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Agenda

e Auto-anticorps : quoi de neuf ?

e Etude des cellules : méthodes unicellulaires
— En suspension : CyTOF
— Dans le tissu : Cytometre de masse imageur
— Transcriptomique



Autoanticorps et maladies
autoimmunes systémiques

Sérologie rhumatoide
Anticorps antinucléaires
Anticorps antiphospholipides

ANCA



Les auto-anticorps en pratique

Comment les détecter ?
— Par une technigue immunologique anticorps-antigene

e Classiques :

— En immunofluorescence indirect sur des cellules a "gros noyau"
(cellule Hep2) ou sur des cellules spécifiques (PNN pour les ANCA)
- toujours utilisé en dépistage

e Tests antigenes spécifiques
— En ELISA (immuno-enzymatique)
— En blot (dot blot)/strip
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Fixation de I'antigéne Liaison de I"anticorps Liaison de l'anticorps Addition du substrat pour
spicifique & I'antigéne conjugue i I'enzyme produisant
I'anticorps spécifique une substance colorée




Les auto-anticorps en pratique

Le dépistage des anticorps anti-nucléaires
- par immunofluorescence indirecte (cellule Hep 2)

Avantages : tout auto-antigene présent dans le noyau ou le cytoplasme peut servir
de cible a un auto-Ac connu ou inconnu
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Anti-ADN natif Anti-mitochondrie (anti-M2) Anti-actine
- lupus => cirrhose biliaire primitive - HCA type 1

Limites :
— N'identifie pas formellement (sauf exception) la cible auto-antigénique
— Technique non automatisable tres dépendante de "l'ceil” du technicien
— Sensibilité limitée et interférence possible (effet de zone)



Les antigenes de la cellule

Cytosquelette (actine, ) Enzymes nucléocytoplasmiques
tubuline, vimentine) x (aminocyl ARN + synthétases)

Nucléosome (ADN,
histone et
protéines solubles)

Organites
cytoplasmiques
(golgi, ribosome,
mitochondrie...)

Nucléole
(ARN,
protéines nucléolaires)

Ribonucléoprotéines
solubles (RNP, Sm, Ro, La)




Réalisation des FAN

Etuves 5%C02, 37°C
Prélevement du sérum du patient



Révélation des Anticorps Anti-nucléaire

Anti globuline
fluorescente



Lecture par microscopie a fluorescence




Les aspects des Anticorps Anti-nucléaire

Homogeéne
1- Noyau
Moucheté

2- Nucléole

3- Membrane nucléaire



Anticorps Anti-nucléaire+

anti-ADN

Antigenes solubles

- Crithidia luciliae
- test de Farr
- anti-dsADN (ELISA)

- anti-histones

Nucléaires _SM

- RNP
- SSA
- SSB
- Scl70

- SSA
-Jo-1

Cytoplasmiques

Autres

- ribosome
- actine
- PDH




Antinucléaires de dépistage

homogene moucheté

centromere nucléolaire




Les auto-anticorps en pratique

Quelle est leur utilité diagnostique ?

-+

Spécificité

Les anti-Sm sont quasi spécifiques du lupus

Les anti-ADN natifs sont tres spécifiques du lupus mais parfois induits

(ex : anti-TNF)

Les anti-RNP sont partagés par différentes connectivites (lupus, Sjogren,
myosite...)

Les anti-Ro (SS-A) et La (SS-B) sont partagés par le lupus et le Sjogren

Les ANCA sont hétérogenes avec certains (anti-PR3, anti-MPOQO) spécifiques

des vascularites mais inductibles par différents phénomenes (infections,
toxigues, médicaments...)

Les anti-phospholipides sont inductibles par de nombreux phénomenes
(infections, médicaments, toxiques...)



Les auto-anticorps en pratique

Quelle est leur utilité diagnostique ?

A\ Les auto-Ac peuvent précéder I'apparition de la maladie auto-immune

Fréquence de chaque Ac avant le diagnostic Fréguence de chaque Ac avant le premier signe
parmi les malades qui I'ont développé apres le clinique parmi les malades qui 'ont développé
diagnostic apres le diagnostic

First rnlmk'!lnh-un of SLE

Anti-dsDNA Anti-diDNA
Anb-5m ' Il Anti-Sm
Anb-aRNP . Anti-nBNP

Arbuckle et al. N Engl J Med 2003 ;349:1526-33.
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Cornec et al, Nat Rev Rheumatol. 2016

Nat Rev Rheumatol. 2017 Nov;13(11):683-692. doi. 10.1038/nrrheum.2017.140. Epub 2017 Sep 14.

Position paper: Revised 2017 international consensus on testing of ANCAs in granulomatosis
with polyangiitis and microscopic polyangiitis.

%, Guillevin L%, Hellmich B7, Javne D°, Jennette JC, Kallenberg CGM'®,
van Paassen P'€, Zhao MH'7, Rasmussen N'8, Damoiseaux J'®, Csernok

Bossuvt X', Cohen Tervaert JW?, Arimura Y, Blockmans D, Flores-Sudrez
Moiseev 8™, NovikovP™, Radice 4'2, Savige JA'®, Sinico RA'™, Spacks U'
ET




Les ANCA : le dépistage en immunofluorescence sur des frottis de
polynucléaires humains fixés a I'éthanol

p-ANCA (périnucléaire) c-ANCA (cytoplasmique)
- souvent anti-MPO - souvent anti-PR3

Radice et al. Autoimmun Rev 2013; 42 : 487-95.




Auto-anticorps des myosites




Méthodes d’étude des cellules
Immunitaires

* Phénotype membranaire
— Cellules en suspension
— Dans le tissu

e Etude du transcriptome
— Arrays
— RNA Seq
— Single-cell RNA Seq



Phénotype cellulaire
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AVANCEES DE LA CYTOMETRIE DE MASSE
Cytométrie de masse
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Evolution exponentielle de la quantité de

données en cytométrie de masse

Cvtomeétrie en flux
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ANALYSES : Cytobank

Plot raw data

Histogram

Reduce

dimensionality

Summarize statistics
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Box plot Heat map Network Sunburst Dose curve
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Et dans le tissu ?
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Focus score
= nb of foci / 4 mm?




A role for B-cells in Sjogren’s syndrome?

ECTOPIC GERMINAL CENTERS




CD20/cD27 R CD10/CD20 CD38/CD20

Memory B cells Non CG B cells

Transitionnal Type 2 B cells

Daridon et coll., Arthritis Rheum, 2006



HELIOS / HYPERION

Mass Cytometry

Flow cytometry
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HYPERION

Visualisation
Acquisition:  Détection: jusqu’a 50

Imageur Technologie marqueurs
Hyperion CyTOF

Sur tissus congelées, parafines ou cellules adhérentes sur lames avec une résolution de 1um



¥

1

Design de panel en
utilisant des
anticorps fluidigm
validés ou anticorps
couplé a facon

HYPERION

AA%%A

2

Marquage sur lame

FFPE or congelées

avec des protocole
d’IHC classique

3

.|
Acquisition d’image
utilisant le system
hyperion

4

Analyse d’image
grace a des logiciels
libre service ou tiers

sur plateformes

avancées



Tissue analysis — IHC/IF

echantillon
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lamelle /

lame goutte d’eau




Hyperion — tissue mass imaging
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Analyses transcriptomiques
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Down to the single-cell level

e Mass cytometry-based technologies
— CyTOF (circulating cells): 50 markers
— Hyperion (imaging mass cytometer): 40 markers on tissue

e Single-cell RNA-Seq (10X technology)
— Single-cell transcriptomics (~2000 genes in ~10,000 cells)

— lg gene sequencing (paired VDJ sequences): B-cell
repertoire

— On the same cell
— Circulating cells and tissue-eluted cells



single cell RNAseq

a. 8-Channel Microfiuidics Chip Bﬁf;ﬂlf:d
c
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Barcoded Primer Cells Qil Single Cell 10x (TN eDNA Sampha
Gel Beads Reagents GEMs Harcodes st e
10x Barcode e . .
Switch Oligo i. Partial lllumina Read 1 Sequence (22 nucleotides (nt))
ii. 16 nt 10x™ Barcode

iii. 10 nt Unique Molecular Identifier (UMI)
iv. 13 nt Switch Oligo
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Gang Xin.Single-cell RNA sequencing unveils an IL-10- producing helper
subset that sustains humoral immunity during persistent infection. Nature

8 rect 1051 reporter mice
W LCMY cit3
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Association of scRNA-Seq and mass
cytometry-based analyses

e Discovery of subtile cell subsets based on their
transcriptomic programm

 Confirmation at the protein level

e Can be performed
— on circulating cells: scRNA-Seq + CyTOF

— on target tissue: scRNA-Seq (eluted cells from a
half fresh SG) + Hyperion (on the second half of

the same SG)
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