effet, alors que plusieurs stimulations antigéniques sont

a venir, une seule ponction sanguine permet de recueillir le nombre de cellules
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requis pour une expérience compléte, incluant toutes les étapes de stimulations
antigéniques et les analyses de spécificité par incorporation a la thymidine-tritice.
De méme, le sérum autologue inactivé fut utilisé tout au long du protocole. Ainsi,
aprés la mise en culture des cellules sous sélection antigénique pour la
production de lignées lymphocytaires primaires, le reste de PBMC a été congelé
pour étre utilisés comme CPA ultérieurement. Cette méthode originale procure
de l'autonomie et la congélation de CPA rend I'expérience indépendante de
toutes fluctuations immunitaires qui pourraient éventuellement survenir entre les
ponctions sanguines, puissent-elles avoir quelconque implication sur le protocole
et les résultats subséquents. De telles CPA autologues respectent aussi les
conditions nécessaires pour une présentation antigénique efficace (costimulation
B7 efficace qui supporte le contact CPA-CelluleT), ainsi que la restriction
antigénique HLA de lindividu, une qualité recherchée lorsque les manipulations
s'effectuent avec une cohorte de plusieurs participants (Greenfield et al., 1998,
Hemmer et al., 2000).

L'étape de congélation des CPA a démontré que la concentration idéale de
DMSO pour cette congélation était de 15 % (v/v) du volume final. En effet,
I'utilisation de cet agent aux concentrations de 10% et 30% semblait diminuer
I'efficacité de présentation des cellules, les récepteurs de surface ayant peut-étre
été affectés ou simplement été détachés de la surface cellulaire. Apres
congélation dans 10% ou 30% (v/v) de DMSO, les CPA ne présentent pas
I'antigéne de fagon aussi efficace, et les CPM les plus hauts sont obtenus avec
des CPA préalablement congelées dans 15% (v/v) DMSO. Ces résultats sont
comparables aux valeur obtenues en CPM suite a une stimulation antigénique
réalisée avec des CPA fraiches (données non-présentées). Ainsi, les CPA ont
été maintenues sans probléme, tout au long du protocole de 2-3 mois, a -80°C.
Elles étaient irradiées a 2500 rads (Vandevyver et al., 1998) aprés décongélation

rapide a 37°C, juste avant utilisation.

Finalement, le protocole expérimental a permis la production de clones
lymphocytaires T CD4+, telle que le montre la Figure 2. Un bassin de 28 clones
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monospécifiques ont été testés a l'aide d'amplification par PCR afin de vérifier le
phénotype exprimé. Tous ces clones monospécifiques, choisis aléatoirement,
étaient positifs pour le marqueur de surface CD4. Dans ce protocole, la
présentation antigénique de protéines est effectuée par des CPA irradiées; le
contexte de présentation favorisé est donc le CMH de classe Il (Runnels et al.,
1997; Pieters, 2000). Les CPA irradiées peuvent processer un antigéne, mais ce
dernier peut aussi se placer directement dans la niche a peptide du CMH de
classe Il, cette derniére étant ouverte aux extrémités (Hilyard et Strominger,
1995). La présence de clones lymphocytaires T CD8+ était aussi possible (Talbot
et al., 1996; Neumann et al., 2002), souvent responsables de dommages aux
axones, mais ils ne furent pas observés dans le cadre de ces expériences. Tel
que mentionné dans l'introduction, c’est le phénotype CD4+ qui est observé dans

le modeéle animal de EAE.

Notons que le patron de cytokines d’aucun clone T n’a été investigué. En effet,
FIL-2 ajoutée régulierement et systématiquement aux cultures lymphocytaires
conduit artificiellement vers un profil de type Th-1 (inflammatoire) (Seder, 1996;
Raju et al., 2001).

2.2 Variabilité des cultures, problémes inhérents de croissance cellulaire

et de longévité en culture in vitro

La variabilité en ce qui touche la capacité de prolifération des cultures cellulaires
caractérise grandement la production de clones T. En effet, sur la grande
quantité intitiale de lignées T spécifiques un antigéne de sélection respectif, une
perte drastique de cellules a été observée a chaque stimulation antigénique,
évidemment aprés le clonage cellulaire, mais surtout entre la troisiéme et la
quatrieme stimulation, lors de la production de clones lymphocytaires T
spécifiques a long-terme. Ces pertes cellulaires sont anticipées, car il est
question ici de clones lymphocytaires T primaires humains, en culture a long-
terme, ayant une longévité prédéterminée. La littérature traite de clones T
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spécifiques a la MBP, mais la recherche s’oriente surtout vers des clones en
culture a court terme ou encore de lignées T (Hafler et al., 1997). Ainsi, comme
nous avons expérimenté en début de protocole, plusieurs clones sont obtenus,
mais comme peu de protocole s’étale sur une période supérieure a 1 mois (2
stimulations antigéniques, le plus souvent une seule), la comparaison entre
protocoles expérimentaux est difficile a établir. Des clones humains spécifiques a
la MBP, en culture a long-terme, sont rapportés en 1988, MBP, avec des
quantité de 18 clones lymphocytaires T pour 3 patients atteints de SEP (Weber
et Buurman, 1988; Burns et Littlefield, 1989). En ce sens, la production rapportée
dans la littérature peut étre décrite comme similaire a la notre... Les clones
lymphocytaires T doublement réactifs coronavirus-myéline ne sont pas

exhaustivement étudiés chez I’humain.

Ainsi, hormis le fait que tous les participants ont permis la production de lignées
lymphocytaires suite a la mise en culture initiale, aucune production de clones
lymphocytaires T n'a pas été possible pour 10 des 32 patients étudiés, ce malgré
une surveillance rigoureuse des cultures. Il semblerait que la facilité¢ de

production de clones lymphocytaires T varie méme entre les participants.

La production de clones pourrait étre influencée par I'état du participant lors de la
ponction sanguine, la vitesse et la qualité de culture des lymphocytes influencées
par l'activation initiale de ces derniers. En effet, un patient testé pendant rechute
de SEP pourrait avoir un plus grand nombre de lymphocytes activés, prés a
proliférer, en circulation. Le patient en rémission tant qu’a lui, bénéficie peut-étre
d'un systéme immunitaire davantage ‘au repos’, donc moins apte a la production
de clones. Il est démontré que la prolifération des lymphocytes contre la MOBP
et la MBP, par exemple, de méme que la production d’'IFN-y sont en corrélation
avec l'activité des lésions observées dans la SEP et les rechutes (Arbour et al.,
2003). Ainsi, la croissance cellulaire varierait aussi pour les clones
lymphocytaires autoréactifs. Chez 10 patients, la production de clones
lymphocytaires T n'a pas été fructueuse. Des raisons liées a I'état d’activation du
systéme immunitaire lors de la ponction sanguine pourraient effectivement
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expliquer labsence de clones T chez ces individus. Des agents
immunomodulateurs pris par les patients pourraient aussi avoir un impact sur la
prolifération cellulaire, mais aucun des participants a I'étude ne consommait ces
derniers pour une période d'au moins deux mois avant le début du protocole.

Le Tableau 2, en plus de décrire la cohorte de patients SEP ayant conduit a
I'obtention de clones lymphocytaires T, présente aussi la distribution de ces
clones lymphocytaires T monospécifiques selon les antigénes d'intérét
respectifs. La majorité des 145 clones monospécifiques, obtenus de 22 patients
atteints de SEP, reconnaissent les antigénes coronaviraux (Tableau 3). En effet,
comme les réinfections avec le coronavirus sont possibles et la population est
hautement séropositive pour les coronavirus, la présence de cellules mémoires
reconnaissant ces antigenes peut expliquer la présence significative de
lymphocytes T activés in vitro par ces antigénes (Myint, 1994). En effet, prés de
80% des clones lymphocytaires monospécifiques obtenus reconnaissent un
antigéne coronaviral. Un grand nombre de femmes a participé a I'étude (18/22
participants), bien que la sélection ait été aléatoire selon la disponibilité de
patients. La SEP touche plus fortement les femmes, et leur présence est

maijoritaire dans la cohorte étudiée (Withacre et al., 1999).

Le Tableau 4 met en évidence les variabilités au niveau de la croissance
cellulaire et de la capacité de prolifération démontrée par des tests
d'incorporation a la thymidine-triti€¢e. Le nombre de clones lymphocytaires T
monospécifiques étudié chute en effet drastiquement entre la troisieme et la
quatrieme stimulation antigénique (Tableau 8). Outre la variabilit¢ dans la
production de clones T, la principale difficulté rencontrée lors de ce protocole est
inhérente a la qualité des cellules lymphocytaires primaires humaines: apoptose,
anergie et exhaustion clonale sont des processus qui arrivent tét ou tard, les
cellules primaires ayant un nombre de division limité et une longévité calculée
(Beverley et Maini, 2000; Pawelec et al., 2000). De plus, la culture de cellules
lymphocytaires T s’appuierait sur une balance subtile durant la stimulation
antigénique : la stimulation antigénique efficace et la concentration en IL-2 et la
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besoin de période de repos, par exemple. Une stimulation non-efficace
n'impliquant pas les signaux nécessaires de costimulation conduit vers I'anergie,
alors qu'une stimulation excessive méne & l'apoptose par exhaustion clonale
(LaSalle et Hafler, 1994; Greenfield et al., 1998; Simon et al., 2001). Des
approches alternatives quant a lutilisation d'interleukines ou d'agents anti-
apoptotiques permettent parfois de maximiser la longévité cellulaire, cependant,
la mort des lymphocytes T primaires est normale et doit étre anticipée, surtout
chez les clones lymphocytaires T mis en culture a long-terme (Kreisel et al.,
2002). On peut méme penser que bien des clones T d'intérét seront perdus dés
les premiéres stimulations antigéniques; par exemple, un lymphocyte déja activé
en circulation et ayant connu un certain nombre de divisions cellulaires pourrait
fort bien ne pas survivre a 4 rondes de stimulations antigéniques additionnelles.
Quelques expériences préliminaires réalisées avec l'inhibiteur de caspases z-vad
n‘ont montré aucune différence significative quant a une survie accrue des
clones lymphocytaires T; cette avenue n’a pas été explorée davantage.

2.3 Nature des antigénes étudiés

Le Tableau 3 présente le bilan complet des clones lymphocytaires T
monospécifiques obtenus au cours de ce projet. Les clones T reconnaisant les
antigénes coronaviraux apparaissent en plus grand nombre. La nature trés
variée des antigénes étudiés (protéines totales purifiées versus lysats cellulaires
clarifiés), tout en augmentant le répertoire d'épitopes potentiellement reconnus
peu aussi avoir eu un effet sur la croissance cellulaire. La facilité de présentation
de peptides antigéniques versus celle obtenue suite a l'utilisation de protéines
completes peut jouer sur le niveau de stimulation antigénique, quoique les
peptides antigéniques doivent étre présents en quantité suffisante (Mauri, 1994;
Runnels et al., 1997). Il est aussi a souligner qu’une conformation structurelle de
la protéine pourrait avoir favorisé la présentation de certains épitopes et la
présence de ligands optimaux pourrait ainsi ne pas avoir été suffisante, cette
derniere diluée parmi les différents épitopes présents (Hemmer et al.,, 1997).
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Cependant, notre protocole se devait de promouvoir l'utilisation d'un large
spectre d'antigénes, car les épitopes impliqués dans la reconnaissance
antigénique croisée ne sont pas encore identifiés. Des études par
chevauchement de peptides seraient possibles pour identifier la portion de MBP
ou PLP reconnue par un clone croisé (Wucherpfennig et Strominger, 1995).
Cependant cette approche ne peut- étre envisagée pour ce qui est du virus qui
fait entre 27 et 32 kb. Les protéines structurales virales pourraient étre isolées
puis testées séparément, mais cette approche n'incluerait pas les protéines non
structurales. Les lysats cellulaires infectés et inactivés utilisés comme antigéne
comportent lI'ensemble des protéines virales structurales et celles non-
structurales, mais d’'autres protéines dans le milieu cellulaire pourraient avoir une
influence sur la prolifération. En dépit de l'utilisation d’'un lysat de cellules non-
infectées réalisés en paralléle qui indique lorsque la prolifération est supérieure
avec lantigene coronaviral, nous estimons négligeable mais ne pouvons
conclure sur l'impact des autres molécules présentes dans le lysat.

On observe une plus forte incorporation de thymidine-triti€e pour les clones
lymphocytaires T sélectionnés avec les antigénes coronaviraux. En plus de
stimuler plus de 80% des clones produits, ces antigenes les stimulent davantage.
Cette réactivité pourrait étre expliquée par le fait que les ligands du soi sont
souvent non-optimaux (Hemmer et al., 1997). Une affinité plus faible peut se
traduire en une plus faible prolifération (réponse en CPM) ou par une
reconnaissance antigénique insuffisante (expliquant également la production
modeste de clones sélectionnés avec un antigéne du SNC). La Figure 3
présente l'activation de clones lymphocytaires T monospécifiques avec leur
antigéne de sélection et lI'antigene témoin respectif. Les clones sélectionnés
avec les antigénes coronaviraux répondent plus fortement, avec des |.S. plus
hauts. Les ligands du soi apparaissent comme des ligands non-optimaux, ce qui
pourrait sembler logique, I'évolution parant un peu contre un processus
autoimmunitaire... De plus, les lymphocytes T étudiés ont dd, a un moment de

leur développement, se conformer aux régles de la sélection thymique.
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Tout est donc histoire de stimulation. Cette variabilité dans la capacité de
prolifération suite & une sélection antigénique avec des antigénes du SNC peut
possiblement étre liée au phénoméne démontré au Tableau 5. Les deux clones
lymphocytaires T sélectionnés avec les antigénes viraux ont conservé leur
spécificité antigénique lors de la remise en culture aprés congélation. Le clone
sélectionné avec l'autoantigéne a perdu sa réactivitt¢ a l'antigéne suite a la
décongélation. Le fait de n'avoir les résultats d’un seul clone qui reconnait le soi
ne permet pas de tirer des conclusions, mais cette observation permet d’énoncer
des hypothéses comme le manque de stimulation adéquate (peptide non-optimal
ou manque d’affinité), la perte éventuelle d'un marqueur comme CD28, lors de la
remise en culture ou simplement la longévité cellulaire limitée (Chapman et
al.,1996; Chen et al., 1996). Différents processus pourrait donc avoir occasionné

I'anergie et la non-réponse du clone P7-1-23 aprés décongelation.

Le désir d’explorer davantage le lien entre prolifération et nature de I'antigéne a
permis une observation préliminaire réalisée chez un patient souffrant de SEP
exprimant le HLA-DRB1*1501 (Wucherpfennig, 1997). Une stimulation
antigénique avec le peptide 84-102 immunodominant de la MBP a été réalisé
pour un clone sélectionné avec HCoV-229E qui montrait également un certain
degré prolifération envers la MBP sous forme de protéine entiere (Figure 4). Ce
clone reconnait a la fois le lysat 229E et le peptide immunodominant de la MBP.
Bien que ce résultat soit intéressant, il est cependant difficile de conclure
davantage sur la signification de cette observation, a cause du manque de
témoin négatif de nature peptidique. En effet, un peptide, de par sa nature (petit
et déja processé) pourrait avoir été favorisé lors de la présentation antigénique
(Runnels et al., 1997). Il importe donc de comparer des peptides d'interét avec le
peptide témoin correspondant et non avec la protéine témoin correspondante.
Tel que mentionné dans l'introduction, la prévalence de la reconnaissance, HLA-
DR2 restreinte, de ce peptide MBP 84-102 chez les patients atteints de SEP a
déja été montrée, mais il serait pertinent de voir si de tels clones montrent une
réaction croisée coronavirus-myéline. L'importance de [Ihaplotype HLA-
DRB1*1501 dans la présentation de clones lymphocytaires T anti-MBP est
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démontrée (Wucherpfennig et al., 1997). De plus, cet haplotype est le seul

génétiquement associé fortement a la SEP.

Un peptide est toujours reconnu présenté par le CMH, formant avec ce dernier
un complexe tridimentionnel qui sera reconnu par le RCT. La présentation
antigénique semble donc jouer un rdle important, car différents peptides
présentés avec prédilection par certains CMH conduiraient au développement de
différentes formes de SEP (Minohara et al., 2001). La susceptibilité génétique
d’un individu, par son répertoire CMH, pourrait favoriser I'autoimunité lorsque les

peptides clés sont disponibles.

2.4 Production de clones lymphocytaires T primaires croisés et

mimétisme moléculaire

Un des points culminants de ce projet consiste ainsi en I'obtention de clones
lymphocytaires T de spécificité antigénique croisée coronavirus-myéline. Suite a
un clonage par dilution limite, plusieurs clones monospécifiques ont été produits,
mais seulement dix clones ont montré une double réactivité coronavirus-myéline.
Le Tableau 6 montre le bilan de clones lymphocytaires T cumulés aprés quatre
rondes de stimulations antigéniques. Les fréquences des clones lymphocytaires
croisés obtenus versus les quantités de clones monospécifiques obtenus ne
peuvent étre comparées, car les clones ne sont pas issus directement du sang
périphérique (Hafler et al., 1985; Vandevyver et al., 1998). Effectivement, une
activation in vitro de lymphocytes a permis lactivation de populations de
lymphocytes avant clonage; cette population n’est pas comparable au nombre de
cellules normalement activées présentes dans le sang. Les résultats montrant de
fagon hautement significative une plus grande proportion de réactions croisées
coronavirus-myéline ayant déja été démontrés par le laboratoire du docteur
Pierre Talbot en 1996, I'objectif de ce projet était plutét de caractériser au niveau
clonal ce phénoméne de mimétisme moléculaire coronavirus-myéline déja

observé.
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Le Tableau 7 présente une description de ces dix clones lymphocytaires T
antigéniquement croisés obtenus. Les I.S., de méme que les lectures obtenues
aux tests d'incorporation de thymidine-triti€e, sont indiqués. Une observation
découlante exprime peut-étre que plusieurs peptides peuvent possiblement étre
reconnu par le RCT. Une certaine dégénérescence, une flexibilité, dans la
reconnaissance du peptide par le RCT fait que plus d'un peptide peut activer le
méme RCT, a des degrés variables (Chen et al., 1996; Wucherpfennig, 1997).
En effet, certains clones antigéniquement croisés sélectionnés avec un antigene
coronaviral reconnaissent les deux antigénes étudiées du SNC, soit la MBP et la
PLP. En effet, plusieurs RCT peuvent reconnaitre, avec affinités differentes,
plusieurs complexes peptide antigénique-CMH (Wucherpfennig et al., 1997). Il a
été démontré qu'un peptide contenant seulement 4 résidus de la MBP peut
stimuler des lymphocytes T spécifiques a la MBP, et que cette séquence de 4
résidus est retrouvée également chez plusieurs virus, comme chez le
coronavirus (Gautam et al., 1992). De plus, plusieurs clones lymphocytaires
spécifiques a la MBP obtenus de patients souffrants de SEP peuvent étre actives
par des peptides viraux contenant le motif prédit de liaison au HLA-DR2; ces
peptides viraux n'auraient pas pu étre déterminés par simple alignement de
séquence (Wucherpfennig et Strominger, 1995). La reconnaissance par le RCT
posséde donc une certaine flexibilité, plusieurs peptides pouvant stimuler un
méme récepteur. Le fait de retrouver des réactions lymphocytaires
antigéniquement croisées ne semblerait donc pas si rare, mais toute association
potentielle d’'une telle réaction croisée avec une pathologie constitue en elle-
méme une observation des plus intéressantes. L'analyse de réactions croiseées
chez des individus sains, précédemment réalisée par le laboratoire du docteur
Talbot chez des lignées lymphocytaires T montrent que les témoins sains ont
une fréquence inférieure TCI croisées, losque comparés aux patients souffrant
de SEP. Les TCL, a cause du protocole expérimental utilisé, permettaient le
calcul de fréquence. La production de clones lymphocytaires T est complexe et
peut ne pas étre représentative du nombre de lymphocytes potentiellement

croisés en circulation.
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De nombreuses hypothéses impliquent le mimétisme moléculaire et le
déclenchement de réactions autoimmunitaires. Ce processus semble un moyen
élégant pouvant expliquer, de fagon simple, le bris de tolérance au soi, dans des
maladies comme la SEP par exemple. Les peptides du non-soi reconnus par les
lymphocytes pourraient, selon ce modéle, initier une réaction immunitaire contre
le soi. Les peptides du soi, maintenant reconnus, perpétueraient la réponse
immunitaire pouvant induire un potentiel processus pathologique. Une cascade
immunitaire serait déployée initiant/maintenant l'autoimmunité par des

mécanismes additionnels comme la propagation de déterminants par exemple.

La pertinence pathologique d’un clone lymphocytaire T reconnaissant & la fois
un antigéne viral et un antigéne du soi combine des composantes génétiques et
de l'environnement dans ['étiologie de la SEP. Ainsi, chez un individu
génétiquement prédisposé (une susceptibilité génétique donnée se répercutant
peut-&tre sur le répertoire génétique impliqué dans la présentation antigénique),
une infection virale activant des lymphocytes anti-virus. Ces cellules se
multipliant pour combattre [linfection, des réactions inflammatoires sont
enclenchées, des cellules immunitaires sont recrutées, maximisant la
présentation, [lactivation des lymphocytes et [I'état d'activation général
(inflammation). Ces derniers peuvent aussi maintenant migrer dans les tissus.
Les lymphocytes activés rencontrent un peptide du soi et des reactions
autoimmunitaires sont initiées par mimétisme moléculaire. Alternativement, un
lymphocyte autoréactif, demeuré jusqu’alors silencieux peut rencontrer un
antigéne étranger/séquestré, ce qui conduirait aussi vers le bris de tolérance.
Des dommages tissulaires résultant de linflammation et de la réponse
immunitaire pourraient effectivement permettre la libération de nouveaux
autoantigénes, jouant ainsi un réle dans le maintien de la réponse (Lane et al.,
2000).

Le coronavirus est un des candidats étudiés avec prédilection dans la SEP, mais
il importe de réaliser que plusieurs autres virus pourraient étre impliqués selon
des processus immunitaires similaires (Gilden et al., 1996; Talbot, 1997, Casetta
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et Granieri, 2000; Cermelli et Jacobson, 2000). La prédisposition génétique
avancée dans la SEP confére peut-étre a certains virus une habileté particuliére
a initier des réactions autoimmunitaires, soit de part leur séquence et/ou leur
capacité a former une structure tridimentionnelle appropriée. Les coronavirus
sont des candidats d'intérét, car ils permettent également d'expliquer le
phénomeéne de rechutes associé a la SEP. Des études épidémiologiques ont
montré que des infections respiratoires précédent souvent des attaques de SEP
(Marrie et al., 2000). Le coronavirus humain est un pathogéne respiratoire. Les
infections coronavirales sont fréquentes, un individu sera séropositifs des I'age
de 5 ans et les réinfections par ces derniers sont possibles (Myint, 1994). De par
ses qualités neurotropes et neuroinvasives, ainsi que sa capacité a activer des
lymphocytes reconnaissant aussi des protéines du SNC, il pourrait donc étre

associé au déclenchement d’une neuropathologie.

Le RCT des clones lymphocytaires T croisés coronavirus-myéline a été étudié au
niveau moléculaire, afin de déterminer l'identité de leur chaine f} respective et
leur séquence hypervariable. Le Tableau 9 montre les résultats obtenus avec les
cing clones croisés. Les séquences hypervariables des clones lymphocytaires T
ont présenté certaines similarités entre elles quant a leur longueur. Une longueur
donnée de portion diversité serait-elle un indice de plus vers la nature d'un
peptide autoimmunitaire? Le RCT pourrait favoriser la présentation de peptide
d’'une longueur donnée. Certains résidus semblaient aussi favorisés. Un motif
structural pourrait étre favorisé: certaine résidus présents en certaines positions
reconnu avec plus d'affinité par le RCT (Chen ef al., 1996). Ainsi, une structure
tridimentionelle RCT-peptide impliquant certains résidus pourrait fournir un cadre
tridimentionnel défini favorisant Fautoimmunité. Il est cependant trop tét pour
conclure sur la nature de ces portions hypervariables et l'autoimmunite.
Cependant, de la modélisation par ordinateur pourrait permettre d’'observer si
ces séquences constituent un squelette quelconque, peut-étre commun, impliqué
dans la stimulation du RCT.
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Le Tableau 10 et la Figure 5 montrent le type d’étude réalisée par PCR diversité
pour augmenter statistiquement la définition de clonalité. La dilution limite est
une étape qui permet de conclure statistiquement a la clonalité des cultures
obtenues, mais une plus grande exploration des clones lymphocytaires T
renforce nos résultats. En effet, la présence d’aucune autre chaine p de RCT a
été détectée suite a I'analyse par PCR de plusieurs colonies bactériennes issues
de la méme transformation que les clones lymphocytaires T séquencés (dix
séquences dans les deux orientation) présentés au Tableau 7. Alors que
I'exclusion allélique de la chaine o n'est pas compléte, en général une seule
chaine B fonctionnelle dans le RCT est en surface du lymphocyte (Sieh et Chen,
2001; Khor et Sleckman, 2002). Cette étape de PCR diversité confirme que le
phénomeéne de réaction croisé est clonal et non le produit de deux RCT en
surface (un seul étant fonctionnel) ou de deux lymphocytes (donc deux RCT)
avec des spécificités antigéniques différentes ayant permis l'observation de
réaction croisée coronavirus-myéline. Selon les résultats cumulés tout au long
des expériences présentées dans cette thése, il est fort probable qu'un seul RCT
par lymphocyte soit impliqué dans les réactions croisées coronavirus-myéline.
Notre étude conclue donc sur le caractére clonal des réactions croisées

coronavirus-myéline.

Tel que montré au Tableau 9, la famille VB6 semble exprimée avec prédilection
pour quatre des cing clones étudiés. La chaine VB6*5 a en effet déja été
observée comme surexprimée chez les patients atteints de SEP (Gold et al.,
1997; Morgan et al., 2001). Cette chaine pourrait influencer le maintien d'un état
pathologique, car le CDR2 de cette derniére favoriserait les interactions
impliquant des peptides du soi ou des lymphocytes T autoréactifs (Vandenbart et
al., 2002). Un répertoire T favoriserait donc le maintien des réponses
autoimmunitaires, en favorisant peut-étre la présentation d'antigenes
autoréactifs. Un autre fait intéressant est que la Vb8*2 ait déja été associée a un
clone lymphocytaire T autoréactif (Offner ef al., 1999). Ces données suggerent
des avenues intéressantes a explorer, permettant peut-étre un jour d'établir un
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lien avec la SEP. Certains complexes TCR-peptides peuvent se nicher dans le
CMH d'intérét pour élaborer une structure tridimentionnelle plus courrante qu'on
ne le croit. Ainsi, le complexe CMH-peptide du soi, s’ajustant selon un modéle
donné avec le TCR pourrait provoquer une activation autoimmunitaire
preférentielle. Des études d’affinité de liaison et de prédiction de structures
peptidiques sont nécessaires pour valider tout le potentiel de ces séquences et
toutes ces implications potentielles des complexes CMH-peptides. Le mimétisme
moléculaire de structure permet d’expliquer comment un peptide étranger
ameénerait vers 'activation du soi (Hagerty et al., 1995; Kersh et Allen, 1996).

3.0 CONCLUSION GENERALE

L'étiologie de la SEP demeure inconnue. Plusieurs mécanismes sont avancés
comme permettant de briser la tolérance pour ensuite initier ces réactions
autoimmunitaires maintenant caractéristiques de la pathologie. L'équipe du
docteur Pierre Talbot avait montré la présence hautement significative de lignées
lymphocytaires croisées coronavirus-myéline chez les patients souffrant de SEP
lorsque comparée a celle observée chez des témoins sains. Le protocole réalisé
au cours de ce doctorat a permis de confirmer le caractére clonal de cette
observation par la production de 10 clones de lymphocytes T issuent du sang
périphérique de patients atteints de SEP; ces clones reconnaissent a la fois des
antigénes de coronavirus et de la myéline et sont soit sélectionnés
antigéniquement au départ par un des sérotypes de coronavirus ou par un

antigéne de la myéline.

Afin de conclure sur la pertinence pathologique de ce mimétisme moléculaire
coronavirus-myéline, les différentes portions hypervariables (CDR3) obtenues de

clones lymphocytaires T antigéniquement croisés coronavirus-myéline pourraient



125

éventuellement servir de sonde moléculaire, chez les patients respectifs, pour
vérifier la présence de ces clones au SNC, ou la SEP frappe. Retrouver de tels
clones lymphocytaires T dans le SNC, par l'utilisation de techniques d’hybridation
par exemple, prendrait davantage de sens au niveau de leur implication
potentielle avec la maladie. D’'un autre c6té, la validation de l'importance des
réactions croisées coronavirus-myéline viendra peut-étre de I'étude d’'un modéle
animal, car toute observation de cause a effet chez I'humain est presque
impossible. Le laboratoire du docteur Pierre Talbot se dirige vers cette stratégie.
Quoiqu’il en soit, le mimétisme moléculaire apparait comme un mécanisme fort
puissant permettant peut-étre d'induire/maintenir/amplifier 'autoimmunité
lorsqu’un contexte immunitaire favorable est sous-tendu par une susceptibilité
géneétique. A la lumiére de ces résultats, il serait aussi fort intéressant de vérifier
si ce phénoméne de réactions croisées, que l'on pourrait potentiellement
associer a la SEP, n'est pas retrouvé dans d'autre désordres pathologiques. Ces
désordres pourraient étre de nature neurologique et/ou autoimmunitaire
inflammatoire ou non-inflammatoire. L'immortalisation de RCT est aussi une
avenue qui permettrait des études plus soutenu du récepteur et de ses affinités

peptidiques.

En perspective, des études futures sont requises pour caractériser le/les
épitopes reconnus par les clones lymphocytaires T antigéniquement croisés. Des
études d'affinité permettant de mieux cerner le ligand optimal pour le RCT croisé
impliqué seraient aussi a prévoir. La reconstitution des RCT doublement
spécifiques est aussi une avenue a considérer pour permettre des études du
RCT. L'exploration du SNC, afin de trouver la marque d'une réaction croisée
coronavirus-myéline, semble aussi pertinente. Enfin, une meilleure connaissance
des éléments déclencheurs des réactions autoimmunitaires observées dans la
SEP, favoriserait I'élaboration d’approches prophylactiques et thérapeutiques

efficaces.
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1. INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is a chronic central nervous system (CNS)
disorder characterized by inflammation and myelin destruction involving
autoreactive lymphocytes. While precise disease etiology is still unknown, it
appears to be multifactorial, involving both genetic (such as HLA
haplotype) and environmental factors (Sadvonick et al. 1993, Ebers et al.
1993). Various microbial infections have been proposed to be associated
with triggering the pathology, but no conclusive evidence has been drawn so
far.

Human coronaviruses (HCoV), of which two serotypes, OC43 and 229E
are known, cause 10 to 35% of common colds. It has been hypothesized that
a natural infection by these ubiquitous respiratory pathogens may lead in
some genetically predisposed individuals to a demyelinating pathology. This
rests mainly on observations that experimental murine coronavirus
infections of genetically susceptible mice and rats induces an MS-like
disease: CNS inflammation, cycles of demyelination and remyelination, and
activation of myelin-reactive T cells (Lane et al. 1997, Lampert et al. 1973,
Weiner et al. 1973, Watanabe er al. 1983). Moreover, accumulating
evidence is consistent with the neurotropic and neuroinvasive potential of
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" HCoV: 1) acute and persistent infection of neural cell lines (Collins and
Sorensen 1996, Arbour er al. 1999a,b); 2) infection of primary cultures of
astrocytes, microglia and cerebral endothelial cells (Cabirac et al. 1995,
Bonavia et al. 1997); 3) viral isolation from MS brains (Burks et al. 1980);
4) RT-PCR and in situ hybridization detection of both HCoV-229E and
HCoV-0OC43 in the brain, with a potential association with MS (Murray et
al. 1992, Stewart et al. 1992, Arbour er al. 2000). Microbial pathogens
might activate MS-associated autoreactive lymphocytes through molecular
mimicry in individuals that are genetically predisposed by their HLA
haplotype to recognize T-cell epitopes shared between the pathogen and
myelin antigens (Oldstone 1997, Wucherpfennig and Strominger 1995,
Cantor et al. 1998).

To evaluate whether molecular mimicry between HCoV and myelin
antigens could participate in MS pathogenesis, T-cell cross-reactivity
between myelin basic protein (MBP), a putative MS autoantigen and HCoV-
229E was investigated in MS patients (Talbot et al. 1996). Results
summarized in Table 1 show that of the numerous peripheral HCoV-229E
or MBP-reactive T-cell lines generated, cross-reactivity involved 29% of T-
cell lines from 10 of 16 MS patients and only 1.3% in 2 of 14 controls
(p<0.0001). To ascertain whether this MS-associated T-cell cross-reactivity
could be linked to molecular mimicry, it was mandatory to demonstrate
activation of T cells by both virus and myelin antigens at the single-cell
level. Our previous study was also extended to HCoV-OC43 and another
major myelin component and putative MS autoantigen, proteolipid protein
(PLP). Importantly, both MBP and PLP can induce experimental allergic
encephalomyelitis (EAE) in rodents (Wekerle et al. 1994). We now describe
the methodology used to produce and expand human T cell clones specific
for coronaviral and myelin antigens and the production of cross-reactive T-
cell clones.

Table 1. MS-associated cross-reactivity of peripheral T-cell lines for MBP and HCoV-229E
(results from Talbot et al. 1996)

Donors n Cross-reactive T-cell lines
Lines n %
MS 16 39 10 29

Controls 14 2 2 1.3
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Donors

Patients diagnosed with either chronic progressive or relapsing remitting
MS and who had not received treatment in the last six months were selected
at random with prior informed consent and approval of the experimental
protocol from institutional ethics committees.

2.2 Antigens

Human MBP was prepared from a normal adult brain (Montreal Brain
Bank, Douglas Hospital, Verdun, Québec, Canada) as described (Talbot ez
al. 1996). Chromatography-purified PLP was a kind gift of Dr. Mario
Moscarello (Hospital for Sick Children, Toronto, Ontario, Canada). HCoV-
229E was propagated in the human embryonic lung cell line L132 (ATCC).
Viral antigen was prepared from L132 cells infected with HCoV-229E at a
MOI of 0.01 at 33°C for 43 hours. Cells were lysed and clarified by low
speed centrifugation. Before use, infectious virus in the viral antigen
preparation (10° TCID,/mL) was inactivated by exposure to ultra-violet
light for 20 minutes. HCoV-OC43 was propagated in the human rectal
carcinoma cell line HRT-18 (ATCC), cultivated and harvested as described
above. Control antigen was obtained from parallel cultures. HHV-6 antigens
in the form of infected cell lysates were provided by Dr. Louis Flamand,
Laval University, Québec, Canada.

2.3 Generation and Maintenance of T-Cell Clones

Human blood samples (300-400 mL) were collected from human donors
and buffy coat prepared. Peripheral blood lymphocytes (PBL) were
separated on Ficoll/Hypaque (Pharmacia) gradients and 1x10° cells/mL
were seeded into 96-well microtiter plates (Talbot ez al 1996). After 7 days
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of incubation, 100 U/mL of interleukin-2 (Hoffman La Roche) was added. prolifc
. At day 12, primary T-cell lines were tested for antigen specificity by a cell c.
tritiated thymidine incorporation assay. On day 16, antigen-specific lines chron:
were cloned by limiting dilution into 60-microwell Terazaki plates. A )
concentration of 5x10° autologous irradiated antigen-presenting cells/ well Table -
(APC; PBL prepared as described) were added, in the presence of 30 pg/mL -
of either MBP or PLP (6 ug/well) or a 1/20 final dilution of viral antigens.
Interleukin-2 (50 U/mL) was added to enhance cloning efficiency. After
incubation for 10-13 days, each well was checked for cell growth. Cells _
from plates showing growth in less than 33% of the wells were selected. -
Clones were tested for specificity in a proliferation assay but were also
expanded in the presence of autologous APC and the specific antigen (MBP, 3.2
PLP, HCoV-229E or OC43).
T
2.4 Antigen-Specific Proliferation Assays T-cel.
3. Us
Proliferation assays were performed by adding 1x10* T cells per well virus
into 96-well round bottom microtiter plates in the presence of irradiated testec
APC and various antigens in complete culture medium, as described above myeli
(0.1 mL/well). These specific and control antigens were MBP and PLP (300
ng/well), HCoV-229E and -OC43 viral antigens in infected cell lysates « Table
(final dilution of 1/2), tetanus toxin (I 1g), appropriate dilutions of s Cl:
uninfected cell lysates, and serum-free complete culture medium. Cells were 1
incubated for 72 hours, with 1 pCi/well of tritiated-thymidine (Amersham) B 2
added for the last 18 hours. Cells were harvested onto glass microfiber 3
filters (Skatron) on a 96-well Skatron model 11050 Micro cell harvester and Pl 4
counted in 2 mL of Ultimagold scintillation fluid (Packard), using a- :ﬂg s
Canberra Packard Tri-Carb 2200a scintillation counter. The stimulation %g _‘;.
index was calculated as the ratio of the radioactivity (cpm) incorporated in = g
the presence of specific over control antigen and a ratio above 3.0, with at R ¢
least 1000 cpm incorporated was considered positive. ¥ I
3. RESULTS g 4.
¥ .
3.1 Human T-cell clones specific to coronaviral and/or ¥ eithej
myelin antigens 't myel
o thou;
From 32 MS patients, the protocol described above led to the generation § wher
of 114 T-cell clones responding to viral antigens and 31 T-cell clones @ ot
activated by myelin antigens, (Table 2). Positive clones showed well.
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proliferation indices between 3.0 and 19.0. A total of 10 cross-reactive T-
cell clones were obtained from 6 patients that were diagnosed with either
chronic progressive or relapsing remitting MS.

Table 2. T-cell clones generated from peripheral blood of MS patients

Donors Total number of T-cell clones generated
(MS) HCoV MBP or PLP Virus-Myelin
Monospecific Monospecific Cross-Reactive
32 114 31 10
3.2 Antigen specificity of the cross-reactive T-cell clone

The antigenic specificities of the ten coronavirus-myelin cross-reactive
T-cell clones generated in this study from 6 MS patients are listed in Table
3. Using the same protocol, human herpesvirus type-6 (HHV-6), another
virus potentially associated with MS (Challoner et al., 1995), was also
tested. Although virus-specific T-cell clones were generated, no HHV-6 and
myelin antigen cross-reactive clones were obtained (data not shown).

Table 3. Antigen specificity of cross-reactive T-cell clones

Clone Selecting antigen HCoV- HCoV- PLP MBP

# 0C43 229E

1 0C43 + - - +
2 229E - + - +
3 PLP - + + -
4 PLP - + + -
5 MBP - + - +
6 MBP - + - +
7 0C43 + - + +
8 229E - + - +
9 229E - + + +
10 229E - + - +

4, DISCUSSION

Our results are consistent with clonal T-cell cross-reactivity between
either of the two known HCoV serotypes (229E and OC43) and two major
myelin antigens and putative MS autoantigens (MBP and PLP). Even
though, following Poisson’s distribution, a clone is statistically obtained
when growth is observed in less then 33% of seeded wells after cloning by
limiting dilution, clonality will be confirmed by molecular techniques as
well.
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We were successful in elaborating a protocol to generate and stimulate
human T-cell clones after a single blood sampling, despite the technical
challenges involved in studying primary T cells in cultures. Autologous
antigen-presenting cells were frozen and later thawed and irradiated when
needed. This technique was thus independent of the patient’s clinical status
or his/her availability for blood samplings. The preservation of the clone’s
antigenic specificity was of premier concern and we were able to freeze and
thaw the clones with no loss of antigenic specificity. Nevertheless, we
remain concerned that anergy or apoptosis of T cells can occur upon
repeated stimulations. Our protocol does consider these limitations and
allows for the rapid determination of antigenic specificity, in order to
preserve the T cells in a state that will allow freezing and later recovery of
viable and functional cells. Nevertheless, we are currently making use of
techniques such as immortalization of T-cell clones by infection with herpes
saimiri virus, as well as T-cell receptor (TCR) reconstitution into
hybridomas to allow for the detailed molecular characterization of the
putative molecular mimicry mechanism underlying the observed myelin-
coronavirus cross-reactivities.

Human coronavirus-myelin cross-reactive T-cell clones represent
precious tools to understand the triggering of autoimmunity by molecular
mimicry in the context of a human disease. How susceptibility is determined
could be related to peptide presentation. Indeed, we are in the process of
typing the HLA haplotypes of donors to look for any DR2 associations.
Molecular mimicry involving viruses represents a very attractive and
unifying mechanism that can nicely explain T-cell activation against myelin
determinants and the possible involvement of several microbial pathogens
in MS. Moreover, cytokines and inflammation could also act as key plavers
by increasing antigen presentation and cellular recruitment. Other viruses
could be involved in MS through similar mechanims, although our
preliminary study did not reveal T-cell cross-reactivity with HHV-6.
Finally, we will search for the presence of coronavirus-myelin cross-
reactive T-cell clones in the CNS of MS patients and their possible
involvement in local pathology.

S. CONCLUSION

Our observation that a respiratory virus can activate myelin-reactive T
cells would explain the influence of environmental factors in disease
etiology and add much credence to the possible role of such viruses in the
triggering of MS in individuals that are genetically predisposed to such
putative molecular mimicry at the level of T-cell recognition of foreign and
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self-antigens. Activation of such cells could also explain why MS relapses
often follow respiratory infections. Moreover, a persistent CNS infection
could represent a precipitating factor favoring local inflammation and
contribute to recurrent disease exacerbations.
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