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NOUVELLE

Retracer l’origine des réponses
immunitaires indépendantes
des lymphocytes T

chez homme

Sandra Weller, Jean-Claude Weill, Claude-Agnes Reynaud

> Les lymphocytes B jouent un role clé
dans I"immunité adaptative par leur
capacité a se différencier en plasmo-
cytes, qui vont sécréter des anticorps de
classe IgM, IgA et IgG en réponse a des
antigenes exprimés par des microorga-
nismes pathogenes tels que les bactéries
et les virus. Selon la nature de "antigene,
les lymphocytes B peuvent bénéficier de
I’aide des lymphocytes T, et Ion distingue
ainsi les réponses T-dépendantes (TD),
qui sont dirigées contre des antigenes
protéiques, et les réponses T-indépen-
dantes (TI) ciblant des structures répé-
tées telles que les polysaccharides (ou
glycanes) constituant la capsule de cer-
taines bactéries, comme Streptococcus
pneumoniae (pneumocoque) [1]. Les
réponses TD sont caractérisées par la
formation de centres germinatifs dans les
organes et tissus lymphoides, en particu-
lier ceux associés a I'intestin (GALT, gut-
associated lymphoid tissues), et par la
production de lymphocytes B mémoires.
C’est au sein de ces centres germina-
tifs que le mécanisme d’hypermutation
somatique ciblant les génes des anticorps
est activé. Il permet aux lymphocytes B
de produire des anticorps mutés qui,
grace a un processus de sélection, ont
une plus forte affinité pour I'antigéne
qu’ils reconnaissent [2]. Les réponses TI,
en revanche, n'induisent pas la forma-
tion de centres germinatifs et de lym-
phocytes B mémoires. Paradoxalement,
et contrairement a ce que 'on observe
chez la souris, les anticorps produits
contre des antigénes polysaccharidiques
(comme ceux contenus par exemple dans
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le vaccin Pneumovax®) sont mutés chez
’homme [3]. On distingue différentes
sous-populations de lymphocytes B [4],
en particulier ceux de la zone marginale
splénique (MZ-B), pour lesquels un rdle
dans les réponses Tl a été proposé chez
’lhomme, mais pas encore prouvé [5-7].

Pour retracer I’origine des réponses Tl,
nous avons tiré parti de la vaccination
de six individus sains par Pneumovax®,
un vaccin composé de polysaccharides
des capsules de 23 sérotypes de pneu-
mocoque. A partir des prélévements san-
guins réalisés a différents temps avant
et apreés vaccination (Figure 1), nous
avons isolé plusieurs sous-populations
de lymphocytes B, ainsi que les plasmo-
cytes au septieme jour, pic de la réponse
vaccinale. Notre but était d’identifier
la ou les sous-populations de lympho-
cytes B responsables de la production
des anticorps de classe IgM, IgA et IgG
anti-polysaccharides de capsule bacté-
rienne, en réponse a la vaccination. Dans
la mesure ol chaque lymphocyte B (et
plasmocyte) porte une signature molé-
culaire «VDJ » unique, il est possible
de tracer sa filiation et d’identifier des
clones! de lymphocytes B. Notre étude
s’est appuyée a la fois sur le séquencage
a haut débit du répertoire des anticorps
exprimés a la surface des lymphocytes B,
et sur la production in vitro d’anticorps
monoclonaux exprimés par les plasmo-
cytes au septieme jour, deux méthodes
nous permettant non seulement d’iden-

1 Un clone est composé de cellules issues de la division
d’une méme cellule ancestrale.
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tifier la signature VD) de plasmocytes
anti-polysaccharides du pneumocoque et
d’établir leur filiation avec les différentes
sous-populations de lymphocytes B pré-
sentes avant la vaccination, mais aussi
de suivre I’évolution, au cours du temps,
de clones de lymphocytes B impliqués
dans la réponse vaccinale.

Dans le sang des individus vaccinés, nous
avons constaté que le pool des plasmo-
cytes présents au septieme jour de la
réponse vaccinale contient des clones
ayant subi de trés grandes expansions.
€n focalisant notre analyse sur les
100 plus grands clones de plasmocytes (le
«top 100 »), nous avons constaté que la
plupart incluent des cellules produisant
des IgM (IgM*), des cellules produisant
des 1gG (IgG*) et des cellules produisant
des IgA (IgA*), avec une composante de
cellules IgM* qui est généralement domi-
nante, les anticorps de ces trois isotypes
étant fortement mutés. Dans ces clones
de plasmocytes, nous avons pu mettre
en évidence des traces de commutation
isotypique récente (majoritairement d’un
isotype IgM vers un isotype IgA), surve-
nant probablement de fagon concomitante
avec la différenciation plasmocytaire des
lymphocytes B récemment activés et spé-
cifiques des polysaccharides du Pneu-
movax”. Nous avons également montré,
comme attendu, que des anticorps mono-
clonaux, représentatifs de clones plas-
mocytaires du top 100, reconnaissent de
facon spécifique des polysaccharides du
Pneumovax®, et que ces réactivités sont
dépendantes de leurs mutations soma-
tiques. €n utilisant leur signature VDJ, nous
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Figure 1. Stratégie expérimentale.
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* Purification de différentes sous-populations de lymphocytes B du sang
avant et a différents temps apres vaccination

Séquencgage a haut débit de leur répertoire d'anticorps

dire sans impliquer la collabora-
tion classique entre lymphocytes T
et B [10]. €n nous fondant sur

ces résultats et sur des données

Purification des plasmocytes au pic de la réponse vaccinale (& J7)
¢ Séquencage haut débit de leur répertoire anticorps

¢ Production in vitro des anticorps monoclonaux produits par ces
plasmocytes & évaluation de leur réactivité contre les polysaccharides
du vaccin et contre les bactéries de la flore intestinale

de la littérature, nous proposons
le scénario suivant: les lympho-
cytes MZ-B pré-diversifient leurs
anticorps dans les GALT, au cours

\/

d’un processus orchestré par les
bactéries de la flore intestinale

Recherche des filiations clonales entre plasmocytes anti-polysaccharides
et les différentes sous-populations de lymphocytes B
isolées a différents temps

commensale et ciblant des gly-
canes qu’elles expriment a leur
surface (Figure 2). Cela permet

avons pu montrer que les clones plasmocy-
taires du top 100 sont majoritairement en
filiation avec des clones de lymphocytes B
préexistant dans le sang avant la vacci-
nation et composés de cellules MZ-B IgM*,
mais aussi de cellules IgA* et plus rare-
ment IgG”*, qui toutes expriment des anti-
corps mutés (environ 21 mutations dans la
région variable des chaines lourdes d’anti-
corps). A Pinverse de ce qui est observé
dans les réponses TD, les taux de mutations
somatiques des anticorps exprimés par
ces clones de cellules B n’augmentent pas
de fagon significative entre le jour 0 et
le jour 56 aprés la vaccination. Lorsqu’on
les suit au cours du temps, les clones de
lymphocytes B parents des plasmocytes
du top 100 au jour 7 restent globalement
stables deux mois aprés la vaccination par
Pneumovax®, ce qui suggere que la trés
forte expansion des plasmocytes observée
au jour 7 de la réponse vaccinale ne produit
pas une déplétion notable des clones lym-
phocytaires B dont ils sont issus.

Il 'a été récemment rapporté que les pré-
curseurs des lymphocytes MZ-B se diffé-
rencient et mutent leurs anticorps dans les
centres germinatifs des GALT chez I’homme
[8, 91. Nous avons cherché a savoir si les
anticorps monoclonaux anti-polysaccha-
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rides de pneumocoque que nous avons
obtenus pouvaient également réagir de
maniere croisée avec des antigenes bac-
tériens de la flore intestinale. De fait,
nous avons mis en évidence I’existence de
réactions croisées contre des souches bac-
tériennes intestinales appartenant a des
genres différents, avec des roles contrastés
des mutations somatiques : lorsque ces
anticorps monoclonaux sont exprimés sous
leur forme native dite « germinale » (c’est-
a-dire celle présente avant I'acquisition
de mutations somatiques), leur réactivité
contre les polysaccharides est perdue, tan-
dis que I'impact sur leur reconnaissance de
bactéries de la flore intestinale est beau-
coup plus hétérogene, la liaison étant ren-
forcée, diminuée ou maintenue lors de la
réversion germinale. Enfin, la majorité des
anticorps monoclonaux testés contre un
groupe de quatre antigénes (de structures
biochimiques diverses) ne présentent pas
de polyréactivité, ce qui suggere fortement
que la liaison des anticorps monoclonaux
anti-polysaccharides aux échantillons
bactériens de la flore intestinale cible spé-
cifiquement des glycanes. €tonnamment,
non seulement la vaccination par Pneu-
movax® induit une réponse IgG, majoritai-
rement Tl, mais cette signature Tl est déja

d’élaborer un compartiment de

cellules B dans le sang, incluant
a la fois des cellules MZ-B IgM* et des cel-
lules IgA* et IgG," clonalement reliées, et
ayant la capacité de pouvoir produire en
un temps tres court des anticorps mutés
contre des bactéries encapsulées forte-
ment pathogeénes (méningocoque, Haemo-
philus influenzae, pneumocoque, etc.).
De nombreux agents infectieux patho-
genes tels que le virus de I'immunodéfi-
cience humaine (VIH) sont recouverts de
glycanes, qui sont souvent les principaux
déterminants antigéniques reconnus par
les anticorps neutralisants spécifiques.
Il est tentant de spéculer qu’un vaccin
contenant uniquement ces glycanes pour-
rait déclencher une réponse rapide et effi-
cace des lymphocytes MZ-B chez I’homme.
Enfin, dans une perspective évolutive, ces
résultats impliquent que I'espéce humaine
a conservé, pour un sous-ensemble de
lymphocytes B, la stratégie utilisée par
d’autres espéces (e.g. poulet, mouton,
lapin) pour diversifier leur répertoire pré-
immun dans les GALT. ¢
Tracing the origin of T lymphocyte-
independent responses
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Figure 2. Résumé graphique. Les tissus lymphoides associés a I'intestin (gut-associated lymphoid tissues, GALT) comportent des follicules B, riches en
lymphocytes B. Les cellules « M » sont des cellules épithéliales spécialisées, associées a ces follicules, capables d’échantillonner les antigenes bactériens
présents dans I'intestin. Les résultats de I'étude suggérent qu’une cellule MZ-B qui reconnait des antigénes bactériens polysaccharidiques (grdce a ses
anticorps de surface) peut étre activée, et peut déclencher le mécanisme d’hypermutation somatique ciblant les génes codant ses anticorps et se mettre
a proliférer, en donnant ainsi naissance @ un clone de lymphocytes B. Au cours de cette activation, certaines des cellules filles vont subir la commutation
isotypique leur permettant de passer de Iexpression d’un anticorps de surface de type IgM a un anticorps de type IgG ou IgA. Les lymphocytes B des GALT
peuvent recirculer dans le sang et la rate. Lors de la vaccination par Pneumovax® (et par extension, lors de la rencontre avec une bactérie encapsulée
comme le pneumocoque), les lymphocytes B pré-activés et pré-mutés dans les GALT, et dont les anticorps réagissent de maniere croisée avec les polysac-
charides du Pneumovax” sont activés et vont se différencier en plasmocytes produisant des anticorps mutés (figure réalisée avec le logiciel BioRender).
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