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Résumé

TWEAK (TNF WEAKly inducer of apoptosis) est une protéine transmembranaire membre de

la superfamille des TNF ligands qui peut être clivée pour agir sous forme de cytokine soluble.

L’interaction de TWEAK avec son principal récepteur, Fn14, est impliquée dans de multiples réponses

cellulaires allant de la prolifération à la mort et variant selon le type de cellule et le contexte micro-

environnemental. Nous avons été les premiers à montrer les effets pro-inflammatoires de TWEAK sur

le système nerveux central (SNC), modulables in vivo chez l’animal par l’injection d’anticorps anti-

TWEAK bloquant. Notre hypothèse de travail est que TWEAK pourrait moduler les propriétés de la

barrière hémato-encéphalique (BHE) car 1- les cellules endothéliales sont connues pour être des cibles

de TWEAK et 2- des travaux récents de l’équipe montrent que TWEAK est exprimé par les

monocytes infiltrants de patients atteints de sclérose en plaques. Les travaux présentés dans ce

mémoire illustrent l’étude des effets de TWEAK sur un modèle in vitro de BHE humaine.

Mon premier objectif a été, avec le soutien financier de l’Agence Nationale de la Recherche

(projet « TWEAKing the BBB »), de mettre en place dans le laboratoire un modèle in vitro de BHE

humaine. Nous avons choisi d’importer le modèle utilisant la lignée microvasculaire endothéliale

cérébrale humaine hcMEC/D3. J’ai d’abord validé l’expression de Fn14 par la lignée cellulaire puis

étudié les effets biologiques de TWEAK sur cet endothélium cultivé sur inserts. J’ai montré que

TWEAK induit la prolifération des cellules, la production de cytokines et module la perméabilité du

modèle au Lucifer Yellow. Ensuite, afin de cerner les mécanismes mis en jeu par TWEAK dans

l’altération de la BHE j’ai étudié les effets de TWEAK sur la modulation de l’expression de protéines

candidates par les cellules hcMEC/D3, protéines connues pour réguler la perméabilité de la BHE. Pour

avoir une vue d’ensemble des gènes des cellules hcMEC/D3 modulés en présence de TWEAK et

dégager ainsi des voies métaboliques dérégulées par la cytokine, nous avons analysé le transcriptome

des hcMEC/D3. Nos résultats confirment que TWEAK agit sur la perméabilité de la BHE en modulant

l’expression 1-  de la métalloprotéase MMP-9, 2- de la molécule de jonction ZO-1 et 3- de la protéine

d’adhésion ICAM-1 .

L’ensemble de nos résultats suggère que TWEAK aurait un rôle modulateur sur la

transmigration des leucocytes à travers l’endothélium cérébral au cours de l’inflammation. La

poursuite de mes travaux se focalisera sur la validation de cette hypothèse.

MOTS-CLE_S : TWEAK, barrière hémato-encéphalique, neuro-inflammation, cytokines, cellules

endothéliales cérébrales.
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Abréviations
a.a. : Acide Aminé

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AJ : Adherent Junction

BHE : Barrière Hémato-Encéphalique

CIS : Syndrome Cliniquement Isolé

CPA : Cellule Présentatrice de l’Antigène

DMSO : Diméthylsufoxide

EAE : Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FITC : Fluorescein Isothiocyanate

GFP : Green Fluorescent Protein

HEK : Human Embryonic Kidney cells

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cells

kDa : Kilo Dalton

LB : Lysogeny Broth

MAP : Microtubule Associated Protein

MMLV : Moloney Murine Leukemia Virus

MMP : Matrix Metalloprotase

NK : Natural Killer

NGF : Nerve Growth Factor

SVF : Sérum de Veau Foetal

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell

PCR : Polymerase Chain Reaction

PBS : Phosphate Buffered Saline

PFA : Paraformaldéhyde

Rh : Recombinant Humain

SEP : Sclérose En Plaque
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SNC : Système Nerveux Central

TBE : Tris Borate EDTA pH 8,2

THP1 : Human acute monocytic leukemia cell line

TJ : Tight Junction

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNF-R : Tumor Necrosis Factor – Receptor

TRAF : TNF Receptor-Associated Factor

TWEAK : TNF Weakly

ZO-1 : Zonula Occludens-1
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I. Introduction

A Présentation de TWEAK, un membre de la famille du TNF

TWEAK a été décrit en 1997 par Yves Chicheportiche (Chicheportiche et al., 1997).

Alors que ce chercheur travaillait sur les fonctions de l’érythopoïétine (Berney et al., 1992;

Shibata et al., 1990) et qu’il recherchait des analogues de cette molécule à partir d’ARN de

macrophages péritonéaux de souris. Différents clones ont été obtenus (Chicheportiche et al.,

1995; Chicheportiche et al., 1997) dont un qui présentait une forte homologie structurale avec

les membres de la famille du TNF. Ce gène a été cloné en parallèle de son homologue

humain. La protéine codée par ce gène fût appelée TWEAK : « T » pour « TNF », et

« WEAK » pour faiblement car elle peut faiblement induire la mort de certaines lignées

cellulaires. Ce gène est situé sur la région p13 du chromosome 17 et ne colocalise pas avec les

gènes des autres membres de la famille du TNF.

TWEAK appartient à la famille des ligands du TNF (TNF-SF12). C’est pourquoi nous

allons nous intéresser dans cette première partie de l’introduction bibliographique aux

éléments structuraux et fonctionnels qui caractérisent la famille du TNF.

1. La superfamille du TNF

En 1975, l’équipe de Carswell travaillant sur la nécrose hémorragique de tumeurs

produites par les endotoxines découvre une nouvelle substance qu’elle nomme le TNF  pour

« tumor necrosis factor » (Carswell et al., 1975). De nombreuses études démontrent alors que

le TNF n’est pas un résidu d’endotoxine mais un facteur produit par la cellule hôte après

activation du système immunitaire. Le TNF-α existe sous deux formes actives, une forme

transmembranaire de 26 kDa et une forme soluble de 17kDa.

Au cours des années suivantes, il apparut que le TNF était le chef de file d’une grande

famille de molécules solubles ou membranaires structuralement proches et utilisant des

récepteurs eux-mêmes similaires. La nomenclature actuelle tient compte de cette notion

importante de famille car elle note ces différentes entités "TNF super family (TNFSF)" suivi
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d'un chiffre évocateur de l’ordre de description successive des différents membres (de 1

jusqu’à 20 au jour d’aujourd’hui).

a) Caractérisation des ligands et des récepteurs

Les ligands de la famille du TNF sont en grande partie des protéines

transmembranaires de type II (extrémité C-terminale du côté extracellulaire). Elles sont

produites par un grand nombre de cellules incluant les macrophages, les lymphocytes T, les

granulocytes, les mastocytes, les cellules natural killer (NK), mais également des cellules non

immunitaires comme les cellules endothéliales, les ostéoblastes, les fibroblastes, les

kératinocytes et les cellules des muscles lisses. Dans le système nerveux central (SNC), la

microglie, les astrocytes et les neurones sont les sources principales de TNF-_.

Les formes solubles sont obtenues par clivage protéolytique des formes membranaires.

Ces formes tronquées ont une action sur des cibles plus éloignées et hors contact cellulaire

direct. C’est le cas, par exemple pour Fas et pour le TNF-_ après l’action de métalloprotéases

matricielles appelées adamalysines (ADAM-17, appelée TACE pour TNF-_ converting

enzyme). Les ligands exercent leurs effets biologiques en se fixant sur des récepteurs

spécifiques.

La famille des récepteurs aux TNF (TNFRSF) comporte 19 membres, qui sont

majoritairement des protéines de type I, c’est à dire que leur extrémité N-terminale est du côté

extracellulaire.

Il existe deux récepteurs pour le TNF-_ : le TNF-R1 (CD 120a) (50 kDa, 455 acides

aminés), et le TNF-R2 (CD120b) (48 kDa, 461 acides aminés). TNF-R1 est exprimé de façon

constitutive chez un grand nombre de types cellulaires alors que le TNF-R2, dont l’expression

est inductible, n’est présent qu’au niveau des cellules endothéliales et des cellules dérivant de

la lignée hématopoiétique. Le TNF-R1 possède un domaine de mort et interagit

préférentiellement avec le TNF membranaire (interaction cellule-cellule) tandis que le

deuxième lie principalement le TNF-_ soluble (Idriss et Naismith, 2000) et active les voies de

signalisation du NF-_B et celles des kinases qui phosphorylent c-Jun (JNK). Dans les cellules,

NF-_B est présent sous forme d’un complexe associant une sous unité p65 à une sous unité

p50. Tant que ce complexe est associé à la protéine I_B l’ensemble est séquestré dans le

cytoplasme sous forme inactive. Lorsqu'il y a liaison du TNF-_ à son récepteur, un relargage
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de I_B se fait par phosphorylation NF-_B. Le complexe p65/p50 libre peut alors se

transloquer dans le noyau entrainant ainsi la transcription de gènes de l'inflammation.

La liaison des ligands sur leurs récepteurs entraîne la trimérisation de ces derniers et

enclenche la transduction du signal. Cependant, les ligands peuvent aussi se lier à des

récepteurs déjà pré-associés. Ils entraînent alors un réarrangement des chaînes du récepteur et

permettent la formation de larges complexes ligands-récepteurs. Cette pré-association pourrait

être critique pour une transduction rapide du signal en cas de faible expression des récepteurs

à la membrane.

De même qu’un membre de la famille des TNF ligands peut se lier à plusieurs

récepteurs, un même récepteur peut fixer plusieurs ligands comme par exemple TACI

(transmembrane activator and CAML interactor) qui peut lier BAFF (B-cell activating factor

of TNF family) ou APRIL (a proliferation-inducing ligand).

L’expression membranaire de la famille des récepteurs au TNF peut être régulée à

différents niveaux : 1- transcriptionnel, 2- trafic intracellulaire (transport à la membrane de la

protéine), 3- clivage protéolytique et 4- endocytose après liaison au ligand.

Comme leurs ligands les récepteurs peuvent subir un clivage protéolytique (CD27,

CD30, CD40, TNF-R1, TNF-R2 sont clivés par ADAM-17) (Gruss et Dower, 1995). Ils

peuvent également subir un épissage alternatif de l’exon codant pour le domaine

transmembranaire (Fas et 4-1BB) (Smith et al., 1994). Le rôle essentiel de ces récepteurs

solubles dans la modulation de l’activité de leurs ligands a été bien documenté, notamment

pour TNF-R1 (McDermott et al., 1999).

L’ARN messager du TNF possède en 3’ une séquence riche en uracile-adénine

(ARE’s) qui entraine sa dégradation post-traductionnelle (Kontoyiannis et al., 1999). Ceci

permet probablement de prévenir de toute production excessive de TNF-_ en l’absence

d’inflammation.

b) Transduction des signaux induits par l’interaction ligand/récepteur

La signalisation, suite à la trimérisation des récepteurs, est complexe. Elle fait

intervenir plusieurs voies : celles des caspases, du NF-_B et d’autres réponses cellulaires

impliquant différentes kinases comme p38 et JNK, la sphingomyélinase, les flux calciques, et

d’autres protéines de signalisation (Wajant et al., 2003). Le TNF-_ va se lier à la partie

extracellulaire de son récepteur au niveau de domaines riches en cystéines appelés CDR2 et
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CDR3 (Cysteine Domain Rich) et entraine la transduction du signal via deux types de

molécules adaptatrices : 1- les TRAFs (TNF receptor-associated factors) et 2- les molécules à

domaines de mort (Death Domains ou « DD »). Il existe au moins 6 membres de la famille

TRAF. La famille « DD » est représentée par de nombreuses molécules (Wajant et al., 1999).

L’engagement des domaines de mort aboutit à leur association aux protéines adaptatrices, par

exemple FADD (Fas Associated DD protein) pour le récepteur Fas et TRADD (TNFR

Associated DD protein) pour TNF-R1. Le recrutement et l’activation des caspases 8 et 10 pro-

apoptotiques sont liés à l’association des domaines DED (Death Effector Domain) de FADD

avec leurs prodomaines.

Pour les récepteurs TNF-R1, la protéine adaptatrice TRADD sert de plateforme pour

recruter d’autres protéines comme TRAF2. L’oligomérisation de TRAF2 entraine la

transcription de nombreux gènes codant pour des protéines de l’inflammation dont ses propres

sous-unités.

La fixation du TNF sur ses deux récepteurs n’induit pas la même réponse. En effet, le

récepteur TNF-R1 est impliqué dans l’apoptose et la cytotoxicité par la voie du NF-_B, tandis

que le TNF-R2 engendre une réponse de survie, de prolifération et de protection cellulaire

(Montgomery et al., 2011).

Au total, 1- la complexité des différentes voies d’activation, 2- la combinaison de

plusieurs signaux et de plusieurs récepteurs, 3- l’état d’activation de la cellule qui dépend en

particulier de son interaction avec son environnement et notamment la matrice extracellulaire

et enfin 4- les interférences avec les autres voies de signalisation expliquent que l’activation

d’un de ces récepteurs puisse induire des réponses différentes, voire opposées en fonction du

modèle cellulaire analysé.

c) Diversité des effets biologiques

La diversité des effets biologiques du TNF-_ vient entre autres de la présence de ses

récepteurs à la surface d’un grand nombre de cellules.

2 TWEAK, un membre « modéré » de la famille du TNF

TWEAK (CD255) appartient à la superfamille des ligands des TNFR (TNFSF12).

Cette nouvelle protéine, décrite en 1997, a été nommée TWEAK car elle présente des

motifs consensus permettant de la classer parmi les membres de la famille du TNF (« T »
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pour « TNF »). De plus, une des premières fonctions biologiques décrite est sa capacité

d’induire faiblement la mort de certaines lignées cellulaires (« WEAK » pour faiblement)

(Chicheportiche et al., 1997).

a) Description de TWEAK et de son principal récepteur Fn14

L’analyse des séquences en acides aminés de TWEAK suggère qu’il s’agit, comme

pour les autres membres de la famille du TNF, d’une protéine membranaire de type II. Elle est

composée d’une courte séquence N-terminale (N-ter) hydrophile intracellulaire de 18 acides

aminés, d’un domaine transmembranaire (TM) suivi du domaine C-terminal (C-ter)

extracellulaire qui contient un seul site de N-glycosylation. Entre les domaines TM et C-ter se

trouve une région riche en acides aminés basiques (arginines) sensible à la protéolyse. La

comparaison des séquences en acides aminés du domaine extracellulaire du TWEAK humain

et murin présente une identité de séquence de 93%, pourcentage supérieur à ce qui est observé

pour les autres membres de la famille du TNF (de l’ordre de 80%).

Comme pour la séquence nucléotidique du TNF, on retrouve des sites de

polyadénylation et une région riche en adénine-uracile (ARE’s). Ces régions, qui peuvent

déstabiliser les ARNm, sont décrites dans plusieurs gènes codant pour des cytokines

inflammatoires.

Le principal récepteur de TWEAK est la protéine Fn14 (TNFRSF12A, CD266).

L’identification de ce récepteur date de 2001. Il a été obtenu à partir d’une librairie

d’ADNc issue de cellules endothéliales de veine de cordon ombilical humain (HUVEC)

(Wiley et al., 2001). Fn14 est une molécule de 14 kDa constituée de 112 acides aminés,

décrite pour la première fois lors de la recherche de molécules inductibles par les facteurs de

croissance dans la lignée fibroblastique murine NIH3T3 (Meighan-Mantha et al., 1999). Fn14

présente un degré d’identité de séquence modéré avec les autres membres de la famille des

récepteurs au TNF.

Fn14 est exprimé par de nombreux types cellulaires (cellules du cancer du sein,

carcinome du colon, cellules de glioblastome…). Les seules cellules qui ne l’expriment pas

sont les lymphocytes T et B (Burkly et al., 2007).
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Fn14 est faiblement exprimé dans les tissus sains, cependant, il est fortement induit

lors d’un stress oxydatif, chimique ou mécanique ainsi que dans des maladies inflammatoires

(polyarthrite rhumatoïde, athérosclérose, sclérose en plaque (SEP)…). Au cours de la réaction

inflammatoire, l’expression de Fn14 est modulé par les facteurs de croissances (des

fibroblastes, des nerfs et des plaquettes) et les cytokines libérées (TNF-_ , IL-1_, IFN-_, TGF-

_ et IL-13) (Winkles, 2008 ; Burkley et al., 2011).

Le domaine intracellulaire de Fn14 possède un motif (PIEET) qui permet les

interactions avec TRAF. L’interaction TWEAK/Fn14  peut stimuler soit la voie de

signalisation du NF-_B (Brown et al., 2003) et/ou la voie des MAP kinase (MAPK). En

revanche, Fn14 ne possède pas de domaine de mort.

Bien que Fn14 soit le seul récepteur avéré de TWEAK, il est néanmoins admis que ce

dernier possède d’autres cibles. En effet, TWEAK induit la différenciation de macrophages

murins (RAW264,7) qui ne présentent pas le récepteur Fn14 en ostéoclastes fonctionnels

(Polek et al., 2010). Cela suggère la présence d’un autre récepteur. Une autre étude a montré

que TWEAK peut se lier spécifiquement à un peptide cyclique contenant le motif consensus

WXDDG (X : tous les a.a. sauf la proline), motif est présent sur le CD163. C’est un récepteur

présent essentiellement à la surface des monocytes et des macrophages qui permet

l’élimination des complexes haptoglobine-hémoglobine circulants (Bover et al., 2007).

Cependant, d’autres travaux sont encore nécessaires pour vérifier cette hypothèse.

b) Sources et cibles de TWEAK

L’étude des transcrits de TWEAK sur tissus ou lignées cellulaires révèle une

expression relativement ubiquitaire, tant chez l’Homme, que chez la souris.

Dans notre équipe, nous avons montré la présence de transcrits de TWEAK dans les

astrocytes et la microglie de souris. En revanche, la protéine n’est détectable que dans la

microglie après stimulation par de l’interféron gamma (IFN_) (Desplat-Jégo et al., 2002)

comme ce qui a été décrit chez les monocytes humains (Nakayama et al., 2000). Une autre

étude a confirmé la présence de TWEAK membranaire par immunohistochimie dans la

microglie humaine (Tran et al., 2003). Plus récemment, nous avons démontré par cytométrie

en flux que les monocytes de patients atteints de SEP expriment TWEAK à la membrane

(Desplat-Jégo et al., 2009).
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TWEAK peut être également détecté sous forme soluble. En effet, une forme soluble

de 18 kDa est détectée après transfection in vitro ou produite par les monocytes in vivo, et

peut représenter jusqu’à 50% de la quantité totale de TWEAK produit. Ceci est cohérent avec

l’existence d’un site potentiel de clivage par des protéases de la famille des pro-protéines

convertases comme la furine au niveau de la région « tige » située entre le domaine

transmembranaire et le domaine de liaison au récepteur (Arg92-Arg93) (figure 2) (Bodmer et

al., 2002; Chicheportiche et al., 1997).

c) Effets biologiques de l’interaction entre TWEAK/Fn14

Les effets biologiques du complexe TWEAK/ Fn14 sont dépendants du

microenvironnement. Les premiers travaux sur les effets biologiques de TWEAK

(Chicheportiche et al., 1997) aboutirent à deux conclusions :

1 - TWEAK induit la sécrétion d’IL-8, chimiokine sécrétée au cours de l’inflammation, par

différentes lignées tumorales humaines : HT29 (adénocarcinome colique), A375 (mélanome),

WI-38 (lignée fibroblastique), A549 (carcinome pulmonaire), à des concentrations variables

(entre 1 et 110 ng/mL) selon le type cellulaire.

2 - TWEAK induit faiblement la mort des HT29 cultivées en présence d’IFN_. Par contre,

TWEAK n’a pas d’effet pro-apoptotique sur les autres lignées testées (lignées

hématopoïétiques et non hématopoïétiques).

Cependant, Schneider et al ont montré dans un modèle de rhabdomyosarcome (cellules

Kym-1) que la fixation de TWEAK sur Fn14 peut induire la mort des cellules tumorales par la

voie apoptotique impliquant les caspases 3 et 8. TWEAK induit la mort cellulaire en

augmentant l’interaction TNF-TNF-R1 (Schneider et al., 1999b). TWEAK peut également

induire la mort par nécrose en impliquant la cathepsine B (Nakayama et al., 2002).

TWEAK présente néanmoins d’autres effets biologiques. Des travaux ont montré que

TWEAK a un effet prolifératif sur les cellules endothéliales humaines en culture, issues de 1-

veine de cordon ombilical (HUVEC), 2- capillaires cérébraux et dermiques et 3- d’aorte

(Lynch et al., 1999). TWEAK possède aussi des propriétés angiogéniques puisqu’il induit la

formation de néovaisseaux in vivo lorsqu’il est administré dans la cornée de rat (Lynch et al.,

1999).
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TWEAK présente également des effets pro-inflammatoires. Il augmente la libération

de prostaglandine E2, MMP-1, IL-6, IL-8, RANTES et IP-10 dans les surnageants de culture

de fibroblastes et de synoviocytes (cellules de la membrane synoviale). Cet effet est

potentialisé par le TNF-_ et l’IL-1β, renforçant l’idée que TWEAK pourrait intervenir dans la

physiopathologie des arthrites inflammatoires chroniques destructrices (Chicheportiche et al.,

2002). D’autres travaux ont montré que TWEAK induisait aussi une sécrétion d’IL-8 et CCL2

par les cellules HUVEC ainsi qu’une augmentation de l’expression de molécules d’adhésion

ICAM-1 et E-sélectine (Harada et al., 2002).

TWEAK module l’expression des MMPs (Li et al., 2009). Les MMPs constituent une

famille multigénique (près de 25 membres à ce jour) de protéases dépendantes du zinc,

sécrétées ou membranaires. Ces protéases régulent la biodisponibilité des protéines de la

matrice extracellulaire, membranaires ou solubles, comme des cytokines, des chimiokines,

des facteurs trophiques, des protéines d’adhérence et différents récepteurs. L’activité

protéolytique des MMPs est contrôlée par quatre inhibiteurs : les TIMPs (tissue inhibitors of

metalloproteinases).

Bien que des effets sur l’angiogénèse et sur la prolifération cellulaire ont été observés

sur des cellules endothéliales in vitro et in vivo, rien n’est connu à ce jour sur les effets

potentiel de TWEAK sur l’endothélium microvasculaire cérébral qui constitue la BHE.

B La barrière hémato-encéphalique : à l’interface sang/système
nerveux central

Les structures qui permettent le passage des cellules et des molécules entre les

différents compartiments du SNC assurent une sélectivité des échanges, à l’origine de la

notion de barrière. On décrit 3 types de barrières dans le SNC : hémato-encéphalique (entre

sang et système nerveux), encéphalo-méningée (entre système nerveux et le liquide céphalo-

rachidien (LCR)) et hémato-méningée (entre sang et LCR). La barrière hémato-encéphalique

(BHE) est l’objet de notre étude.

L’existence de la BHE a été révélée par Ehrlich en 1885, lorsqu’il observa que seuls

les tissus cérébraux n’étaient pas colorés lors de l’injection d’un colorant anilique dans la

circulation sanguine systémique chez des rats. D’autres observations ont montré que certains

composés étaient dénués d’activité pharmaceutique dans le SNC dans le cas d’injection par
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voie intra-veineuse chez l’animal (Bield et Kraus, 1998 ; Lewandowsky, 1900). En revanche,

les mêmes composés pharmaceutiques produisent des symptômes dramatiques lors d’injection

dans le LCR (). Ces expériences suggèrent donc la présence d’une barrière entre le sang et le

cerveau. Un peu plus tard, une autre expérience démontra que du bleu trypan injecté par voie

sanguine colore tous les tissus à l’exception du cerveau, de la moelle épinière et du LCR,

alors que, lorsque le colorant était injecté dans le liquide céphalo-rachidien, les tissus

adjacents du SNC se teintaient, impliquant l’existence d’une barrière au niveau des micro-

vaisseaux cérébraux.

Le terme de barrière hémato-encéphalique sera introduit en 1921 par Stern et Gaultier.

La BHE est une interface active entre la circulation sanguine et le système nerveux central

avec deux fonctions connues : 1- la fonction de barrière limitant le passage de substances

potentiellement toxiques du sang vers le SNC et 2- la fonction de transport de nutriments du

sang vers le cerveau.

1 Organisation structurelle

a) Composants cellulaires

La BHE est constituée essentiellement de cellules endothéliales qui forment les capillaires

sanguins intracérébraux. Ces capillaires sont entourés et séparés des cellules nerveuses par

des prolongements astrocytaires (ou pieds vasculaires des astrocytes). Entre ces

prolongements et les cellules endothéliales se trouve la lame basale produite par les cellules

endothéliales et les astrocytes. En plus des astrocytes d’autres cellules, les péricytes, entourent

les cellules endothéliales.

a1) Les cellules endothéliales

Les capillaires du SNC sont continus et constitués de cellules endothéliales jointives

entourées par une lame basale qui peut se dédoubler par endroits pour envelopper des

péricytes.

Les capillaires du SNC se distinguent morphologiquement des capillaires de la

circulation systémique par deux points essentiels :

1- la rareté des vésicules de pinocytose associée à un nombre accru de mitochondries
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2- la présence de jonctions intercellulaires de type zonula occludens (tight junctions ou

jonctions serrées), beaucoup plus obstructives que de simples macula occludens (adherent

junctions ou jonctions adhérentes). Celles-ci contribuent à l’imperméabilité de la barrière qui

limite ainsi les échanges entre le sang et le SNC (« barrière sang-cerveau »).

a2) Les astrocytes

Dans le SNC, les capillaires sont entièrement entourés par des prolongements

cytoplasmiques des astrocytes (pieds astrocytaires).

Les astrocytes, de par le réseau tridimensionnel que forment leurs prolongements

cytoplasmiques, jouent un rôle de support structural au sein du parenchyme du SNC. Ce

réseau est responsable de la dissociation des fibres nerveuses en faisceaux et assure de plus la

sélectivité de la transmission nerveuse. En effet, de petites languettes issues des

prolongements cytoplasmiques des astrocytes entourent les synapses et empêchent ainsi la

diffusion des neurotransmetteurs aux alentours. Les astrocytes participent aussi à la cohésion

du tissu nerveux par l’expression de molécules d’adhésion qui interagissent avec celles

exprimées par les neurones, comme par exemple les molécules N-CAM (Saad et al., 1991).

Les pieds astrocytaires 1- entourent les vaisseaux sanguins qui constituent la couche

interne de la BHE et 2- enveloppent les nœuds de Ranvier et les synapses. Les astrocytes

captent ainsi le glucose sanguin, puis le stockent sous forme de glycogène pour fournir

l'énergie nécessaire à l'activité des cellules nerveuses.

  a3) Les péricytes

On accorde aux péricytes un rôle proche de celui des cellules astrocytaires. Ils

apporteraient un soutien structurel aux cellules endothéliales cérébrales (Ballabh et al., 2004)

et pourraient grâce à leur modulation d’expression de l’actine, réguler le flux sanguin dans les

capillaires (Bandopadhyay et al., 2001 ; Bonkowski et al., 2011). Les péricytes sont capables

d’induire des propriétés de BHE en co-culture avec des cellules endothéliales cérébrales

(Dohgu et al., 2005). L’équipe de Bonkowski a mis en évidence le lien étroit et essentiel entre

les péricytes et les astrocytes (Bonkowski et al., 2011) au sein de la BHE. En effet, ils

communiquent directement de cellule à cellule, afin de coordonner les fonctions de la BHE.

Cette communication est essentielle pour maintenir les fonctions vasculaires et doit être

complète. En effet, si un des deux acteurs est manquant, la cohérence du système est rompue

et un état neuro-inflammatoire peut s’installer.
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Les péricytes fonctionnent comme des macrophages. On trouve dans leurs

cytoplasmes beaucoup de lysosomes. Ils possèdent par ailleurs in vivo la capacité d'absorption

de traceurs solubles, apportés par le sang ou le LCR. Les péricytes sont doués de phagocytose

et peuvent présenter les antigènes notamment dans le cortex cérébral humain (Hasan et Glees,

1990). Ces propriétés de macrocytes sont une « deuxième ligne de défense » contre les

molécules neurotoxiques, qui ont déjà franchi la couche endothéliale en direction du cerveau.

C'est pourquoi les péricytes contribuent substantiellement à l'immunité du SNC. De la même

façon, ils peuvent participer au développement de certaines maladies (Dalkara et al.,2011). On

discute aussi d'une participation indirecte à la maladie d'Alzheimer (Verbeek et al., 1997).

b) La lame basale et la matrice extracellulaire

Les péricytes et les cellules endothéliales sont enfermés dans la lame basale, une

membrane de 30 à 40 nm d’épaisseur constituée de collagène de type IV, de protéoglycanes,

de laminine, fibronectine et d’autres protéines matricielles. La lame basale est contigüe à la

membrane plasmique des pieds des prolongements astrocytaires. Elle sert de support et

d’attache.

Bien que les cellules du SNC, ainsi que leurs prolongements, soient tassées les unes

contre les autres, il persiste entre elles un espace extracellulaire contenant un gel protéique

fluide, la matrice extracellulaire (MEC). Elle joue un rôle fondamental dans les échanges

entre les neurones qui n'ont aucun contact direct avec les capillaires sanguins et le sang. Ces

échanges s'effectuent par l'intermédiaire des astrocytes et par diffusion dans les espaces

extracellulaires. Les MMPs sont impliquées dans la dégradation de nombreuses protéines de

la matrice extracellulaire.

2 Eléments fonctionnels de la barrière hémato-encéphalique

a) Les éléments d’étanchéité de la barrière hémato-encéphalique

Le passage des substances du sang vers le système nerveux est particulièrement

complexe. La présence de jonctions cellulaires étanches empêche toute diffusion

paracellulaire de composés solubles hydrophiles à travers l’endothélium cérébral et oriente le

trafic moléculaire vers les voies de transcytose. Les cellules endothéliales des capillaires
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cérébraux sont liées entre elles par des jonctions serrées (TJs) et des jonctions adhérentes

(AJs).

Les jonctions serrées constituent une barrière physique qui force les molécules à

passer par la voie transcellulaire plutôt que paracellulaire. Les composants moléculaires des

TJs peuvent être séparés en deux catégories : les protéines transmembranaires et les protéines

cytoplasmiques. Parmi les protéines transmembranaires, on retrouve l’occludine (Furuse et

al., 1993), les molécules de jonctions (JAM) (Martin-Padura et al., 1998) et les membres de la

famille des claudines (Feruse et al., 1998). Parmi les protéines cytoplasmiques, qui permettent

de lier les protéines transmembranaires au cytosquelette, on retrouve la zonula-occludens

(ZO-1) (Stevenson et al., 1986) et ZO-2 (Gumbiner et al., 1991 ; Wilhelm et al., 2011).

Les jonctions adhérentes se retrouvent sur l’ensemble du système vasculaire. Au

niveau du SNC elles permettent l’adhésion de cellules sur la BHE, l’inhibition de contact lors

du remodelage et de la croissance des vaisseaux, et la régulation de la perméabilité

paracellulaire. Parmi cette famille de protéines on retrouve les cadhérines qui sont liées aux

caténines, protéine de liaison au cytosquelette (Breier et al., 1996).

b) Passage des nutriments au travers de la barrière

hémato-encéphalique,

Les principaux nutriments nécessaires au développement et à l’ensemble des fonctions

cérébrales, en particulier le glucose et la plupart des acides aminés (à l’exception des acides

aminés neurotransmetteurs tels que le glutamate, l’aspartate, la glycine ou le GABA qui sont

synthétisés dans le cerveau), sont largement hydrosolubles et doivent emprunter un système

de transport actif pour traverser la BHE par voie transcellulaire (Tamai et Tsuji, 2000).

La BHE possède de nombreuses protéines de transport permettant de réguler le

passage de molécules, que ce soit pour l’efflux des xénobiotiques, le passage de molécules

depuis le SNC vers le sang ou le passage depuis le sang vers le SNC.

Le passage des molécules du sang vers le SNC, par le biais de transporteurs d’influx,

permet d’apporter au cerveau les nutriments et molécules essentielles à son fonctionnement,

comme le glucose et les acides aminés.



18

Les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) ou transporteurs d’efflux, vont eux

limiter l’entrée des xénobiotiques. D’autres transporteurs permettent d’éliminer les

métabolites et les toxines du SNC vers le sang.

La transcytose permet également de faire passer des molécules de part et d’autre de la

BHE via des vésicules. Ce mécanisme peut être médié par des récepteurs ou non. En

l’absence de récepteur, la liaison se fait entre des substances poly-cationiques et les charges

négatives de la membrane plasmique.

En revanche, les molécules naturelles ou médicamenteuses lipophiles de petite taille

peuvent pénétrer dans le compartiment cérébral par voie transcellulaire et diffuser à travers la

bicouche lipidique de la membrane plasmique endothéliale. Ce phénomène est cependant

limité par la présence, au niveau de l’endothélium, de plusieurs pompes d’efflux qui

diminuent fortement la rétention cérébrale d’un grand nombre de molécules lipophiles

(éthanol, caféine, nicotine…) en les refoulant dans le compartiment sanguin.

Enfin, il existe un passage paracellulaire, notamment pour permettre aux cellules de

l’immunité de pénétrer dans le SNC. Dans ce cadre, des molécules d’adhésion vont venir

aider le processus que nous détaillerons davantage plus tard dans ce manuscrit.

c) Transmigration des leucocytes au travers de la barrière hémato-

encéphalique

Les travaux de Paterson en 1960 ont décrit la migration des lymphocytes lors d’une

neuro-inflammation. Ils sont capables de traverser la BHE. Les lymphocytes T activés vont

reconnaître spécifiquement l’antigène en périphérie et commencer le processus inflammatoire

en produisant des cytokines. Celles-ci vont entrainer une ouverture de la BHE et ainsi faciliter

l’infiltration dans le SNC d’autres types cellulaires (Hickey, 1999).

Lors de la première étape de la neuro-inflammation on observe, après une étape

d’activation, le passage de macrophages et de cellules T au travers de la BHE au niveau des

veinules postcapillaires où le débit sanguin est largement ralenti.

La migration des leucocytes est observée dans les maladies cérébrales inflammatoires

telles que la sclérose en plaques. Elle dépend des interactions entre les intégrines

leucocytaires et leurs contre-récepteurs endothéliaux, dont ICAM-1 qui joue un rôle central.
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ICAM-1 et la E-Sélectine font partie des molécules d’adhérences qui sont produites lors de la

réponse inflammatoire par les cellules endothéliales.

• La E-Sélectine (figure 7) interagit avec les membres de la famille des Lewis W et des

Lewis A.  Cette liaison entraine le ralentissement du mouvement des leucocytes dans

le sang en les faisant rouler sur la surface endothéliale. Ce phénomène est appelé

« rolling adhesion » et correspond à une adhésion faible. Cela permet à d'autres

molécules d'interagir avec les leucocytes pour les arrêter et leur permettre une

diapédèse.

• ICAM-1 est différemment exprimé dans les tissus. Il interagit avec LFA-1 (intégrine)

présente sur la plupart des leucocytes. Cette interaction ligand-récepteur est

responsable d’une adhésion ferme et permet la migration des leucocytes au travers la

BHE.

3 Modèles in vitro de BHE

L’ensemble des modèles in vitro permettent d’approcher les fonctions de la BHE, mais

aucun d’entre eux ne peut être considéré comme un modèle fidèle présentant toutes les

caractéristiques de la BHE in vivo (Wilhelm et al., 2011).

Les modèles in vitro de BHE permettent une simplification de la structure mettant en

avant les paramètres essentiels à étudier. Ainsi, il est possible de voir la réaction de la BHE en

s’affranchissant de l’influence de tout organe, pathologie, état de stress ou autre. D’autre part,

le modèle in vitro permet des études mécanistiques comme le transport de molécules ainsi que

l’observation des processus biologiques et pathologiques. Le choix d’un modèle de BHE in

vitro se fait sur plusieurs critères : la reproductibilité de la perméabilité, de bonnes capacités

de criblage, des jonctions serrées étanches, une expression adéquate des transporteurs et une

activité de transcytose satisfaisante. Cependant, les modèles de BHE in  vitro présentent

souvent une imperméabilité moindre en comparaison à celle observée in vivo.

Le matériel humain n’est pas considéré comme une option plausible pour des cultures

primaires et cela pour des raisons éthiques. La restriction du matériel biologique humain, pour

l’isolation et la culture de cellules primaires endothéliales cérébrales, favorise le

développement de lignées cellulaires. L’utilisation de ces modèles humains peut avoir son

importance lorsque que l’on doit considérer des aspects immunologiques et que l’on observe

une différence de gènes codant pour des transporteurs entre l’Homme et les autres espèces
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animales (modèle murin, bovin..). Toutefois, des études sur la BHE de rat permet d’obtenir

des corrélations entre le in vivo et le in vitro si le même rat est utilisé pour générer les données

in vivo.

Les modèles de barrières in vitro sont généralement cultivés sur des inserts. Il s’agit de

membranes semi perméables qui permettent des cultures 2D avec des cellules endothéliales

d’une part et des cellules gliales (astrocytes, microglie) d’autre part afin de mettre en jeu la

complémentarité fonctionnelle des deux types cellulaires. Un autre moyen pour étudier

l’influence gliale est d’utiliser le milieu conditionné par des cultures des cellules gliales pour

cultiver les cellules de BHE in vitro.

De nombreux modèles in vitro d’origine animale de BHE se sont développés au cours

des dernières années. Les modèles les plus utilisés sont composés de cellules endothéliales

microvasculaires cérébrales (BMEC) qui sont isolées à partir de rats, souris, porcs ou bovins.

Les études sur les maladies neuro-dégénératives et neuro-inflammatoires se font le

plus souvent chez la souris ou le rat. Ainsi, les études in vivo sur le transport des drogues

faites sur des petits animaux de laboratoire comme la souris et le rat permettent de corréler les

résultats obtenus in vivo et in vitro. Un modèle utilisé est la culture de BMEC de souris en co-

culture avec des astrocytes de rat âgés de 1 jour. Ce modèle est choisi pour la qualité de sa

perméabilité, de l’expression de ses molécules de jonction et de ses transporteurs (Shayan et

al., 2010). Ils ont démontré que des co-cultures réalisées avec des inserts donnent de meilleurs

résultats d’expression de protéines de jonction que lorsque les BMEC sont cultivées seules ou

en co-culture non 2D (Shayan et al., 2011).

Un modèle de BHE développé à partir de lignées immortalisées de rat permet de

s’affranchir des inconvénients d’une culture primaire. Plusieurs lignées ont été générées

(Roux et Couraud, 2003).

L’ensemble de ces lignées expriment les enzymes et les transporteurs spécifiques de la

BHE et en font un bon modèle pour étudier la perméabilité de la BHE à certaines drogues

(Roux et Couraud, 2003). Cependant la perméabilité paracellulaire de tels modèles reste

élevée notamment pour les petites molécules. Les études des pompes à efflux, des

transporteurs, du métabolisme des enzymes, des récepteurs, de l’infiltration de cellules du

sang vers le SNC ont tout de même largement bénéficié de la facilité d’accès de ces modèles

in vitro.
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Des modèles à partir des cellules endothéliales microvasculaires de cerveau de porc

ont également été développés. Ceux-ci possèdent de bonnes caractéristiques de BHE,

cependant ils restent difficiles à utiliser car l’expérience chez le porc supporte de nombreuses

contraintes de manipulation.

Chez l’Homme, les cellules de cordon ombilical (HUVEC) sont très largement

utilisées pour l’étude de BHE in vitro (Burns et al., 2000). Leurs points forts sont leur origine

humaine et leur facilité d’obtention et d’entretien même s’il s’agit de cellules endothéliales

non cérébrales. En culture, en présence d’héparine et d’extrait hypophysaire, les cellules

HUVEC expriment des marqueurs spécifiques des cellules endothéliales tels que le facteur

Von Willebrand, des molécules d’adhésion, CD31, des récepteurs aux facteurs de croissance,

des cytokine. Lorsqu’elles sont cultivées sur des inserts, elles permettent l’étude des

interactions entre les leucocytes et les cellules endothéliales (Park et al., 2006).

Certaines équipes développent des modèles in vitro, dynamiques, qui prennent en

compte les conditions de flux sanguin afin de mimer le plus justement possible la BHE. Dans

ce type de culture développé à Cleveland, des cellules hcMEC/D3 (décrites dans le

paragraphe suivant) sont cultivées à l’intérieur de fibres creuses microporeuses et sont

soumises à un flux de milieu de culture continu. Ce système permet d’avoir des modèles

d’inflammation des cultures réversibles et présente de très bonnes conditions

d’imperméabilité. Cependant, ce modèle reste compliqué à utiliser et très couteux.

En résumé, de multiples modèles de BHE sont disponibles. Leur diversité est liée à 1-

l’origine animale des cellules, 2- au nombre de partenaires cellulaires utilisés et 3- aux

conditions de flux.

Dans la mesure où nous souhaitons, à plus long terme, étudier l’influence du degré

d’expression de TWEAK à la surface des monocytes de patients atteints de SEP sur leur

migration transendothéliale cérébrale, nous nous sommes naturellement tournés vers un

modèle in vitro de BHE humaine. La lignée de cellules hcMEC/D3 a été développée par

l’équipe de Pierre Olivier Couraud à l’Institut Cochin de Paris. Des cellules endothéliales de

cerveau humain (isolées chez une patiente souffrant d’épilepsie) ont été infectées avec un

lentivirus comportant l’antigène SV40 T. Cette lignée présente, après différenciation, un

grand nombre de propriétés de la BHE qui peuvent être maintenues pendant plusieurs

passages sans co-culture avec des cellules gliales. Par ailleurs, la lignée cellulaire imite de

manière satisfaisante les changements de perméabilité en réponse à des médiateurs
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inflammatoires tout en conservant l’expression des protéines de jonctions et des transporteurs

d’efflux (Weksler et al., 2005). Cet ensemble de critères nous a poussé à choisir ce modèle

pour nos études.

C Inflammation du système nerveux central

L’inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,

vascularisés, à une agression. De nombreuses pathologies neuro-inflammatoires du SNC ont

comme composante une rupture de la BHE. Cette rupture peut être visualisée chez l’Homme

par la prise de contraste à l’IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique) et aider à la prise en

charge diagnostique du patient. En conditions inflammatoires, des médiateurs anti-

inflammatoires comme le TGFβ ou des lipides cérébraux inhibent la prolifération des

lymphocytes T circulants (Taylor et al., 1997).

La neuro-inflammation s’accompagne d’une infiltration massive de leucocytes.

L’influence et les interactions exercées par les molécules produites par les cellules immunes

sur les fonctions cérébrales sont encore peu connues. Un enjeu majeur des recherches

cliniques et expérimentales réside en particulier dans la compréhension du rôle des facteurs

inflammatoires (cytokines inflammatoires, eicosanoïdes, chimiokines, etc…) libérés par les

macrophages périvasculaires et les cellules microgliales dans le contrôle et l’altération des

fonctions cérébrales.

L’existence d’une réponse immune au sein du SNC sous-entend la présence locale de

cellules capables de présenter l’antigène. La fonction de sentinelle est assurée, au niveau de la

barrière hémato-encéphalique, par les macrophages périvasculaires qui entourent les

vaisseaux de petit et moyen calibre du cerveau. Ces cellules sont connues pour être des

cellules présentatrices d’antigènes mais leur capacité à atteindre les ganglions de drainage

lymphatique des espaces périvasculaires pour stimuler les cellules T n’est pas encore établie.

Le pool de ces macrophages périvasculaires est lentement mais continuellement renouvelé à

partir de cellules de la périphérie, issues de la lignée monocytes - macrophages. Il n’est pas

impossible que de telles cellules, sous l’effet de stimuli inflammatoires, acquièrent des

propriétés semblables à celles des cellules dendritiques.
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Lors de la première étape de la neuro-inflammation on observe, après une étape

d’activation, le passage de macrophages et de cellules T au travers de la BHE au niveau des

veinules postcapillaires où le flux est largement ralenti. Ce phénomène n’est pas

obligatoirement lié à la pathologie.

La deuxième étape de la neuro-inflammation dépend des cellules présentatrices de

l’antigène (CPA) indispensables pour induire l’inflammation. Leur position n’est pas

clairement définie : dans l’espace périvasculaire ou au sein de la microglie juxtavasculaire ?

Des données récentes indiquent que MMP-2 et MMP-9 sont utiles dans ces mécanismes

neuro-inflammatoires en participant à la déstructuration de la matrice extracellulaire

entrainant une infiltration de plus en plus invasive des cellules immunitaires dans le SNC.

                               Une fois dans le tissu nerveux les cellules immunitaires doivent être

restimulées par contact avec l’antigène. L’adressage des lymphocytes T dans le SNC est

probable mais aucun «homing receptor» ni «adressine» qui ciblerait un type de leucocyte vers

l’endothélium cérébral n’a encore été identifié.

De nombreuses pathologies du SNC (tumeurs, ischémies, SEP, Alzheimer…)

présentent, avec des degrés variables, une composante inflammatoire. Suivant la pathologie

elle peut être primaire ou secondaire. Dans tous les cas, elle est caractérisée par une réaction

gliale et une infiltration de cellules immunitaires.

1 La gliose réactionnelle

La réaction gliale ou gliose est constituée d’astrocytes dits « réactifs » qui diffèrent des

astrocytes quiescents par 1- leur prolifération, 2- l’expression de marqueurs de différenciation

et 3- l’acquisition de fonctions immunologiques comme la production d’interleukines,

chimiokines et l’expression de molécules du CMH ainsi que des molécules d’adhésion. Les

astrocytes réactifs participent aussi à la protection neuronale en sécrétant des neurotrophines

et des cytokines.

Les autres cellules résidentes du SNC, comme la microglie, les oligodendrocytes et

même les neurones participent aussi activement au déroulement de la réponse immune locale
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en produisant des facteurs immuns régulateurs comme des cytokines, molécules d’adhésion

ou facteurs de croissance (Hailer et al., 1998; Neumann et Wekerle, 1998).

Les astrocytes, représentent la majorité des cellules gliales. Il existe

approximativement 10 astrocytes pour un neurone. Cette glie a longtemps été considérée à

tort comme un ensemble de cellules comblant l’espace laissé libre par les neurones dans le

cerveau, sans avoir de rôle spécifique sur les fonctions nerveuses.

Quand le système nerveux est lésé, des astrocytes réactifs apparaissent. Ils prolifèrent

comme l’atteste le marquage par le BrdU (Kozlova, 2003) ; leur taille augmente et la synthèse

de GFAP est stimulée (Eddelston et Mucke, 1993). La gliose réactionnelle est également

associée à la sécrétion de cytokines (IFNγ, IL-1_, IL-6, IL-10) et de facteurs de croissance

(NGF, TGFβ) (Bonavia et al., 2003; Ridet et al., 1997 ; Lafortue et al., 1996). Il est probable

que ces cellules gliales réactives sont issues de la prolifération de progéniteurs gliaux plus que

de celles des cellules gliales différenciées. In vitro, les astrocytes mis en culture présentent un

phénotype proche de celui des astrocytes réactifs (Saas et al., 2000). L’astrocyte est la source

majeure dans le système nerveux central de chimiokines comme CCL2 (Weiss et al., 1998).

Les astrocytes sont aussi capables, même s’ils sont moins efficaces que la microglie, de

phagocyter des cellules apoptotiques, lorsque les limites phagocytaires de la microglie sont

atteintes (Magnus et al., 2002).

Un travail collaboratif avec l’équipe de Dietrich avait démontré que les effets pro-

inflammatoires induits par TWEAK sur les astrocytes en culture regroupent plusieurs

caractéristiques des astrocytes réactifs in vivo (sécrétion de cytokines pro-inflammatoire IL-8

et IL-6 et augmentation de molécules d’adhésion telles que ICAM-1). Cela suggère que

TWEAK peut jouer un rôle important dans l’inflammation du SNC (Saas et al., 2000).

Les cellules microgliales (ou microglie) représentent environ 10 à 20% de la

population gliale totale et sont plus représentées dans la substance grise que dans la substance

blanche. Les cellules microgliales sont issues de précurseurs médullaires monocytaires qui

colonisent le SNC à un stade précoce du développement. En cas de lésion du SNC, la

microglie s’active, change de forme et cet état d’activation se traduit par l’acquisition

progressive d’un phénotype de type macrophage. Comme pour les autres macrophages des

tissus périphériques, une des principales fonctions de la microglie activée est la phagocytose

et l’élimination des débris cellulaires.
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2 Infiltrat de cellules immunes dans le SNC

En condition physiologique, l’infiltration des cellules immunes dans le SNC est faible,

en revanche lors d’une neuro-inflammation celle-ci augmente de façon considérable. Les

leucocytes (lymphocytes, monocytes et granulocytes) vont être attirés vers le site

inflammatoire par des chimiokines qui diffusent à partir du foyer inflammatoire. Cela suggère

la présence de récepteurs à la surface des leucocytes, mais également l’expression de

molécules d’adhésion à la surface de ceux-ci et de l’épithélium vasculaire. Ces récepteurs et

ces molécules d’adhésion vont permettre le passage des leucocytes au travers de

l’endothélium pour parvenir jusqu’au site de l’inflammation. De nombreuses autres molécules

participent au recrutement des cellules immunitaires (molécules du complément,

neuropeptides, cytokines…) (Chavarria et Alcocer-Varela, 2003).

Les mastocytes, eux, sont la source de molécules (TNF-_, histamine,

prostaglandines…) qui ont un effet direct sur l’endothélium vasculaire de la BHE. Celles-ci

vont participer à la rupture de la barrière et à l’infiltration massive de leucocytes dans le SNC

(Benoist et Mathis., 2002).

Une infiltration de cellules immunes est observée dans la plupart des

neuropathologies. Cette infiltration est en partie liée à une fragilisation de la BHE. Cette

infiltration est soit déclenchée, comme dans le modèle EAE, par l’entrée des  effecteurs

lymphocytaires dans le tissu nerveux, soit secondaire à des processus de

neurodégénérescence. Au sein du tissu cible, les mécanismes moléculaires impliqués dans les

interactions entre les cellules immunes et nerveuses restent mal connus. Les conséquences de

l’interaction des cellules immunes avec des cellules du tissu nerveux sont très diverses : elles

peuvent 1- induire des atteintes neuronales, 2- aggraver des atteintes induites par  un

événement primaire, mais aussi 3- les contrôler, ou exercer un effet neuroprotecteur. En effet,

si les effecteurs cellulaires peuvent induire des lésions neuronales, par exemple par

cytotoxicité, depuis quelques années, il est proposé que l’infiltration cellulaire puisse aussi

participer aux phases de réparation tissulaire et même exercer des fonctions neuroprotectrices

(Kipnis et al., 2001).

3 Rôle des cytokines dans l’infiltration des cellules
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a) Définition

Les cytokines sont des glycoprotéines sécrétées 1- par les lymphocytes et les

macrophages 2- par d'autres cellules et/ou tissus, agissant à distance sur d'autres cellules pour

en réguler l'activité et la fonction. Nous observons plusieurs modes d’action des cytokines :

paracrine (action sur des cellules proches), endocrine (action sur des cellules ou tissus

distants), juxtacrine (action sur des cellules en contact) ou autocrine (action sur la cellule

productrice ou une cellule proche du même type). Les cytokines permettent aux cellules de

communiquer entre elles.

Les cytokines ne peuvent agir que par l’intermédiaire de récepteurs qui doivent être

présents sur les cellules cibles. Certains de ces récepteurs se clivent avant fixation du ligand et

forment un récepteur soluble inhibant ainsi l’action de la cytokine. La plupart de ces

récepteurs n’ont pas d’activités protéolytiques propres et doivent être associés à d’autres

protéines cellulaires.

De nombreuses cytokines sont retrouvées au sein des foyers inflammatoires. Sous leur

action, de nombreuses cellules produisent des médiateurs lipidiques, protéases, des radicaux

libres, autant de facteurs directement responsables des effets délétères observés.

b) Source des cytokines

Les cytokines impliquées dans la neuro-inflammation sont regroupées dans le tableau

qui suit.

L’IL-17, récemment impliquées dans plusieurs mécanismes pathologiques

inflammatoires, est produite essentiellement à partir des cellules T « helpers » (Th) 17. Dans

un contexte pro-inflammatoire, IL-17 entraine la production d’autres cytokines et chimiokines

qui vont aider au recrutement des monocytes et neutrophiles.

Les chimiokines sont de petites cytokines, dont la plupart sont produites lors d’une

réponse inflammatoire et qui ont pour rôle d’activer les cellules immunitaires, ainsi que de les

recruter au site de l’inflammation. Parmi elles, on compte l’IL-8 qui recrute les polynucléaires

neutrophiles et CCL2 qui est un chimioattractant pour les monocytes et les macrophages.

Le TNF-_ est la plus importante des cytokines pro-inflammatoires. Elle agit au niveau

du foie lors d’une infection en induisant la synthèse de molécules de la phase aigue de
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l’inflammation, et agit également au niveau de l’endothélium vasculaire en induisant la

synthèse de protéines membranaires qui seront indispensables à la diapédèse des cellules

immunitaires.

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire qui va agir au niveau du foie, lors d’une

infection, afin d’activer la synthèse de molécules de la phase aigue de l’inflammation :

haptoglobine, C3, fibrinogène, a1-antitrypsine, a2-macroglobuline…. Cette cytokine possède

également un rôle anti-inflammatoire en favorisant la différenciation des lymphocytes B en

plasmocytes, en stimulant la prolifération des lymphocytes T en association avec l’IL2 et en

favorisant la génération de lymphocytes T cytotoxiques.

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire, jouant un rôle de régulateur de la

réaction inflammatoire.

Les interférons sont des cytokines dont la production est induite suite à une infection

virale, bactérienne, parasitaire ou en présence de cellule tumorales. Ils ont pour action

principale d’interférer avec la réplication virale, mais ils ont également une action anti-

bactérienne, antiproliférative et activent d’autres cellules immunitaires telles que les cellules

NK, les macrophages et les lymphocytes.

4 Rôle de TWEAK dans la neuro-inflammation

TWEAK ne possède pas seulement des effets significatifs sur l’angiogénèse mais

induit également la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les cellules endothéliales

humaines ainsi que l’augmentation de l’expression des molécules ICAM et E-sélectine à la

surface de ces cellules. Ces effets, ne sont pas régis par l’induction endogène de TNF-_ mais

sont abrogés par l’activation préventive de NF-_B. Par ailleurs, la sécrétion de CCL2 et IL-8

par des cellules stimulées par TWEAK est comparable à celle induite par la stimulation

CD40L. TWEAK peut agir seul. On observe, par ailleurs, que son effet sur les cellules

endothéliales diffère selon les études. Cela peut être dû aux variations des systèmes

expérimentaux utilisés (Harada et al., 2002).

Le rôle pro-inflammatoire de la forme soluble de TWEAK dans le SNC a été démontré

pour la première fois grâce à un modèle de souris transgéniques sur-exprimant la protéine

TWEAK soluble. Chez ces souris transgéniques, on observe une réponse à une EAE



28

(encéphalomyélite auto-immune expérimentale) induite par une injection de MOG plus sévère

que chez les souris contrôles (Desplat Jego et al., 2002).

De nombreuses équipes utilisent le modèle murin EAE pour étudier les mécanismes

immunologiques impliqués dans la SEP. Suivant la souche animale utilisée et l’antigène

injecté, le profil d’évolution clinique de la maladie diffère. Dans le cas du modèle murin EAE

utilisé pour étudier les effets de TWEAK, notre équipe a utilisé la souris C57B16 d’haplotype

H2b et une immunisation avec le peptide 35-55 de la MOG (myelin oligodendrocyte

glycoprotein) accompagnée d’une injection de toxine Bordetella pertussis qui contribue à

l’ouverture de la BHE (Desplat-Jégo et al., 2002). La MOG est un composant

quantitativement mineur de la myéline (0,05%) mais spécifique du SNC. Elle est présentée

comme un antigène myélinique majeur, à la fois cible d’une réponse immunitaire cellulaire T

et d’une réponse humorale chez les patients atteints de SEP.

Le traitement de souris MOG-EAE avec un anticorps bloquant anti-TWEAK en

première phase de la maladie (immunisation et recrutement des lymphocytes spécifiques de

l’antigène myélinique à travers la BHE) diminue la sévérité des symptômes observés lors de

la phase chronique et le nombre de cellules immunes infiltrantes dans le cerveau et la moelle

épinière (Desplat-Jégo et al., 2005). Cet effet protecteur n’a été observé que si les injections

ont lieu pendant cette phase critique de la maladie. Par ailleurs, des études récentes montrent

que TWEAK stimule la production de MMP-9 par les macrophages (Kim et al., 2004).

L’intégrité de la BHE, considérée comme la première ligne de défense du système

nerveux, est essentielle. De nombreuses études impliquent les MMPs, en particulier MMP-2

et MMP-9, dans la rupture de la BHE lors d’un processus neuropathologique. L’injection

intracérébrale de MMP-2 fragilise la BHE alors que des anticorps bloquants de MMP-9 ou

des inhibiteurs de MMPs la protègent après une ischémie cérébrale (Asahi et al., 2001). La

BHE de souris dont le gène MMP-9 a été invalidé est moins fragile après une ischémie

cérébrale que celle des souris sauvages. Dans ces situations pathologiques, les macrophages

périvasculaires activés, qui expriment des concentrations élevées de MMP-9 et MMP-2,

participent certainement à la dégradation de la lame basale, riche en collagène IV. Les MMPs

exprimées par les leucocytes circulants facilitent leur extravasation à partir du sang ou de la

lymphe. Chez des patients atteints de SEP ou chez les rats soumis à une EAE, les

concentrations de MMP-9 sont très élevées dans le LCR Dans l’EAE, des concentrations

élevées d’ARNm de MMP-9 et MMP-7 coïncident avec le pic de sévérité de la maladie. La
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modulation de l’expression de MMPs et TIMPs dans le système nerveux pathologique est

étroitement lié à la production et à la libération dans le parenchyme nerveux de facteurs

trophiques et de cytokines pro-inflammatoires, qui sont des inducteurs (ou des répresseurs)

efficaces du système MMP/TIMP (Rivera et al., 2010). L’ensemble de ces données suggère

que TWEAK serait une cytokine au centre des processus neuro-inflammatoires.

Un autre type de modèle animal est étudié afin de mieux comprendre la neuro-

inflammation : le modèle cuprizone. Le cuprizone est un agent chélatant du cuivre qui

entraine la mort des oligodendrocytes et l’infiltration de la microglie sur le site de

l’inflammation. Dans le modèle EAE, la démyélinisation est dépendante des cellules T CD4+

tandis que dans le modèle cuprizone elle est liée principalement à la microglie avec une faible

contribution des macrophages (McMahon et al., 2002). Les lésions observées dans des

modèles cuprizone imitent les lésions de type III et IV observées chez les patients atteins de

SEP (les lésions actives de SEP sont classées en 4 types 1- la lésion de type I pendant laquelle

on observe une démyélinisation ainsi que la production de produits relargués par les

macrophages, 2- la lésion de type II qui est caractérisée par la présence d’immunoglobulines

et de complément, 3- la lésion de type III au cours de laquelle on observe une absence

d’immunoglobulines, de complément ainsi que de la MOG et une perte de la remyélinisation

et 4- la lésion de type IV caractérisée par l’apoptose des oligodendrocytes).

Comme pour le modèle EAE (Desplat-Jégo et al., 2002), TWEAK exacerbe

l’inflammation du SNC dans le modèle cuprizone (Iocca et al., 2008).

Notre équipe a aussi mis en évidence une augmentation de l’expression de l’ARN

messager de TWEAK au cours de l’EAE (Desplat-Jégo et al., 2002). De même, l’expression

de TWEAK est augmentée au cours de l’ischémie cérébrale (Potrovita et al., 2004). Par

ailleurs, TWEAK est exprimé à la surface des monocytes des patients atteints de SEP lors de

la phase du « syndrome cliniquement isolé » (Desplat-Jégo et al., 2009).

Plusieurs travaux placent donc TWEAK comme un agent modulateur de la réponse

inflammatoire y compris dans le SNC. Les résultats les plus récents de notre équipe suggèrent

qu’un point d’impact fort de TWEAK serait le recrutement des cellules immunitaires à travers

la BHE. Ces résultats, qui doivent être validés chez l’Homme, semblent mettre en évidence

des perspectives thérapeutiques intéressantes dans la SEP.
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