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Résumé

L'élaboration de nouvelles stratégies pour la détection de I'activité de la sclérose en
plaques (SEP) est importante pour améliorer le diagnostic et le suivi de cette pathologie. Pour
cela, nous avons utilisé des microparticules d'oxyde de fer (MPIO) couplées a un anticorps
spécifique de la protéine P-sélectine ou de MAdCAM-1. Durant cette these, nous avons
démontré que I'IRM moléculaire spécifique de la P-sélectine est capable de détecter les
événements pathologiques qui se déroulent dans la moelle épiniere de modéles murins de
SEP chronique et récurrente-rémittente. De fagon intéressante, nous montrons ici que cette
technique d'IRM peut prédire I'apparition des poussées et des récupérations dans I'EAE. De
plus, nous avons démontré que I'IRM moléculaire de MAdCAM-1 est capable de détecter
I'inflammation intestinale dans des modeles de pathologies intestinales et de SEP. Les
techniques novatrices d'IRM développées dans cette étude pourraient apporter de nouvelles
avancées dans le diagnostic et le pronostic des rechutes de la SEP en ciblant I'activation
vasculaire. Enfin, nous rapportons dans la derniere partie de cette thése que le systéme
glymphatique existe également dans le parenchyme de la moelle épiniere de la souris. Dans
I'EAE, I'activité de ce systéme est réduite dans la moelle épiniére mais pas dans le cerveau ou
le cervelet. Cette altération est associée a I'accumulation de cellules inflammatoires dans
I'espace péri-vasculaire, a la désorganisation de I'AQP4 et entraine une forte augmentation du
volume ventriculaire. Ces perturbations pourraient contribuer a la physiopathologie de la SEP.
Nos résultats sont trés prometteurs pour I'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Mots clés: sclérose en plaques, EAE, P-sélectine, MAdCAM-1, IRM, MPIO, Systeme
Glymphatique

Summary

Developing new strategies to detect disease activity in multiple sclerosis (MS) is
essential to improve the diagnosis and follow-up of this pathology. To this aim, we used
microparticles of iron oxide (MPIO) coupled to an antibody specific to the P-selectin or
MAdCAM-1 protein. In this thesis, we establish that molecular MRI specific to P-selectin
protein is able to detect the pathological events that take place in the spinal cord of chronic
and relapsing-remitting models of MS in mice. Interestingly, we show here that this MRI
technique can predict the apparition of relapses and recoveries in EAE. Moreover, we
demonstrate that MRI specific to MAdCAM-1 protein is able to detect the gut inflammation
that takes place in models of bowel diseases or MS. The innovative MRI techniques developed
in this study could bring new advances in the diagnosis and prognosis of MS relapses by
targeting gut inflammation. In the last part of this work, we report that the glymphatic system
also exists in the spinal cord parenchyma of the mouse. In EAE, the activity of this system is
reduced in the spinal cord but not in the brain or cerebellum. This alteration is associated to
inflammatory cell accumulation within the perivascular space, AQP4 disorganization and leads
to a large increase of ventricular volume. These disruptions could contribute to the MS
pathophysiology. Our results hold significant promise for the development of new therapeutic
strategies.

Key words : Multiple sclerosis, EAE, P-selectin, MAdACAM-1, MRI, MPIO, Glymphatic system
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Introduction

1. Conformation vasculaire du SNC

1.1. Généralités

Le systéme nerveux central (SNC) est constitué de I’encéphale, de la moelle épiniere et de
la rétine. Ces organes énergivores sont extrémement vascularisés, afin de permettre un
apport sanguin suffisant a leur bon fonctionnement. Ainsi, le débit sanguin cérébral du
cerveau est d’environ 50 ml/100g/min, ce qui
correspond a 15% du débit cardiaque pour un organe
qui ne représente que 2% du poids corporel (Powers et
al., 1985). Malgré la vascularisation importante, les
échanges entre le sang et le SNC sont étroitement
régulés et contrélés, conférant a ce dernier une
protection renforcée par rapport aux autres organes.
En effet, les cellules présentes dans le SNC ont besoin

d’'un milieu extracellulaire stable pour fonctionner

normalement et maintenir une bonne transmission

Figure 1: Photo de la surface d’un cerveau
humain vivant durant une chirurgie, témoignant nerveuse. Le compartiment sanguin contient quant a
de son importante vascularisation. (Robert

Ludlow, UCL Instutute of Neurology, London) lui une grande quantité de molécules et de cellules

dont les concentrations peuvent varier au cours du
temps en fonction de I’environnement. Ainsi, plusieurs éléments vasculaires sont présents afin
d’isoler le SNC du sang pouvant perturber ’homéostasie cérébrale (Abbott et al., 2010). Parmi
les spécificités vasculaires du SNC participant a cette protection, la plus connue est tres
certainement la présence d’une barriere sanguine appelée barriere hémato-encéphalique
(BHE). Cependant, d’autres éléments y participent, comme la présence d’une barriere
épithéliale entre le sang et le liquide céphalorachidien (LCR) et d’un systeme d’élimination des
déchets spécifiques du SNC. La structure et le fonctionnement de ces trois entités seront

détaillés dans cette premiére partie.
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1.2. La barriere-hémato encéphalique

1.2.1. Définition
La BHE est le terme utilisé pour décrire les propriétés uniques que possédent les vaisseaux
sanguins du SNC, a savoir le passage limité et contrélé des molécules et des cellules a travers

la paroi vasculaire.

1.2.2. Histoire

La premiére mise en évidence du phénomeéne selon lequel certaines molécules ne peuvent
pas atteindre le cerveau apres leur injection intraveineuse fut faite par Paul Ehrlich en 1885.
Dans son étude ayant pour but de comparer la consommation d’oxygéne des différents
organes, Ehrlich injecta des colorants dont la couleur change en
fonction de leur stade d’oxydoréduction (I'absence de coloration
résultant d’'une faible oxygénation). Il remarqua que, contrairement
aux autres organes, le cerveau n’était que trés peu, voire pas du tout
coloré (Bechmann, Galea and Perry, 2007). Cependant, il ne pensa pas
que ce manque de coloration du cerveau puisse étre attribué a des
propriétés spéciales des cellules endothéliales du cerveau. Cette idée

fut émise peu de temps apres par Bield et Kraus (1898), Roux et Borrel

(1898) et Lewandowsky (1900) basée sur la comparaison d’injections

Figure 2: Portrait du
scientifique  Allemand ~ Paul intrathécales et parentérales d’éléments neurotoxiques (Saunders et
Ehrlich, prix  Nobel de
physiologie ou médecine en al., 2014). Ces éléments qui n’allaient pas dans le sens de son étude

sur I'oxygénation des organes, furent séverement rejetés par Ehrlich
qui est considéré comme le « découvreur réticent » de la BHE, bien qu’il ne soit pas a I'origine
du terme « barriere hémato-encéphalique ». Il est aujourd’hui admis que ce terme revient a
Lewandowsky, lequel, dans son article de 1900 montre que des toxines sont effectives a une
dose 100 fois plus faible via leur injection intrathécale que via leur injection par voies
parentérales. Il expliqua cette différence par le fait que les vaisseaux du cerveau ont des
propriétés restrictives a I'égard de certaines molécules. Les premiéres observations de la
structure moléculaire de la BHE furent réalisées bien aprés, en 1967 grace a I'utilisation de la
microscopie électronique. Les auteurs remarqueront la présence de chevauchements
caractéristiques des cellules endothéliales des capillaires du cerveau : les jonctions serrées

(Reese and Karnovsky, 1967). De maniere intéressante, dans la méme étude les auteurs
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noteront la pénurie de vésicules de transport dans les capillaires cérébraux, pénurie gu’ils

considéreront comme une autre caractéristique de la BHE.

1.2.3. Structure

Constituée d’'un ensemble de cellules, la BHE est présente au niveau des artérioles, des
capillaires et des veinules du SNC (Bechmann, Galea and Perry, 2007). Parmi ces cellules, on
trouve les cellules endothéliales qui constituent les vaisseaux sanguins et possedent un
phénotype particulier qui consiste en I'expression de jonctions cellulaires étanches appelées
jonctions serrées. Autour de ces cellules endothéliales, viennent s’enrouler deux lames
basales. La premiére est constituée de protéines de la matrice extracellulaire produites par les
cellules endothéliales et les péricytes alors que la deuxiéme est produite par les astrocytes.
Sur cet ensemble, on retrouve des péricytes (sous les lames basales) ainsi que des pieds
astrocytaires permettant le controle local de ce phénotype particulier (Daneman, 2012;

Obermeier, Daneman and Ransohoff, 2013) (figure 3).

Astrocyte

Neuron

Q== o
Basemen
Microglia membrane Peg-socket

junction

Figure 3 : Structure cellulaire de la barriere hémato-encéphalique (Obermeier,
Daneman and Ransohoff, 2013). Les cellules endothéliales sont reliées entre elles
par des jonctions serrées, et entourées par les péricytes et les pieds astrocytaires.
Deux lames basales sont également présentes entre les pieds astrocytaires et les
cellules endothéliales.

12



Introduction

Des cellules endothéliales hautement spécialisées : Les cellules endothéliales du SNC sont
différentes des cellules endothéliales des tissus non-nerveux. Elles forment des cellules
hautement polarisées réunies par des jonctions serrées qui limitent considérablement le
passage des ions, des molécules et des cellules de maniére paracellulaire. En outre, les cellules
endothéliales de la BHE ne présentent que trés peu de pinocytose/transcytose, limitant ainsi
les passages transcellulaires. En contrepartie, de nombreux transporteurs impliqués dans
I'efflux de médiateurs solubles sont exprimés au niveau des cellules endothéliales et

permettent I'apport controlé de nutriments aux cellules du SNC (Daneman, 2012).

Les lames basales, composants non cellulaires de la BHE : Les lames basales, qui jouent
un role important dans la stabilité des cellules de la BHE, sont produites par les astrocytes et
les péricytes qui sécretent des molécules de la matrice extracellulaire. Parmi ces molécules,
on trouve essentiellement des protéines structurales, comme le collagene IV, la laminine, et
la fibronectine. Les deux lames basales, qui ont des compositions différentes, sont bien
distinctes au niveau des vaisseaux possédant un espace périvasculaire : on parle ainsi d’'une
lame basale endothéliale, et d’'une lame basale parenchymateuse. Au niveau des vaisseaux ne
présentant pas d’espace périvasculaire, une seule lame basale composite est présente. En plus
de jouer un réle stabilisateur, les lames basales jouent également un réle de barriere physique
en limitant le passage des cellules et des molécules a travers la BHE (Daneman, 2012;

Obermeier, Daneman and Ransohoff, 2013).

Le rdle des péricytes dans la régulation de la BHE : Les péricytes effectuent diverses
taches, comme le maintien de l'intégrité de la BHE, via le controle de I'expression et de
I'alignement des jonctions serrées. lls régulent également I'angiogenése ainsi que
I'architecture et la stabilité vasculaire pendant le développement et le remodelage vasculaire.
De plus, ces derniers ont une capacité de clairance des molécules et des débris. En régulant le
diametre des petits vaisseaux, les péricytes ont également la capacité de faire varier le débit
sanguin (Daneman et al., 2010; Winkler, Bell and Zlokovic, 2011; Sweeney, Ayyadurai and
Zlokovic, 2016).

Le role des astrocytes dans la régulation de la BHE : Les astrocytes interagissent avec les
cellules endothéliales via leurs prolongements et recouvrent ainsi prés de 90% des micro-
vaisseaux. En libérant des facteurs solubles, ils controlent la spécialisation des cellules
endothéliales en cellules de la BHE. L'exemple le plus parlant est le fait qu’en présence
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d’astrocytes, les cellules endothéliales en culture présentent un phénotype de barriere (avec
expression de jonctions serrées), ce qui n’est pas le cas quand elles sont cultivées seules. En
faisant le lien entre les neurones et les cellules endothéliales, les astrocytes servent également
de support métabolique en contrdlant le débit sanguin cérébral en fonction de I'activité

neuronale(Daneman, 2012; Obermeier, Daneman and Ransohoff, 2013).

Il est important de noter que la structure de la BHE peut différer en fonction des vaisseaux.
En effet, la BHE est plus prononcée dans les capillaires que dans les vaisseaux pre- et post-
capillaires, comme les artérioles et les veinules. Ces derniers possedent une densité plus faible
de jonctions serrées et la présence d’'un espace péri-vasculaire empéche leur contact direct

avec les pieds astrocytaires (Ge, Song and Pachter, 2005) (table 1).

Cells and features Arteriole Capillary Venule
Smooth muscle cells + - *
Pericytes + + +
Endothelial tight junctions N.d. Belts of tight Non-specialized
junctions [5]
Permeability for BBB markers N.d. No Yes
Intimate contact between astrocytic endfeet and the No/yes  Yes/no No/yes
vascular wall/presence of perivascular spaces
Perivascular macrophages + + +
a Abbreviations: +, present; —, absent, n.d., not determined.

Table 1 : Différences structurelles de la BHE des artérioles, capillaires et veinules (Bechmann, Galea and Perry,
2007).

1.2.4. Implications dans les pathologies cérébrales

En conditions pathologiques, de nombreux éléments peuvent compromettre I'intégrité de
la BHE. En effet, une augmentation anormale de la perméabilité de la BHE peut étre
provoquée par un stress oxydatif, par la sécrétion de facteurs angiogéniques et de cytokines
pro-inflammatoires, par 'adhésion et l'infiltration de cellules immunitaires, mais également
par I'infection par un agent pathogéne. Ces différents facteurs peuvent conduire a la réduction
de I'expression des protéines de jonction serrées, a un détachement des pericytes et des pieds
astrocytaires ainsi qu’a l'altération des lames basales. Les conséquences de ces dérégulations
sont également multiples, comme la création d'un déséquilibre des ions et des
neurotransmetteurs, la fuite des protéines et des toxines plasmatiques, l'activation
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microgliale et la sécrétions de cytokines. Il en résulte une inflammation du SNC, une
dysfonction neuronale pouvant aller jusqu’a une neuro-dégénération (Obermeier, Daneman

and Ransohoff, 2013).

L’altération de la BHE a été observée dans de nombreuses pathologies cérébrales, comme
les accidents vasculaires cérébraux (Sandoval and Witt, 2008), la sclérose latérale
amyotrophique (Zhong et al., 2008; Henkel et al., 2009), Iépilepsie (Oby and Janigro, 2006), la
neuromyélite optique (Shimizu et al., 2012), la maladie d’Alzheimer (Zlokovic, 2008) ou encore
la sclérose en plagues (Minagar and Alexander, 2003). Bien que I'altération de la BHE semble
étre dans la majeure partie des cas une conséquence de la pathologie, il a été montré qu’une
augmentation précoce de la perméabilité de la BHE peut étre mesurée dans I’hippocampe au
cours du vieillissement (Montagne et al., 2015). Cette altération précoce de la BHE pourrait

contribuer a la déficience cognitive observée dans la maladie d’Alzheimer.

Bien que la BHE soit présente sur la majorité des micro-vaisseaux du SNC, certains d’entre
eux en sont dépourvus. C’est le cas des vaisseaux des plexus choroides, dont les structures et

fonctions sont détaillées dans la partie qui suit.

1.3. La barriére sang-LCR
Les plexus choroides (PC) sont un enlacement de vaisseaux sanguins entourés par une
monocouche de cellules épithéliales. Les PC sont présents au niveau de la paroi des ventricules
et baignent ainsi dans le LCR. Ces derniers possedent une variété de fonctions, dont la
principale est la production du LCR. Contrairement aux vaisseaux qui forment la BHE, les
vaisseaux des PC sont perméables et fenétrés. A défaut d’avoir un endothélium vasculaire
imperméable, les PC possédent des cellules épithéliales reliées entre elles par des jonctions

serrées, formant la barriere entre le sang et le LCR.
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1.3.1. Histoire

La structure anatomique des PC a été décrite pour la premiere fois par Hérophile (330-
250 avant JC) qui disséquait des cadavres en publique. En 1664, Willis fut le premier a leur
donner une fonction en proposant que les PC fonctionnent comme une glande sécrétant le
LCR. Sa théorie a ensuite été soutenue par Luschka en 1855 grace a l'utilisation de Ia
microscopie. Les plus anciennes traces de I'observation d’'une perméabilité différente entre
les vaisseaux du parenchyme cérébral et ceux des plexus choroides datent de 1913, ou
Goldmann nota que l'injection de colorant dans la circulation sanguine n’induit pas de
coloration du parenchyme cérébral, mais provoque bel et bien une coloration des cellules des
PC (Bechmann, Galea and Perry, 2007). Les premiers a parler de « barriere » furent, en 1918,
Stern et Gautier qui notérent que « la barriere qui s’oppose au passage dans le liquide
céphalo-rachidien de substances circulant dans le sang présente des différents notables
suivant les espéces animales » (Saunders et al., 2014). En 1934, Flexner mesura et compara
les composants du sang et du LCR sur des embryons de porc et a noté des différences : le LCR
contenait des concentrations plus élevées d’ions chlorure et magnésium, mais des
concentrations plus faibles de protéines, d’acide-aminés, de glucose, de calcium, de potassium
et d’acide urique. Ces résultats sont les premiers a aller a I’encontre des croyances de I'époque
selon lesquelles le LCR n’était qu’un plasma sanguin filtré (Mortazavi et al., 2014). Par la suite,
de nombreuses études ont contribué a la compréhension actuelle de la structure et du

fonctionnement des PC qui seront détaillés si dessous.

1.3.2. Structure et fonction

Malgré les différences structurelles importantes du SNC entre les espéces, les PC ont
une structure et une fonction qui se sont conservées au cours de I’évolution chez les vertébrés.
Présents dans les ventricules cérébraux, les PC sont hautement vascularisés et présentent une
structure a I'image de leur role sécréteur. lls se composent d’une monocouche de cellules
épithéliales cuboidales qui entourent un stroma composé de tissu conjonctif et de vaisseaux
fenétrés. Ces cellules épithéliales sont reliées entre elles par des jonctions serrées formant la
barriere sang-LCR et empéchant le passage passif paracellulaire de molécules indésirables. A
I'image de la BHE, on trouve des péricytes entourant les vaisseaux des PC, mais également
diverses cellules immunitaires, comme des macrophages périvasculaires. De plus, des cellules

présentatrices d’antigene (CPA) sont présentes sur la surface apicale de I’épithélium (appelées
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« epiplexus cells » ou cellules de Kolmer) (Ransohoff and Engelhardt, 2012; Demeestere,

Libert and Vandenbroucke, 2015; Lun, Monuki and Lehtinen, 2015) (figure 4).

CSF ) Epiplexus cell

CPE cell

Figure 4: Structure des plexus choroides (Demeestere, Libert and Vandenbroucke, 2015). Les cellules
épithéliales sont reliées en elles par des jonctions serrées, entourant le stroma contenant des vaisseaux fenétrés.
CSF= LCR ; CPE cell= cellules de I'épithélium des plexus choroides ; TJs= jonctions serrées.

Contrairement a la BHE, la barriere sang-LCR est extrémement perméable a I'eau grace
a la présence sur sa surface apicale d’un grand nombre de canaux a eau comme I'aquaporine-
1 (AQP-1). En accord avec cela, les souris déficientes en AQP-1 voient la perméabilité a I'eau
de leur PC diminuée de 80% (Oshio et al., 2005). De plus, les cellules épithéliales possédent
un nombre important de transporteurs d’ions (particulierement pour le Cl, le Na* et I'HCO3),
provoquant une différence controlée d’osmolarité entre le LCR et le stroma. C'est cette
différence d’osmolarité qui entraine les molécules d’eau a travers I'épithélium via I’AQP-1.
Ainsi, la teneur en eau du LCR dépasse les 99%, quand celle du sang tend vers les 92%. La
fenestration des vaisseaux sanguins permet aux cellules épithéliales de se fournir en eau
nécessaire a la production du LCR. Pour cela, les PC sont hautement perfusés en sang, a raison
de 4 ml/min/gramme de PC, soit environ 10 fois plus que "apport sanguin du parenchyme

cérébral. De toutes les cellules sécrétrices du corps humain, les cellules épithéliales des PC
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sont parmi les plus efficaces : 500 a 600 ml de LCR sont produits chaque jour, soit de quoi
renouveler plusieurs fois le volume total de LCR du SNC (avoisinant les 150 ml chez I’homme).
Cependant, la surface totale estimée des PC est d’environ 0,021m? contre environ 20 m? pour
la BHE. Pour pallier cela, les cellules épithéliales présentent des microvillosités, leur
permettant d’augmenter par 50 leur surface d’échange (Damkier, Brown and Praetorius,
2013). Une fois produit, le LCR circule dans les ventricules et les espaces sous arachnoidiens,
puis retourne dans la circulation sanguine au niveau des sinus veineux par des villosités sous

arachnoidiennes (ou granulations arachnoidiennes) (figure 5).

Ventricles

Brain
hemisphere

hemisphere

Pia mater
= Dura mater

Figure 5 : Le circuit du LCR dans le cerveau (Damkier, Brown and Praetorius, 2013). Produit
au niveau de la barriere sang-LCR des PC, le LCR circule dans les ventricules et les espaces
sous arachnoidien, pour ensuite étre éliminé au niveau des sinus veineux. SSS= sinus
sagittal supérieur ; BBB= BHE ; SAS= espace sous arachnoidien ; BSCFB= barriéere sang-LCR

La BHE et le LCR sont également impliqués dans la formation d’un systeme d’élimination
des déchets propre au SNC, appelé systeme glymphatique. Les structures et fonctions de ce

dernier sont détaillées dans la section qui suit.
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1.4. Le flux de LCR péri-vasculaire : « systeme glymphatique »

1.4.1. Définition

Le concept de systeme glymphatique (compaction des mots «glie» et
« lymphatique ») décrit une voie d’élimination des déchets du parenchyme cérébral qui
comme son nom l'indique dépend de la glie (et plus particulierement des astrocytes) mais
également du LCR. En circulant des espaces péri-artériolaires vers les espaces péri-veineux, le
LCR entraine avec lui les déchets cérébraux, permettant leur évacuation hors du parenchyme.
Proposé pour la premiére fois par Maiken Nedergaard (lliff et al., 2012), |la perturbation de ce

systéme serait impliqguée dans de nombreuses pathologies.

1.4.2. Structure et fonction

Lorsque les artéres pie-mériennes (présentes dans l'espace sous arachnoidien)
plongent dans le parenchyme cérébral pour donner les artérioles pénétrantes, elles
présentent un espace péri-vasculaire cloisonné par les pieds astrocytaires. Ces espaces
périvasculaires, appelés espaces de Virchow-Robin (car décrit par Virchow en 1851 et par
Robin en 1859) permettent au LCR de s’infiltrer dans le parenchyme en suivant les arteres
pénétrantes. Ainsi, le LCR peut suivre les vaisseaux jusqu’aux espaces perivasculaires des

artérioles et des capillaires (Jessen et al., 2015) (figure 6).
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Endothelial cells Smooth muscle Virchow-Robin space Leptomeningeal cells
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Figure 6 : Organisation des espaces périvasculaires du cerveau (Jessen et al., 2015). En
plongeant dans le parenchyme cérébral, les artérioles et les pieds astrocytaires délimitent
I’espace de Virchow-Robin, permettant au LCR de circuler autour des vaisseaux.

Le passage du LCR entre les pieds astrocytaires est facilité par la présence de 'AQP-4
(canaux spécifiques de I'eau): en faisant passer les molécules d’eau a travers les pieds
astrocytaires, elle créé un flux de LCR entre les pieds. En circulant dans le parenchyme grace
a lacombinaison de la pulsativité artérielle, de la respiration, d’'une lente vasomotricité et d’un
gradient de pression, le LCR va entrainer avec lui le liquide interstitiel et les solutés (<100kDa)
gu’il contient vers les espaces péri-veineux. Le LCR chargé de déchets est éliminé via les
vaisseaux lymphatiques présents au niveau de la dure mere et via le sang (Johnston et al.,

2004) (figure 7).
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The glymphatic pathway

Clearance Para-arterial influx Paravenous clearance

Inflow

0 Acrs wep> Para-arterial influx @ Interstitial solutes
* Water flux st Paravenous efflux == Solute clearance

Figure 7 : Organisation du systeme glymphatique (lliff et al., 2012). Le flux de LCR, allant des espaces péri-
veineux vers les espaces péri-artériels, il entraine avec lui les déchets du liquide interstitiel. L'apport de LCR dans
les espaces péri-artériels se fait via les arteres plongeantes. Apres avoir traversé le parenchyme et atteint les
espaces péri-veineux, le LCR retourne en périphérie du cerveau pour étre expulsé dans le sang et dans les
vaisseaux lymphatiques. Ce flux de LCR est entrainé par le courant d’eau créé par I’AQP-4.

1.4.3. Les techniques utilisées pour étudier le systeme glymphatique

La preuve de concept du systeme glymphatique s’est faite avec l'injection dans la
grande citerne (ou Cisterna magna) de traceurs fluorescents de poids moléculaires différents.
Grace a l'utilisation de la microscopie bi-photonique, les auteurs ont pu montrer que le traceur
de fort poids moléculaire (2000 kDa) reste confiné dans les espaces périvasculaires alors que
le traceur de faible poids moléculaire (3 kDa) diffuse dans le parenchyme cérébral (lliff et al.,
2012) (figure 8).
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A
— OO Figure 8 : Technique utilisée pfour
gl — Skull la preuve de concept du systéme
—— QuralArachnold  glymphatique (Jessen et al,
2015). Apres leur injection dans la
grande citerne, le traceur de
Cisterna | 240 pm grand poids moléculaire reste
il bloqué autour des vaisseaux, alors
que le traceur de petit poids

moléculaire diffuse dans le
parenchyme cérébral en quelques
minutes.

Surface 100 um below cortical surface

Une seconde étude du méme auteur a montré qu’il était également possible de
visualiser le systeme glymphatique grace a l'imagerie par résonance magnétique (IRM)
pondérée en T1 aprées injection de gadolinium dans la grande citerne (lliff et al., 2013) (figure

9).

Figure 9 : IRM du systéeme glymphatique (Iliff
et al., 2013). Aprés son injection dans la grande
citerne, il est possible de voir la diffusion du
gadolinium dans le cerveau grace a |'utilisation
de séquences IRM pondérées en T1.

Paravascular CSF - CSF-IF
pathways exchange

Cette technique a ensuite été utilisée dans notre unité de recherche pour I'’étude du systéme

glymphatique dans des modeles d’ischémies et d’hémorragies (Gaberel et al., 2014).
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1.4.4. Implications dans les pathologies cérébrales

Avec I'age, le systéme glymphatique devient moins efficace. Il a été montré que
I'activité du systéeme glymphatique des souris agées est réduite de 80 a 90%. Ceci aurait des
implications importantes dans les pathologies touchant les personnes agées, d’autant plus
gue les maladies neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de
Parkinson, la maladie de Huntington et la sclérose latérale amyotrophique sont caractérisées
par une agrégation de protéines (Ross and Poirier, 2004). En accord avec cela, le peptide B-
amloide injecté par voie intra-parenchymateuse voit sa clairance diminuée de 40% chez les
souris agées par rapport aux souris jeunes. Cette baisse d’efficacité avec I'dge peut s’expliquer
par une perte de la polarisation de I’AQP-4 qui n’est plus confinée aux extrémités astrocytaires
mais est présente également dans les processus parenchymateux des astrocytes (Kress et al.,
2014). De plus, la baisse de production de LCR qui est évaluée a -66% avec |'age (provoquant
une baisse de la pression du LCR de 27%) contribue certainement au déclin du systeme
glymphatique (Chen et al., 2009; Fleischman et al., 2012). En accord avec cela, une
suppression du systéeme glymphatique a été observée dans un modéle animal de maladie
d’Alzheimer (Peng et al., 2016). Enfin, une altération du systeme glymphatique a été montré
dans d’autres modeéles de pathologies, comme dans des modeles d’accidents vasculaires
cérébraux (Gaberel et al., 2014), de diabéte (Jiang et al., 2017) et de micro-infarctus multiples
(Wang et al., 2017). Cependant, la perfusion du systéme glymphatique n’a pas été étudiée
dans certaines pathologies touchant la moelle épiniere, comme c’est le cas de la sclérose en

plagues.
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2. La sclérose en plaques

2.1. Généralités

La sclérose en plaques (SEP) a été décrite pour la premiére fois par Charcot en 1868. Dans
son étude, Charcot mentionnait des lésions qui, le plus souvent, étaient péri-ventriculaires et
touchaient aussi bien le cerveau que la moelle épiniére, causant des troubles neurologiques
variés et récurrents. Une telle description au 19%™¢ siécle, ou la plupart des pathologies
neurologiques étaient regroupées sous une classe appelée « troubles nerveux », reste un
exploit. Nous savons aujourd’hui que la SEP est une maladie auto-immune du SNC,
caractérisée par une démyélinisation parfois accompagnée de dommages axonaux. Aucune
région du SNC n’étant épargnée, les symptdmes sont trés nombreux bien que certains soient
plus fréquents, comme la fatigue, les troubles moteurs et les troubles de la vision. L’apparition
et la disparition de ces symptomes est imprévisible. Aucun traitement curatif n’est aujourd’hui
proposé aux patients et les causes de la maladie restent mal connues. C'est pourquoi la SEP
est une pathologie particulierement étudiée. Dans cette partie, nous ferons I'état des lieux
des connaissances actuelles concernant la SEP, son épidémiologie, ses différentes formes et

sa physiopathologie, en passant par son diagnostic et ses modeéles animaux.

2.2. Epidémiologie

La SEP est la premiere cause de handicap non traumatique chez le jeune adulte. L’age
moyen d’apparition de la maladie est compris entre 30 et 40 ans, bien que des formes
pédiatriques et des formes débutant apres 50 ans soient parfois rencontrées. En France, on
compte environ 100 000 personnes atteintes de SEP (chiffre ARSEP), et plus de 2,5 millions

dans le monde (Compston and Coles, 2002).

La répartition de la maladie dans le monde n’est pas uniforme : plus on s’éloigne de
I’équateur pour se rapprocher des poles, plus les cas de SEP sont fréquents (Ascherio, Munger
and Linemann, 2012). Un gradient nord-sud est également présent a I'échelle de la France.
Bien que ce gradient soit principalement attribué au niveau d’ensoleillement, I’hypothése d’un
effet de I’hygiene de vie sur le développement du systéme immunitaire et du microbiote n’est
pas exclue. En effet, plusieurs études montrent que les personnes migrant vers un pays avant

24



Introduction

I’adolescence héritent du risque du pays d’accueil, alors que ceux migrant aprés cet age
conservent le risque du pays d’origine (Dean and Elian, 1997). Des susceptibilités génétiques
existent, puisque les personnes d’origine nord-européenne sont plus souvent touchées et des
formes familiales de SEP ont également été décrites. Le risque de déclencher une SEP
lorsqu’un parent est atteint est de 2%. Ce chiffre passe a 3% lorsqu’un frere ou sceur est
atteint, et a environ 35% lorsqu’un frére jumeau monozygote est touché (Compston and Coles,
2002). Ainsi, la SEP est aujourd’hui considérée comme une maladie déclenchée par un ou
plusieurs facteurs environnementaux, sur des personnes disposant d’un terrain génétique

favorable.

Parmi les 4000 a 6000 nouveaux cas diagnostiqués chaque année en France, les % sont des
femmes (chiffres de la fondation pour I'aide a la recherche sur la sclérose en plaque, ARSEP).
Ainsi, il semblerait que les hormones masculines soient protectrices par rapport aux hormones
féminines (Gold and Voskuhl, 2009). Un essai clinique visant a évaluer l'efficacité de la
testostérone dans le traitement de la SEP est actuellement en cours (ClinicalTrials.gov
NCT00405353). Dans ce sens, les cas de SEP débutant avant la puberté touchent autant les
filles que les garcons et pendant la grossesse, le risque d’étre confronté a une poussée de SEP
est plus faible. Paradoxalement, bien que les femmes aient plus de risque d’étre touchées par
la SEP, leur pronostic semble meilleur que celui des hommes concernant I'évolution de la
maladie vers le handicap (Voskuhl and Gold, 2012). En conclusion, les études
épidémiologiques pointent un effet des hormones dans la déclaration et I’évolution de la SEP,

mais les mécanismes impliqués sont encore mal connus.

2.3. Les différentes formes de SEP

L’évolution de la SEP est hétérogéne selon les patients. Certains sont touchés par des
poussées et des rémissions successives et imprévisibles, alors que d’autres voient leur déficit
croitre constamment avec le temps. Aujourd’hui, les SEP sont classées en 3 catégories, que

I’on appelle récurrente-rémittente, progressive primaire, et secondairement progressive.

La forme récurrente-rémittente se caractérise par une succession de survenues ou
d’aggravations de symptémes (appelées poussées) espacées de récupérations plus ou moins

complétes (figure 10). Une poussée est définie par une apparition de symptémes typiques

25



Introduction

d’un événement démyélinisant, et ayant une durée d’au moins 24h. La fréquence, la durée et
la sévérité des poussées et des récupérations sont imprévisibles. Environ 85 % des patients
débutent leur SEP avec une forme récurrente-rémittente, ce qui en fait la forme la plus

courante.

La forme progressive primaire (aussi appelée forme progressive d’emblée) se
caractérise par une aggravation constante de la maladie, sans récupération (figure 10). Elle
est plus rare puisque seulement 15% des patients débutent leur SEP avec une forme
progressive. Dans cette forme, les patients peuvent aussi étre confrontés a des périodes de
stabilité clinique, pendant lesquelles les symptomes ne s’aggravent pas. Contrairement a la
forme récurrente-rémittente, la forme progressive primaire touche autant les hommes que

les femmes.

La forme secondairement progressive se caractérise par une forme progressive
succédant a une forme récurrente-rémittente. Ainsi, les patients débutent la maladie par une
succession de poussées et de rémissions, puis évoluent progressivement vers une aggravation
clinigue constante (figure 10). On estime qu’environ 80% des SEP récurrentes-rémittentes
évoluent vers une forme secondairement progressive une a deux décennies apreés la pose du

diagnostic (Dendrou, Fugger and Friese, 2015).

Forme récurrente-rémittente Forme progressive primaire Forme secondairement progressive

Invalidité
Invalidite
Invalidite

Temps Temps Temps

Invalidité
Invalidite
Invalidité

Temps Temps Temps

Figure 10 : Hétérogénéité clinique de la SEP. Gauche : formes récurrentes-rémittentes sans (courbe du haut) ou
avec (courbe du bas) accumulation de déficits. Milieu : formes progressive primaire avec une évolution linéaire
(courbe du haut) ou avec des périodes de stabilité (courbe du bas). Droite : Formes secondairement progressives
sans (courbe du haut) ou avec (courbe du bas) poussées résiduelles.
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Cependant, toutes les SEP ne sont pas invalidantes. Certains patients, touchés par des
formes dites « bénignes » n"accumulent pas un handicap suffisant pour étre génés dans leur
vie quotidienne. Les formes bénignes de SEP sont caractérisées par des SEP dont le score EDSS
(pour « Expanded Disability Status Scale ») n’excede pas 3.0 dix ans apres la premiére
manifestation clinique (correspondant a un handicap modéré d’un parameétre fonctionnel
sans probleme de déambulation). La proportion des formes bénignes est comprise entre 5 et
40% selon les études. Cependant, le terme de SEP bénigne est a prendre avec précaution,
étant donné que sa définition s’appuie essentiellement sur des déficits moteurs. Ainsi, il a été
montré que des troubles cognitifs sont présents chez 45% des patients atteints de SEP dite

bénigne et qu’une fatigue anormale était présente chez 49% d’entre eux (Amato et al., 2006).

2.4. Physiopathologie de la SEP

2.4.1. Généralités

La SEP est une maladie auto-immune démyélinisante du SNC, accompagnée dans la
majorité des cas par une infiltration anormale de cellules immunitaires et d’une rupture de
I'intégrité de la BHE. Bien que plus de 100 génes de susceptibilité aient été identifiés comme
jouant un réle dans la maladie (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC)
et al., 2013), l'origine de la SEP reste inconnue. En accord avec |'aspect auto-immun de la
maladie, la majorité de ces genes de susceptibilité sont des génes de I'immunité. Une des
principales caractéristique de la SEP est la présence de zones de démyélinisation (appelées
« plagues » ou « lésions ») dans le cerveau et/ou la moelle épiniére des patients. Ces Iésions
sont caractérisées par une destruction des gaines de myéline et une mort des
oligodendrocytes. Bien que les axones et les neurones soient épargnés au début de la maladie,
ces derniers sont de plus en plus touchés dans les phases tardives, provoquant des déficits
irréversibles. Cette atteinte tardive des neurones est souvent associée a une évolution vers
une forme progressive participant a une atrophie cérébrale accompagnée d’un élargissement

ventriculaire (Dendrou, Fugger and Friese, 2015) (figure 11).
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Figure 11 : Caractéristiques et dysfonctions retrouvées dans la SEP (Dendrou, Fugger and Friese,
2015). Les SEP récurrentes-rémittentes sont caractérisées par des poussées inflammatoires
démyélinisantes alors que les SEP progressives semblent étre principalement neurodégénératives.
Plus la maladie progresse, plus vont s’accumuler les dommages irréversibles associés a une perte
axonale et une atrophie cérébrale. Ce schéma montre que pour étre symptomatiques, les
dommages doivent étre suffisamment importants (notion de seuil clinique). Ainsi, il semblerait qu’il
puisse exister une phase pré-symptomatique contenant un certain nombre de poussées
« silencieuses » (car ne provoquant pas de dysfonction neurologique).

Le passage vers une forme progressive est souvent associé au passage d’une
pathologie inflammatoire avec poussées vers une pathologie essentiellement
neurodégénératif. Cependant, les analyses immunopathologiques montrent qu’une
composante inflammatoire est toujours présente au stade progressif de la maladie, mais de
maniére plus diffuse et provoquant des atteintes disséminées de la myéline et des axones

(Kutzelnigg et al., 2005).
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2.4.2. Les cellules immunitaires impliquées dans la SEP

Des éléments montrent que la SEP est majoritairement une maladie inflammatoire
auto-immune du SNC, comme la nature des genes de prédisposition, la présence d’infiltrats
de cellules immunitaires, ou encore la réponse des patients aux traitements
immunosuppresseurs. Ainsi, il a été mis en évidence que de nombreuses cellules immunitaires
sont impliquées dans la SEP. Parmi ces cellules, on retrouve principalement les lymphocytes T
et B, les macrophages, la microglie, les neutrophiles et les cellules dendritiques. Dans cette
section, seront traités les roles souvent déléteres, mais parfois bénéfiques, joués par ces

cellules dans la SEP.

2.4.2.1. Les Lymphocytes T

Les lymphocytes T (LT) appartiennent au systéme immunitaire adaptatif, répondant de
maniére durable a un antigéne spécifique (a I'opposé du systeme immunitaire inné qui répond
de maniére immédiate et non spécifique a un agent infectieux). Parmi ces lymphocytes, on
trouve les LT CD4+ (appelé LT « auxiliaires » ou « helper ») et les LT CD8+ (ou cytotoxiques).
Les LT CD4+ répondent au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il qui est
exprimé par les CPA et associé a la présentation d’antigenes provenant du milieu
extracellulaire. Les LT CD4+ agissent comme des intermédiaires de I'immunité, c’est-a-dire
gu’ils ne vont pas agir directement sur la cible concernée mais qu’ils vont activer d’autres
cellules immunitaires qui agiront contre la cible porteuse de I'antigéne. A I'inverse, les LT CD8+
ont la capacité de libérer des molécules toxiques qui agissent directement contre leurs cibles.
Les LT CD8+ sont activés par le CMH de classe | qui est exprimé par toutes les cellules nucléées
du corps humain (sauf les cellules germinales) et est associé a la présentation d’antigenes
provenant du milieu intracellulaire. Les LT qui sont détectables dés les phases précoces de la
SEP (Popescu and Lucchinetti, 2012), sont activés contre des peptides de myéline comme la
protéine basique de la myéline (PBM) ou la protéine proteolipidique (PLP) (Hellings et al.,

2001).

Les LT CD4+ impliqués dans la SEP peuvent étre séparés en 3 catégories, les Tul et les
Twl7 considérés comme déléteres et les Treg qui sont considérés comme bénéfiques. Les Tul
dont la signature est la production de la cytokine IFN-y ont longtemps été considérés comme
étant les principaux lymphocytes pathogéniques modulant I'inflammation dans la SEP et ses
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modeles. En effet, le transfert adoptif des Tw1 suffit a induire la maladie (Pierson et al., 2012),
et la déficience en T-bet, un facteur de transcription essentiel a I’expression de IFN-y, confére
une résistance a la maladie (Bettelli et al., 2004). Cependant, une étude plus récente montre
gue les souris déficientes en T-bet n’ont certes pas une inflammation médiée par les Tyl mais
peuvent tout de méme tomber malade via une inflammation médiée seulement par les TH17
(O’Connor et al., 2013). Aujourd’hui, il est admis que les deux types de LT CD4+ sont impliqués
dans la physiopathologie de la SEP, puisque I'expression de leur signature respective (IFN-y
pour les Tyl et IL-17 pour les Ty17) par les lymphocytes circulant augmente chez les patients
atteints de SEP. De facon intéressante, il a été montré que les Tyl S'infiltrent
préférentiellement dans la moelle épiniere de maniere dépendante a I'a4 alors que les Thl7
le font principalement dans le cerveau, de maniére indépendante a I’ a4 (Rothhammer et al.,
2011). Cependant leur role respectif dans les phases précoces et tardives de la maladie est
encore débattu (Frisullo et al., 2008; Dendrou, Fugger and Friese, 2015), d’autant plus qu’un
phénotype intermédiaire exprimant a la fois IFN-y et IL-17 a été identifié dans la SEP et ses
modeles animaux (Kebir et al., 2009). Les Treg sont des LT CD4+ anti-inflammatoires exprimant
CD25 et FoxP3 et produisant de I'lL-10 et du TGF-B. Leur réle physiologique est de tempérer
les réactions inflammatoires afin d’éviter qu’elles ne menacent l'intégrité de I'organisme en
devenant trop importantes ou en perdurant indéfiniment. Pour cela, les Treg ont la capacité
d’inhiber la prolifération et la production de cytokines des autres leucocytes. Ainsi, un
équilibre précis entre les éléments pro- et anti-inflammatoires est nécessaire afin d’avoir un
systéme immunitaire prét a défendre I'organisme contre les agents pathogénes, sans
présenter de risques pour l'organisme en réagissant contre les auto-antigenes (Lowther and
Hafler, 2012). Chez les patients atteints de SEP, cet équilibre est rompu par une perturbation
du bon fonctionnement des Tgrec (Feger et al., 2007; Venken et al., 2008). Ce
dysfonctionnement, qui semble participer a la progression de la SEP, ne semble pas en étre a
I'origine, puisque les personnes atteintes du syndrome IPEX (causé par une mutation de
FoxP3) ne présentent pas de réactions auto-immunes contre le CNS (Ochs et al., 2001;
Dendrou, Fugger and Friese, 2015). En accord avec leur réle protecteur, il a été montré que le
transfert adoptif de Tgreg est bénéfique dans un modeéle animal de SEP (Kohm et al., 2002) et
gue ces derniers s’accumulent dans le CNS lors des phases de récupération chez 'Homme et

I’Animal (Korn et al., 2007; Lowther and Hafler, 2012).
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Les LT CD8+ sont plus nombreux que les LT CD4+ dans les lésions de SEP, et leur
nombre est corrélé au dommage axonal (Frischer et al., 2009). En libérant de la perforine et
des granzimes, les LT CD8+ ont une action cytotoxique sur les cellules cibles : la perforine
perméabilise les membranes, permettant aux granzimes de pénétrer dans les cellules poury
dégrader les protéines et ainsi induire I'apoptose de la cible. Pour reconnaitre et éliminer une
cellule cible, les LT CD8+ interagissent avec le CMH | de cette derniére. Bien que le CMH de
classe | soit normalement associé a la présentation d’antigenes synthétisés par la cellule elle-
méme, il a été montré qu’un antigene extérieur internalisé par une cellule peut ensuite étre
présenté via le CMH . Ainsi, les cellules endothéliales de la BHE ont la capacité de présenter a
leur surface des antigenes du parenchyme cérébral pour que ces derniers soient reconnus par
les LT CD8+ (Galea et al., 2007). Il été montré de facon intéressante que I'expression du CMH
| par les oligodendrocytes et les neurones augmente dans la SEP, et ce en fonction de la
sévérité de la maladie ou de I'activité des lésions (Hoftberger et al., 2004). En accord avec cela,
des contacts étroits entre les axones démyélinisés et les LT CD8+ ont été observés dans les
|ésions de SEP (Neumann et al., 2002), et les LT CD8+ activés contre la protéine basique de la
myéline (PMB) sont capables de lyser les oligodendorcytes in vitro (Jurewicz, Biddison and
Antel, 1998). Bien que principalement connus pour leurs effets cytotoxiques, il est aujourd’hui
suggéré que certains LT CD8+ jouent également un réle régulateur dans la SEP et ses modeéles

animaux en inhibant I'expansion des LT CD4+ (Hu et al., 2004).

Ainsi, les roles des différents lymphocytes sont extrémement variés et complexes. Les
sous-populations de lymphocytes CD4+ et CD8+ peuvent avoir des rOles opposés en
contribuant dans certains cas a I'aggravation de la maladie, ou, dans d’autres, en diminuant
I'inflammation. De plus, la plasticité des lymphocytes participe a cette complexité. En effet, il
a été montré que les lymphocytes peuvent se différencier, et ainsi passer d’un phénotype a
un autre. Les Ty17 peuvent ainsi se différencier en Tyl (Hirota et al., 2011) et les Tgeg ont la
capacité de réduire leur pouvoir immunosuppresseur en sécrétant de I'lFN-y (correspondant
normalement au phénotype Tul) (Dominguez-Villar, Baecher-Allan and Hafler, 2011).
Inversement, les Treg sont capables de se différencier en Ty17 pro-inflammatoires (Komatsu

etal., 2013).
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2.4.2.2. Leslymphocytes B

Les lymphocytes B (LB) sont les cellules immunitaires responsables de la production
d’anticorps (aussi appelés immunoglobulines). Aprés avoir été activés contre un antigéne, les
LB vont se différencier en LB mémoires (permettant une réaction plus rapide en cas d’une
seconde exposition a I'antigéne) ou en plasmocytes capables de produire des anticorps. En se
fixant sur leur antigéne, les anticorps vont permettre aux cellules phagocytaires de
reconnaitre la cible plus aisément. Une des principales preuves d’un rdle joué par les LB dans
la SEP est I'augmentation de la quantité d’immunoglobulines dans le LCR chez plus de 95% des
patients (Freedman et al., 2005). De facon intéressante, il a été montré que les
immunoglobulines rencontrées dans le LCR des patients ont une affinité faible pour la
substance blanche intacte, mais une forte affinité pour la myéline |ésée présente au niveau
des plaques de démyélinisation (von Blidingen et al., 2008). Cependant, ces résultats sont
encore controversés, d’autant plus qu’il a été montré que la majorité de ces
immunoglobulines ne sont pas ciblées contre les candidats soupconnés d’étre les principaux
auto-antigénes rencontrés dans la SEP (Owens et al., 2009). D’autres éléments vont en faveur
d’un réle délétére joué par les LB dans la SEP, comme le fait que le rituximab, un anticorps
monoclonal anti-CD20 permettant la déplétion en LB a montré des effets bénéfiques aussi
bien dans les formes récurrentes-rémittentes (Hauser et al., 2008) que dans les phases
précoces des formes progressives primaires (Hawker et al., 2009). Cependant, cet effet
bénéfique dans la SEP ne passe pas par une réduction de la quantité d’anticorps dans le LCR
des patients. D’autres explications pourraient cependant expliquer les effets bénéfiques de
cette déplétion, puisque les LB peuvent également endosser le role de CPA. En internalisant
les antigenes solubles, les lymphocytes B ont la capacité de présenter des antigenes aux LT via
leur CMH de classe I, et ce aussi efficacement que les cellules spécialisées dans la présentation

d’antigénes (Ashwell et al., 1984; Lankar et al., 1998).

2.4.2.3. Les macrophages et la microglie
Les macrophages sont des cellules immunitaires dont les principales fonctions sont la
phagocytose, et la présentation d’antigéne. Les macrophages circulants sont appelés
monocytes. Au moment de s’infiltrer, les monocytes subissent la derniére étape de leur

différenciation pour devenir des macrophages. Il existe également des macrophages dits
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« péri-vasculaires » résidents au niveau des vaisseaux du parenchyme cérébral, des méninges
et des PC (Goldmann et al., 2016). De plus, il existe une importante quantité de macrophages

résidents au sein du parenchyme cérébral, appelés microglie.

Les macrophages sont présents en grande quantité dans les lésions de SEP (Trebst et
al., 2001) et contribuent a leur développement en libérant des médiateurs toxiques et en
élevant le niveau d’expression des molécules de costimulation (Bogie, Stinissen and Hendriks,
2014). Robin J.M. Franklin et collaborateurs ont montré que les macrophages peuvent
également jouer des roles bénéfiques dans la SEP. Ils ont ainsi montré que les progéniteurs
d’oligodendrocytes expriment des molécules inflammatoires permettant le recrutement des
macrophages au sein de la lésion. La présence de ces macrophages dans la Iésion permet
d’accélérer significativement la remyélinisation. Cet effet bénéfique s’expliquerait en grande
partie par la capacité des macrophages a phagocyter les débris de myéline, libérant ainsi le
« chemin » aux progéniteurs d’oligodendrocytes (OPCs). Les capacités de remyélinisation
diminuent avec le temps chez les patients atteints de SEP. En accord avec cela, il a été montré
gue les macrophages issus de souris jeune phagocytent les débris de myéline plus rapidement
gue les macrophages de souris agées. Cette baisse d’efficacité pourrait s’expliquer par la
baisse d’expression des génes RXR (retinoid-X receptor) par les macrophages au cours du
vieillissement. En présence d’un agoniste RXR, les macrophages issus de souris agées voient
leurs capacités de phagocytose des débris de myéline améliorées. Ces observations ont abouti
a un essai clinique du bexarotene (agoniste RXR) chez les patients atteints de SEP récurrente-
rémittente afin d’évaluer sa capacité a promouvoir la remyélinisation (Kotter et al., 2001;

Setzu et al., 2006; Ruckh et al., 2012; Natrajan et al., 2015).

La microglie joue un réle primordial dans le maintien de ’lhoméostasie cérébrale (Prinz
et al., 2014). 1l a été montré que I'activation microgliale se produit trés tot dans la SEP
(Ponomarev et al., 2005) et que son inhibition aux stades précoces diminue la sévérité de la
maladie (Bhasin, Wu and Tsirka, 2007). En accord avec cela, la microglie activée dans les
Iésions contient des débris de myéline et d’axone, exprime le CMH de classe |l et libére une
importante quantité de molécules pro-inflammatoires et neurotoxiques (Bogie, Stinissen and
Hendriks, 2014). La microglie pourrait ainsi participer a I'auto-immunité contre la myéline et
les axones (Huizinga et al., 2012). Différents stades d’activation de la microglie et des

macrophages ont pu étre identifiés in vitro. En fonction des stimulations, il semblerait que la
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microglie puisse se polariser vers un profil pro-inflammatoire appelé M1 ou vers un profil anti-
inflammatoire appelé M2. Ainsi, la microglie M1 interviendrait aux stades précoces de
I'inflammation en libérant des cytokines pro-inflammatoires et en présentant les antigenes
aux lymphocytes, alors que la microglie M2 interviendrait dans un second temps pour rétablir
I’'homéostasie en libérant des molécules anti-inflammatoires comme I'IL-10 ou le TGF-B
(Murray and Wynn, 2011; Bogie, Stinissen and Hendriks, 2014; Orihuela, McPherson and
Harry, 2016). Cependant, la notion de profil M1 et M2 est de plus en plus contestée, puisqu’il

semblerait que de nombreux profils intermédiaires soient possibles.

2.4.2.4. Les neutrophiles

Les neutrophiles représentent plus de 60% des leucocytes présents dans le sang et sont
généralement les premiéres cellules a étre recrutées sur un site d’inflammation (Kolaczkowska
and Kubes, 2013). Impligqués dans I'immunité innée, les neutrophiles peuvent phagocyter leur
cible et possedent un nombre important de vésicules remplies de molécules pro-
inflammatoires, et sont ainsi capables de libérer trés rapidement une importante quantité de
cytokines au niveau des sites d’inflammation (Borregaard et al., 1990; Kolaczkowska and
Kubes, 2013). La durée de vie des neutrophiles est extrémes courte. Ainsi, des neutrophiles
cultivés in vitro, et injectés in vivo ont une demi-vie plasmatique de 1,5h chez la souris et 8h
chez I'Humain. Cependant, une étude montre qu’en condition naturelle, les neutrophiles
circulants peuvent vivre jusqu’a 12h chez la souris et 5 jours chez 'Humain (Pillay et al., 2010).
Ces résultats sont encore controversés (Tofts et al., 2011), d’autant qu’en cas d’activation leur
longévité semble augmenter. En accord avec une implication des neutrophiles dans la
physiopathologie de la SEP, il a été montré une augmentation du nombre de ces derniers dans
la moelle osseuse et dans le sang dans les phases précoces de la maladie, et que la quantité
de molécules exprimées par les neutrophiles est corrélée au nombre de lésions et a I'invalidité
clinique. De plus, la déplétion en neutrophiles est bénéfique dans les modéles animaux de SEP
(Rumble et al., 2015). Il est a noter que les neutrophiles sont moins nombreux dans la SEP que
dans d’autres maladies auto-immunes comme la neuromyélite optique, mais qu’ils possédent
une capacité d’adhésion vasculaire et de migration accrue, ainsi qu’une synthése augmentée

de dérivés réactifs de I'oxygeéne (Hertwig et al., 2016).
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2.4.2.5. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont des cellules spécialisées dans la présentation d’antigenes
et jouent le réle de messagers entre 'immunité innée et I'immunité adaptative. Ces cellules
sondent constamment I'organisme a la recherche d’agents pathogénes. Elles sont capables de
phagocyter les pathogenes pour ensuite présenter des fragments de ces derniers a leur
surface via le CMH I1. Ces cellules sont capables de retourner dans les nceuds lymphatiques
pour y activer les lymphocytes naifs, et participent ainsi au déploiement de I'immunité
adaptative. La présence de cellules dendritiques au niveau des espaces péri-vasculaires, des
méninges et des PC les place au rang d’acteurs majeurs de la surveillance immunitaire du SNC.
Sans surprise, les cellules dendritiques jouent un role important dans la SEP. Elles sont
retrouvées en grand nombre dans les Iésions et dans le LCR des patients, et ce principalement
dans les phases actives de la maladie (phases précoces et pendant les rechutes) (Longhini et
al., 2011; Nuyts et al., 2013). En accord avec cela, il a été montré dans un modele animal de
SEP que les cellules dendritiques sont capables de présenter de maniere efficace un peptide
de myéline aux lymphocytes T périphériques et ainsi de provoquer une réaction auto-immune
(Dittel et al., 1999). De plus, il a été montré que pour étre autorisés a s’infiltrer dans le SNC,
les lymphocytes doivent étres réactivés par des cellules dendritiques présentes sur place
(Greter et al., 2005). Il semblerait que les cellules dendritiques puissent également jouer un
role anti-inflammatoire dans la SEP en ayant la capacité d’inhiber la prolifération des
lymphocytes T (Suter et al., 2003). Ainsi, de nombreuses stratégies thérapeutiques visant a
cibler les actions pro-inflammatoires des cellules dendritiques sont actuellement examinées

pour I'élaboration de nouveaux traitements contre la SEP (Comabella et al., 2010).
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_

Lymphocyte T CD4+ Tyl et T,,17: sécrétion de cytokines pro- Tres: inhibition de la prolifération des autres lymphocytes
inflammatoires

Lymphocyte T CD8+ Libération de molécules cytotoxiques capables Sous population de LT CD8+ capable d’inhiber I'expansion
d’endommager les gaines de myéline et les des LT CD4+
axones
Lymphocyte B Production d’anticorps
Capacité de présenter des antigénes aux LT
Macrophages/Microglie  Profil M1: libération de médiateurs toxiques Améliore la remyélinisation en éliminant les débits de
Phagocytose de la myéline myéline
Capacité de présenter des antigenes aux LT Profil M2: libération de molécules anti-inflammatoires
Neutrophiles Libération en grande quantité de molécules

pro-inflammatoires

Cellules dendritiques Présentation d’antigénes de myéline aux LT Sous population capable d’inhiber la prolifération des LT

Table 2: Effets délétéres ou bénéfiques des différentes cellules immunitaires impliquées dans la
pathophysiologie de la SEP.

Pour exercer leurs effets sur le SNC, les cellules immunitaires sont capables de
s’infiltrer a travers les vaisseaux du cerveau pour atteindre le parenchyme. Pour cela, elles
interagissent avec les cellules endothéliales en suivant plusieurs étapes qui seront détaillées

si dessous.

2.4.3. Interaction des cellules immunitaires avec la BHE

Dans la SEP, le privilege immunitaire du SNC est rompu. L’altération des barriéres
vasculaires et I'expression de molécules a la surface des cellules endothéliales permettent
I'infiltration de cellules immunitaires dans le parenchyme du SNC. Cette infiltration se fait en
plusieurs étapes étroitement contrélées : (1) la capture et le roulement du leucocyte sur la
paroi vasculaire ; (2) I'activation leucocytaire ; (3) I'arrét et la patrouille du leucocyte ; (4) la
diapédese du leucocyte (Takeshita and Ransohoff, 2012). Chacune de ces étapes est
caractérisée et controlée par I'expression de chimiokines et de molécules d’adhésion

spécifiques (figure 12).
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Figure 12 : L'infiltration leucocytaire a travers la BHE. Cette infiltration peut étre séparée en différentes étapes :
(1) la capture et le roulement (« rolling ») du leucocyte, (2) I'activation par les chimiokines, (3) I'adhésion (arrest)
et la patrouille (crawling) du leucocyte et (4) la diapédése paracellulaire ou trancellulaire (adapté de Ley et al.,
2007).

Le roulement (ou « rolling ») est la premiere étape de contact entre les leucocytes
circulants et les cellules endothéliales. Cette étape fait intervenir I'interaction des sélectines
P et E (respectivement CD62P et CD62E) exprimées par les cellules endothéliales avec leur
ligand leucocytaire appelé PSGL1 (pour P-selectin glycoprotein ligand-1 ou CD162)
(Sathiyanadan et al., 2014). Cette interaction de faible affinité permet aux leucocytes de rouler
sur la paroi vasculaire afin de ralentir progressivement en luttant contre le flux sanguin. De
facon surprenante, il a été montré que le roulement des leucocytes ne semble pas nécessaire
a leur infiltration. En effet, le blocage ou I'absence d’expression de la P-sélectine bloque le
roulement mais n’empéche pas l'infiltration des leucocytes et ne modifie pas I'apparition et
I’évolution de la maladie dans les modeles animaux de SEP (Kerfoot et al., 2006; Takeshita and
Ransohoff, 2012; Sathiyanadan et al., 2014). De maniére intéressante, il a été montré que le
roulement des leucocytes se produit dés 48h avant les premiers symptémes, et que
I'expression de la P-sélectine dans le cerveau et la moelle épiniere augmente avant
I'apparition des premiers déficits pour ensuite diminuer dans les phases tardives de la maladie

(Kerfoot and Kubes, 2002).
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L’activation des leucocytes, qui fait suite a leur roulement sur I'endothélium
vasculaire, est rendu possible grace a I|’expression de chimiokines par les cellules
endothéliales. Par exemple, les cellules endothéliales de la BHE expriment CXCL12 qui active
les leucocytes via le récepteur CXCR4 (CD184) (Takeshita and Ransohoff, 2012). En accord avec
cela, il a été montré dans la SEP que I'expression pathologique de CXCL12 par la BHE était
corrélée a la sévérité de la maladie (McCandless et al., 2008). Cette activation induit un
changement de conformation des intégrines exprimées par les leucocytes, leur permettant

d’interagir avec une meilleure affinité a I'endothélium vasculaire (Laudanna et al., 2002).

L’adhésion (ou arrét) des leukocytes sur la paroi vasculaire est possible grace a
I'interaction d’intégrines leucocytaires avec les molécules d’adhésions exprimées par les
cellules endothéliales. Parmi ces intégrines, on retrouve principalement VLA-4 (pour « Very
Late Antigen-4, composée du CD49d et du CD29) et LFA-1 (pour « Lymphocyte Function-
associated Antigen 1 », composée du CD18 et du CD11a) qui reconnaissent respectivement
VCAM-1 (pour « Vascular Cell Adhesion Molecule 1 », CD106) et ICAM-1 (pour « InterCellular
Adhesion Molecule-1, CD54). En plus de permettre I'arrét des leucocytes, I'interaction VLA-
4/VCAM-1 et LFA-1/ICAM-1 génére des cascades de signalisation au niveau des leucocytes et
des cellules endothéliales, qui sont nécessaires a l'infiltration. Contrairement au roulement,
I’'adhésion semble cruciale pour l'infiltration, comme le montre cette étude selon laquelle un
anticorps dirigé contre VLA-4 prévient |'apparition de la maladie dans un modéle de SEP
(Yednock et al., 1992). Cette découverte donnera lieu a I’élaboration d’un traitement contre
les formes récurrentes-rémittentes de la SEP : le Natalizumab® (Polman et al., 2006). Une fois
arrétés, les leucocytes vont pouvoir patrouiller sur I'endothélium (le plus souvent dans une
direction contraire au flux sanguin) grace a I'intégrine Mac-1 (pour « Macrophage integrin-1 »,
composée du CD18 et du CD11b) afin de scanner la lumiére des vaisseaux et ainsi se placer
sur le site optimal pour l'infiltration (Schenkel, Mamdouh and Muller, 2004; Phillipson et al.,
2006; Steiner et al., 2010). De plus, il a été montré que les cellules endothéliales sont ainsi
capables de diriger les leucocytes patrouillant vers le site d’inflammation grace a un gradient

de chimiokines (Massena et al., 2010).

La diapédése des leucocytes peut se faire de maniére soit transcellulaire, soit
paracellulaire. Pour pénétrer dans le parenchyme du SNC, les leucocytes doivent franchir les

cellules endothéliales, mais également la ou les lame(s) basale(s). Il est estimé que traverser
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les cellules endothéliales prend environ 2 a 5 minutes aux leucocytes, tandis que traverser la
lame basale est plus long, et dure 5 a 15 minutes (Ley et al., 2007). La diapédése paracellulaire
des leucocytes semble étre dépendante des concentrations intracellulaires de Ca®* des cellules
endothéliales. Une augmentation de la concentration de Ca?* dans les cellules endothéliales
entrainerait I'ouverture des contacts entre ces cellules en provoquant leur contraction (Huang
et al., 1993; Ley et al., 2007). Un gradient d’expression membranaire de PECAM-1 (pour
« Platelet/Endothelial-Cell Adhesion Molecule-1 », CD31), qui est fortement exprimée au
niveau des jonctions intercellulaires et faiblement au niveau de la surface apicale, entrainerait
la mobilisation des leucocytes au niveau des jonctions endothéliales pour permettre la
diapédese paracellulaire (Muller, 2003). Les leucocytes peuvent également réaliser leur
diapédése de maniere transcellulaire en transpercant les cellules endothéliales (Feng et al.,
1998), bien que ce phénoméne ne semble concerner que 5 a 20% des diapédeéses
leucocytaires. Pour cela, les lymphocytes utilisent des podosomes (microdomaines
d’adhérence formés au niveau de la membrane, possédant un coeur d’actine encerclé de
protéines structurales, de signalisation, et de métalloprotéases) afin de « palper » la surface
des cellules endothéliales, et former des pores a travers I'endothélium. La formation des
podosomes pour la diapédése transcellulaire des lymphocytes semble nécessaire puisque son

blocage stoppe ce phénoméne (Carman et al., 2007).

Bien que l'interaction des leucocytes avec certaines molécules d’adhésion comme
VCAM-1 ou ICAM-1 active les cellules endothéliales pour permettre I'ouverture de la BHE,
I'interaction avec d’autres molécules d’adhésion, comme ALCAM (pour « Activated Leukocyte
Cell Adhesion Molecule » ou CD166) aurait I'effet inverse et permettrait un rétrocontréle en
favorisant le maintien de l'intégrité de la BHE. En effet, ALCAM est indirectement lié aux

molécules d’adhésions de la BHE, et favorise leur stabilité (Lécuyer et al., 2017).

Ainsi, les interactions des cellules immunitaires avec I'’endothélium vasculaire des
Iésions actives sont plutot bien décrites. Cependant des zones d’ombre persistent sur les
évenements précoces qui provoquent la rupture du privilege immun du SNC dans la SEP. Une
composante intestinale et une implication des PC dans ces événements précoces sont

fréquemment évoqués.
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2.4.4. L’hypothese de I'implication des plexus choroides dans la SEP

Le privilege immun est une adaptation biologique consistant a protéger certains
organes vitaux du systéme immunitaire, afin d’éviter qu’ils ne soient lésés en cas
d’inflammation. Le SNC a longtemps été considéré comme possédant ce privilege
immunitaire, grace a la présence de la BHE qui l'isole du reste de I'organisme. Cependant,
plusieurs éléments viennent modérer cette idée, et laissent penser que le SNC serait soumis
a une surveillance immune via les PC. En effet, les LCR de patients sains contiennent environ
1000 a 3000 lymphocytes par millilitre (avec un ratio d’environ 3,5 LT CD4+ pour 1 LT CD8+).
L'analyse de tissus de patients n’ayant aucune pathologie cérébrale avérée montre également
la présence de ces lymphocytes au niveau du stroma des PC. Les molécules d’adhésion P- et
E-sélectine sont également retrouvées au niveau des vaisseaux des PC (Kivisakk et al., 2003).
De plus, des cellules pouvant jouer le role de CPA sont également présentes. Parmi ces
cellules, on retrouve des macrophages et des cellules dendritiques dans le stroma, ainsi que
les cellules de Kolmer sur la paroi des PC (baignant ainsi dans le LCR) (Ransohoff and
Engelhardt, 2012). De plus, des peptides de myéline sont retrouvés dans le LCR de patients
sains (2 a 6ng par ml), et leur quantité est augmentée dans la SEP (Biber et al., 1981; Warren,
Catz and McPherson, 1983). En effet, les oligodendrocytes ne sont pas capables de recycler
leur membrane, et sécretent ainsi des vésicules membranaires riches en peptides de myéline.
Ces vésicules sont en grande partie captées et dégradées par la microglie. En cas
d’inflammation, la captation de ces vésicules par la microglie est inhibée, provoquant ainsi le
transport de ces vésicules vers le LCR. Pour ces raisons, une augmentation de la concentration
de peptides de myéline dans le LCR peut étre observée avant tout phénomeéne de
démyéliniation (Fitzner et al., 2011). Ainsi, les CPA présentes dans le stroma et sur la surface

des PC sont en contact constant avec les peptides de myéline présents dans le LCR.

Ces données ont conduit au développement de I'hypothese d’une implication des PC
lors de I'inflammation du SNC dans la SEP et ses modeles. Les PC étant un lieu de surveillance
immunitaire de routine, une premiére vague de LT mémoire issue de I'immunité adaptative
s’infiltrerait au niveau des PC. Ces LT pourraient étre réactivés par les CPA présentes au niveau
des PC (CPA qui sont en contact avec les peptides de myéline présents dans le LCR). Leur

réactivation conduirait a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires permettant I’activation
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vasculaire des vaisseaux méningés, et a l'infiltration d’une seconde vague plus agressive,

dirigée contre les gaines de myéline (figure 13) (Ransohoff and Engelhardt, 2012).
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Figure 13 : Hypothése de I'implication des plexus choroides dans la réaction auto-immune rencontrée dans la
SEP et ses modeéles : L'immunité adaptative conduit a l'infiltration a travers les PC d’une premiere vague de LT
mémoire qui sont réactivé par les CPA. Leur réactivation conduit a I'expression de molécules pro-inflammatoires,
entrainant |'activation des cellules endothéliales des vaisseaux méningés environnants. L’expression de
molécules d’adhésion par les cellules endothéliales et la rupture de la BHE permet l'infiltration d’une seconde
vague agressive dirigée contre les gaines de myéline (adapté de Ransohoff and Engelhardt, 2012).

Dans ce sens, il a été montré qu’une infiltration précoce de LTy17 a travers les PC est
présente dans un modele de SEP (Reboldi et al., 2009) et que le nombre de lymphocytes
augmente au niveau des méninges et de I'espace sous-arachnoidien avant que ce ne soit le

cas dans le parenchyme (Kivisdkk et al., 2009).
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Bien que cette hypothese explique le cheminement de l'infiltration des différentes
vagues de cellules immunitaires dans le SNC lors de la SEP, elle n’explique pas pourquoi il y a
chez les patients, des lymphocytes mémoire activés en périphérie contre des peptides de
myéline. Lessor des travaux sur I'axe intestin-cerveau a conduit a de nouvelles hypotheses
plagant le systéme immunitaire intestinal comme pouvant étre a I'origine de la déclaration

d’une SEP.

2.4.5. L’hypothése de I'axe intestin-cerveau

Plusieurs éléments vont dans le sens de liens étroits entre I'intestin et le SNC, et ont
donné naissance au principe d’axe intestin-cerveau (Rhee, Pothoulakis and Mayer, 2009). Une
augmentation du nombre de lésions dans la substance blanche a été observée chez les
patients atteints de pathologies intestinales, comme la maladie de Crohn ou la colite ulcéreuse
(Geissler et al., 1995). Dans ce sens, un nombre plus important de SEP et de névrite optique
est observé chez les patients atteints de maladies inflammatoires de I'intestin (Gupta, Gelfand
and Lewis, 2005). Inversement, les patients atteints de SEP sont plus susceptibles de
développer une pathologie auto-immune de l'intestin (Langer-Gould et al., 2010). Bien que les
corrélations entre les pathologies inflammatoires de l'intestin et du cerveau puissent étre
dues a des genes de susceptibilité communs, elles peuvent aussi s’expliquer par les similitudes
de la composition et de I'architecture cellulaire entre la barriere intestinale (Bl) et des
barrieres sanguines du SNC, mais également par l'action du microbiote intestinal sur

I'inflammation.

2.4.5.1. Similitudes entre la barriére intestinale et la BHE
Les tissus intestinaux sont innervés par un important réseau nerveux, connu sous le
nom de systéme nerveux entérique (Schemann and Neunlist, 2004). Parfois appelé
« deuxiéme cerveau », le systéme nerveux entérique est présent dans la muqueuse intestinale
et posseéde un nombre important de neurones, mais également de cellules gliales trés proches
des astrocytes, qui contrélent I’activité neuronale (Savidge, Sofroniew and Neunlist, 2007), et
I'intégrité de la barriére intestinale (Savidge et al., 2007). A 'image de la BHE et de la barriére

sang-LCR, la Bl possede une monocouche de cellules épithéliales polarisées reliées entre elles
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par des jonctions serrées (figure 14). Cette derniere a la capacité de laisser passer les
nutriments tout en bloquant I'entrée des agents pathogenes (Groschwitz and Hogan, 2009).
Comme c’est le cas pour la BHE, la Bl est altérée dans certaines conditions pathologiques,
comme la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn (Antoni et al., 2014). Cette altération

provoque l|'entrée dans |‘organisme d’agents pathogene et de peptides bactériens

accompagnée d’une importante inflammation. Ainsi, la Bl partage de nombreuses

caractéristiques physiologiques et pathologiques avec la BHE et la barriére sang-LCR (Figure
14).
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Figure 14 : Similitudes physiologiques et pathologiques de la barriére intestinale et de la barriere hémato-
encéphalique. Les deux barriéres sont caractérisées par une monocouche de cellules polarisées et reliées entre
elles par des jonctions serrées. Que ce soit pour la Bl ou la BHE, ce phénotype de barriere est controlé par des
cellules gliales. En condition pathologique, une altération de ces barriéeres provoque une réaction inflammatoire
et le passage incontrolé de molécules et de cellules toxiques (Savidge, Sofroniew and Neunlist, 2007).

Les vaisseaux sanguins de |'intestin expriment également des molécules d’adhésion
pour permettre la diapédése des cellules immunitaires et ainsi soumettre I'intestin a une
surveillance immunitaire, au méme titre que les autres organes périphériques. MAdCAM-1

(pour « Mucosal vascular Addressin Cell Adhesion Molecule 1 ») est une molécule d’adhésion

43



Introduction

exprimée par les vaisseaux de I'intestin, mais pas par ceux du cerveau. MAdCAM-1 interagit
avec l'intégrine LPAM (pour « Lymphocyte Peyer patch adhesion molecule » composée des
sous unités aa et B7), qui a la particularité d’avoir la sous unité os en commun avec VLA-4 (von
Andrian and Engelhardt, 2003). Ainsi, le Natalizumab® (anticorps monoclonal dirigé contre a4)
qui est utilisé dans le traitement de la SEP, a également montré des effets bénéfiques dans les

pathologies inflammatoires de I'intestin, comme la maladie de Crohn (Ghosh et al., 2003).

2.4.5.2. Mimétisme moléculaire

L’hypothése d’'un mimétisme moléculaire di a une homologie entre un peptide viral et
un auto-antigéne du SNC comme facteur déclenchant dans la SEP est envisagée depuis
plusieurs années (Fujinami and Oldstone, 1985; Jahnke, Fischer and Alvord, 1985). La
probabilité de trouver un peptide extérieur identique a un auto-antigene donné est de 20"
(20 fait référence au nombre d’acide-aminés possibles et n au nombre d’acide-aminés
composant le peptide recherché). Ainsi, cette probabilité est presque nulle. Cependant, elle
est en réalité fortement réduite car certains acide-aminés sont plus souvent rencontrés,
comme la leucine et la glycine, et il n’est pas nécessaire d’avoir une homologie parfaite pour
gue deux peptides soit confondus (car les différents acides-aminés contribuent différemment

a 'immunogeénicité globale du peptide) (Westall, 2006).

Le microbiote intestinal, ensemble de micro-organismes résidant dans le tube digestif,
est aujourd’hui connu pour jouer un réle dans les fonctions digestive, immunologique et
neurologique. On estime qu’il existe entre 400 et 1000 especes différentes de bactéries
résidant dans I'intestin, correspondant a environ 10*'-10'2 micro-organismes par gramme de
tube digestif (soit presque 2 a 10 fois plus que le nombre de cellules du corps humain) (Rhee,
Pothoulakis and Mayer, 2009; Antoni et al., 2014). De maniére intéressante, il semblerait que
des peptides exprimés par ce microbiote puissent présenter un mimétisme moléculaire avec
des peptides immunogenes liés a la SEP (Westall, 2006). De plus, il a été montré qu’une
altération de la Bl se produit dans un modele animal de SEP progressive (Nouri et al., 2014).
Ainsi, une altération de la Bl pouvant engendrer le passage d’un peptide bactérien présentant
un mimétisme avec un anto-antigene du SNC, peut-étre envisagée comme une possible cause
du développement d’'une SEP. En accord avec cette hypotheése, il a été montré que les animaux
dépourvus de microbiote intestinal ne peuvent développer de réaction auto-immune contre
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un peptide de myéline (Berer et al., 2011), ou présentent une pathologie moins sévere (Lee et

al., 2011).

Ainsi, la démonstration de I'implication de l'intestin dans la physiopathologie de la SEP
s'avere intéressante dans [|’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques et

diagnostiques.

2.5. Diagnostic de la SEP

La premiére poussée est appelée syndrome cliniguement isolé (SCl) et peut étre mono- ou
poly-symptomatique. Aujourd’hui la démarche diagnostique face a un malade présentant un
SCl et suspecté d’étre atteint d’'une SEP consiste en la recherche d’une dissémination spatiale
et temporelle des Iésions détectées lors des différents examens. Depuis 2001, I'IRM occupe
une place majeure dans le diagnostic de la SEP (McDonald et al., 2001). Pour cela les
neurologues ont a leur disposition différentes séquences IRM permettant de voir des |ésions
de la substance blanche sous forme d’hypersignaux T2 ou FLAIR (pour « Fluid-attenuated
inversion recovery ») ou d’hyposignaux T1. Les lésions sont considérées comme récentes
(moins de 3 semaines) lorsqu’elles sont associées a une ouverture de la BHE, objectivée par

une prise de contraste (hypersignal) en T1 apres l'injection de gadolinium (figure 15).

Figure 15: IRM du cerveau
d’un patient atteint de SEP.
(A) Image axiale, FLAIR.
Plusieurs lésions rondes et
ovoides sont visibles en
hypersignal. (B) Séquence
pondérée en T1 apres
injection de  gadolinium.
Cette derniere montre la
prise de contraste de Ia
plupart des lésions, exceptée
pour l'une d’entre elle
(fleche) correspondant
certainement a une ancienne
|ésion (Filippi et al., 2012).

Les critéres de McDonald révisés en 2010 autorisent le diagnostic de la SEP en un seul

examen IRM, afin d’accélérer le diagnostic sans perdre en sensibilité et en spécificité (Polman
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et al.,, 2011). Ainsi, pour diagnostiquer la SEP dés la premiere poussée grace a I'IRM, il est
nécessaire de voir des Iésions situées a des endroits différents (dissémination spatiale) mais
également d’ages différents (objectivé par la prise de contraste de certaines d’entre elles). Si
ces conditions ne sont pas réunies (ce qui est fréquent lors de la premiere poussée), il faudra
attendre une seconde poussée pour pouvoir diagnostiquer de facon certaine une SEP. Pour

ces raisons, le diagnostic de la SEP peut parfois prendre plusieurs années.

Les lésions de I'encéphale touchent fréquemment le nerf optique, mais sont également
souvent péri-ventriculaires, juxta-corticales et infratentorielle. Elles sont fréquemment de
forme ronde ou ovoidale et perpendiculaire au corps calleux. Le rehaussement des Iésions
apres injection de gadolinium se présente sous forme d’anneaux plus ou moins complets. Des
|ésions de la moelle épiniére sont retrouvées chez plus de 80% des patients (Bot et al., 2004),

dont prés d’un tiers sont asymptomatiques (O’Riordan et al., 1998) (figure 16).

Figure 16 : IRM sagittale pondérée en T2 de la moelle
épiniére cervicale d’'un patient atteint de SEP. L'examen
IRM du patient révele 3 lésions visible en hypersignal et
localisées entre C1 et C6 (Salinas-Gonzélez et al., 2016).

Les lésions de la moelle épiniére sont rarement rehaussées en T1 aprés injection de
gadolinium, et peinent ainsi a objectiver une dissémination temporelle des |ésions. Bien que
le suivi des lésions de la moelle épiniére ne soit pas recommandé pour objectiver la
dissémination spatiale et temporelle (Rovia A et al., 2015), il permet un diagnostic différentiel
avec d’autres pathologies présentant des symptomes d’une affection de la moelle épiniere.
Par exemple, la neuromyélite optique (ou maladie de Devic) présente des lésions de la moelle
épiniere, mais ces dernieres sont plus étendues (>3 segments vertébraux) que celles
rencontrées dans la SEP (<3 segments).
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La réalisation d’une ponction lombaire et I'’étude du LCR peuvent également étre utilisées
lors du diagnostic d’une SEP afin de confirmer la présence d’une inflammation du SNC en
écartant une piste infectieuse. La présence de bandes oligoclonales permet de mettre en
évidence une production intrathécale anormale d’immunoglobulines. Bien qu’elle soit de
moins en moins réalisée dans les formes récurrentes-rémittentes, cette technique I’est encore
fréquemment pour les formes progressives primaires qui sont plus difficiles a diagnostiquer

avec I'IRM seule.

En résumé, bien que I'IRM ait révolutionné le diagnostic de la SEP, elle possede encore de
nombreuses limitations, pouvant engendrer dans certains cas une errance diagnostique de
plusieurs années. Cependant, la recherche préclinique, qui utilise des modeéles animaux
mimant la SEP humaine, a permis de mieux comprendre sa physiopathologie et a conduit a

I’élaboration de nouvelles modalités d’IRM prometteuses dans I'amélioration du diagnostic.

3. Les outils utilisés dans I’étude de la SEP en recherche préclinique

3.1. Les modeéles animaux

3.1.1. Utilité des modeles animaux

La SEP est une maladie confuse dans laquelle interagissent deux systemes biologiques des
plus complexes que sont le SNC et le systéeme immunitaire. Bien que I'utilisation de modeles
in vitro soit importante dans I'étude de mécanismes précis, |'utilisation de modeles in vivo
permet d’appréhender la pathologie dans sa globalité grace a l'utilisation d’un organisme
complet. Les modéles animaux ont déja permis I'élaboration de traitements utilisés en
clinique dans la SEP. Sont aujourd’hui majoritairement utilisés : des modeles viraux, des
modeles génétiques, des modeles toxiques et des modeles induits par immunisation. Les
principes, les points forts et les points faibles de ces différents modeles seront présentés ci-

dessous.
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3.1.2. Modeles murins

3.1.2.1. Modeles viraux

Une grande variété de virus a ARN peut causer une démyélinisation du SNC, comme le
virus de Theiler, le virus de la forét de Semliki et le virus de I'hépatite murine. Le virus de
Theiler, qui est le plus utilisé d’entre eux, est un petit virus de 8100 nucléotides, décrit pour la
premiere fois par Theiler en 1937 (Theiler, 1937). Une fois injecté dans le cerveau d’une
souche de souris génétiquement susceptible comme la SJL, le virus induit deux phases
pathologiques distinctes : la premiére, qui commence 3 a 12 jours apres l'injection, consiste
en la réplication du virus et touche principalement les neurones, alors que la seconde phase,
arrivant environ un mois apres, est caractérisée par des phénomenes de démyélinisation et
de remyélinisation accompagnés de dommages axonaux (McGavern et al., 2000; Pachner,
2011). Lors de cette phase tardive de démyélinisation chronique, a lieu une infiltration de
cellules immunitaires dans le SNC. Parmi ces cellules, sont majoritairement retrouvés des LT

CD4+ et CD8+, des macrophages, et quelques LB.

Cependant, ces modeéles different de la SEP dans la mesure ou l'infection par le virus
persiste aprées l'injection. Bien que I'apparition d’une SEP suite a la contamination par un virus
est envisagée chez 'Homme, la persistance de linfection virale dans le SNC n’est pas

démontrée (Ransohoff, 2012).

3.1.2.2. Les modeéles génétiques

L’essor du génie génétique a permis I’élaboration d’animaux génétiquement modifiés
présentant des anomalies de structure de la myéline et des phénomenes de démyélinisation
et de remyélinisation. Par exemple, l'utilisation d’un promoteur spécifigue permet
I’expression du récepteur de la toxine diphtérique par un type cellulaire particulier et
I'injection de la toxine diphtérique permet I’ablation du type cellulaire ciblé (Saito et al., 2001).
Ainsi, l'injection de toxine diphtérique chez des souris exprimant spécifiquement le récepteur
dans les oligodendrocytes conduit a une démyélinisation dans le SNC. Cette démyélinisation
entraine une ataxie et des tremblements dus a une conduction axonale altérée dans la moelle
épiniere. De maniére intéressante, les animaux récupérent aprés quelques jours grace a une

remyélinisation spontanée (Traka et al., 2010).
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Les modeéles génétiques encore récents sont peu utilisés. Une meilleure caractérisation
de ces modeles est nécessaire pour évaluer tout leur potentiel. Par exemple, il serait trés
intéressant de savoir si 'apoptose induite des oligodendrocytes suffit a créer une réaction

immunitaire dirigée contre des auto-antigénes de myéline (Ransohoff, 2012).

3.1.2.3. Modéles de démyélinisation par des agents chimiques

Deux modeles de démyélinisation induits par un agent chimique sont majoritairement
utilisés. Le premier consiste en I'administration orale de cuprizone, entrainant une mort des
oligodendrocytes et une démyélinisation spécifique du SNC chez les souris de souches
susceptibles, comme les C57BL/6. Le mécanisme d’action de la cuprizone est mal connu, mais
il semblerait qu’il provoque une perturbation du bon fonctionnement des mitochondries des
oligodendrocytes, sans toucher celles des autres cellules du SNC. La sensibilité accrue des
oligodendrocytes a la cuprizone peut s’expliquer par le fait qu’ils ne possédent pas de réserves
de glycogene et ont un besoin énergétique tres élevé pour le maintien de la myéline. La mort
des oligodendrocytes est observée 3 semaines apres le début du traitement a la cuprizone. De
maniere intéressante, toutes les régions ne sont pas touchées de la méme fagon. Alors que le
corps calleux y est tres sensible, les gaines de myéline présentes sur le nerf optique et dans la
moelle épiniere sont épargnées. L’arrét du traitement a la cuprizone provoque une

remyélinisation spontanée des fibres nerveuses (Matsushima and Morell, 2006) (figure 17).
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Figure 17 : L’observation de la structure de la myéline au microscope électronique montre la
démyélinisation et la remyélinisation des axones dans le corps calleux des souris traitée a la cuprizone.
(A) Souris normale non traitée. La myéline entourant les axones est visible en noir. (B) Démyélinisation
compléete chez une souris traitée a la cuprizone. (C) Remyélinisation aprés arrét du traitement. Barre
d’échelle=1,2um. (Matsushima and Morell, 2006)
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De facon intéressante, il a été montré dans ce modeéle que les phénomenes de
démyélinisation et de remyélinisation se chevauchent. Ces deux phénomeénes n’interviennent
pas I'un aprés I'autre, le recrutement et la prolifération des progéniteurs d’oligodendrocytes

commencant pendant la démyélinisation (Stidworthy et al., 2006).

Bien que ce modele soit utile pour étudier spécifiquement les phénomeénes de
démyélinisation et de remyélinisation, ce dernier présente des différences avec la SEP
rencontrée chez les patients, comme |'absence de réaction auto-immune et d’ouverture de la
BHE (McMahon, Suzuki and Matsushima, 2002). Ainsi, ce modeéle n’est pas préconisé dans

I’étude de I'infiltration de cellules immunitaires.

Le second modele de démyélinisation chimique majoritairement utilisé dans la
littérature scientifique consiste en l'injection de lysolécithine (ou moins fréquemment de
bromure d'éthidium) dans une région de la substance blanche. Les injections de lysolécithine
dans la moelle épiniére de souris sont possibles (Hall, 1972; Ousman and David, 2000), bien
que les injections dans le corps calleux soient plus souvent utilisées (Deloire-Grassin et al.,
2000; Ransohoff, 2012; Leonetti et al., 2017). Dans ce modéle, et comme pour le modele
curpizone, une remyélinisation spontanée suit la démyélinisation. Cependant, le point fort de
ce modele et la prévisibilité spatiale et temporelle de la démyélinisation et de remyélinisation.
De plus contrairement au modele cuprizone, ou lI'importance de la démyélinisation va
déprendre de la quantité ingérée (qui varie en fonction des souris), le modeéle lysolécithine
présente une taille de lésion trés reproductible car dépendante de la quantité injectée par
I’expérimentateur. Cependant, ce modeéle possede comme principal point faible le fait que la
lysolécithine est un détergeant non spécifique, pouvant induire des dommages a toutes les

cellules présentes dans le site d’injection.

Une meilleure compréhension des processus de démyélinisation et de remyélinisation
est un challenge important dans le traitement des SEP, principalement pour les formes
progressives primaires, qui sont moins concernées par les phénomenes d’inflammation. Les
modeles de démyélinisation induits par des molécules chimiques sont ainsi particulierement

préconisés dans I'étude de ces phénomeénes.
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3.1.2.4. Modeles auto-immuns

Les modeles auto-immuns de SEP sont regroupés sous le nom d’encéphalite auto-
immune expérimentale (ou encéphalite allergique expérimentale, EAE). L'EAE est le modéle
de SEP le plus utilisé dans la littérature scientifique. Elle a été découverte il y a 90 ans, en
constatant que certaines personnes développaient des encéphalites aprés avoir été vaccinées
contre la rage. En effet, les vaccins contre la rage ont longtemps été préparés a partir de tissus
nerveux. En 1925, cette encéphalite post-vaccinale a été imitée chez I’animal par Koritschoner
et Scweinburg, en injectant des débris de moelle épiniere humaine chez des lapins (Pachner,
2011). Au fil des années, les similitudes entre ce modéle d’encéphalite, aujourd’hui appelé
EAE et la SEP humaine I'ont placé au rang de modele le plus utilisé dans la recherche sur la
SEP. Par la suite, les broyats de myéline ont été remplacés par des peptides immunogenes,
injectés dans des souches de souris génétiquement susceptibles. Les peptides issus de la PBM
ont été les premiers a étre utilisés, suivis par la PLP et la glycoprotéine oligodendrogliale de la

myéline (MOG) (Ransohoff, 2012).

Aujourd’hui, I'EAE la plus utilisée consiste en l'injection d’un mélange de peptide
MOGs3s.ss et d’adjuvant complet de Freund (ACF) sur des souris C57BL/6 males. Dix a douze
jours aprés l'injection, les souris développent une paralysie de l'arriére-train s’aggravant
progressivement, sans récupération compléte. Ainsi, ce modéle mime la forme primaire
progressive de la SEP. En fonction du peptide et de la souche utilisés, les souris vont
développer des formes différentes d’EAE. L'injection de PLP139.151 sur des souris SJL/J femelles
provoque des poussées d’aggravations cliniques espacées par des récupérations de plusieurs
jours, mimant ainsi la forme récurrente-rémittente rencontrée chez 'Homme (McRae et al.,

1992).

Il est également possible d’induire une EAE dite « passive » sur une souris naive par le
transfert adoptif de lymphocytes T prélevés dans les ganglions lymphatiques d’une souris
ayant subi une EAE active (PATERSON, 1960). Le principal avantage de cette technique est de
pouvoir marquer les cellules avant leur transfert, afin de pouvoir suivre leur cheminement
dans la souris receveuse (Stromnes and Goverman, 2006). De plus, grace a I'EAE passive, il est
possible de traiter les cellules in vitro avec un agent thérapeutique avant leur injection dans
les souris receveuses, afin d’évaluer 'effet de cette molécule sur la capacité des lymphocytes

a induire la maladie.
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Un des inconvénients majeur de I'EAE classique, est que l'auto-immunité est
provoquée par une immunisation, incluant de puissants adjuvants. Ainsi, ce modele ne permet
pas d’étudier les éléments déclencheurs de I'apparition d’une SEP. L'utilisation de I'EAE
spontanée chez des souris transgéniques exprimant un TCR (récepteur des cellules T)
spécifique de la myéline permet cependant de pallier ce probléme (Goverman et al., 1993).
Chez ces animaux, I'EAE se développe spontanément, sans avoir recours a une immunisation

ou au transfert de lymphocytes activés.

Dans I'EAE, les zones d’infiltration et de démyélinisation dans I'EAE peuvent se
développer a n’'importe quel endroit du SNC et leur survenue est imprévisible. Ainsi, bien que
I'utilisation de ce modele soit essentielle dans I'étude de l'inflammation, elle est moins
préconisée dans I'étude des phénomeénes de démyélinisation et de remyélinisation. Malgré
cela, la physiopathologie de I'EAE étant trés proche de celle de la SEP, ce modéle a permis
d’améliorer considérablement nos connaissances sur cette maladie. Un des traitements
majeur de la SEP, le natalizumab (tysabri), a été développé a par partir des recherches sur
I’'EAE (Yednock et al., 1992).

Modéles viraux Démyélinisation chronique Contraignant (manipulation du virus)
Persistance de I'infection virale

Modeles génétiques Atteintes spécifiques des oligodendrocytes Non adapté a I'‘étude de la BHE et de l'infiltration
Remyélinisation spontanée

Cuprizone Facilité d’utilisation (administration orale) Non adapté a I'étude de la BHE et de l'infiltration
Démyélinisation suivie d’'une remyélinisation spontanée Variabilité entre les animaux
Lysolécithine Démyélinisation suivie d’une remyélinisation spontanée Lysolécithine non spécifique des oligodendrocytes
Prévisibilité spatiale et temporelle de la démyélinisation Nécessite une lourde chirurgie (craniotomie)
Grande reproductibilité Non adapté a I'étude de la BHE et de l'infiltration
EAE Proche de la pathologie humaine Nécessite une immunisation avec de puissants
Particulierement adaptée a I'étude de la BHE et de l'infiltration adjuvants

Imprévisibilité spatiale et temporelle des Iésions

Table 3 : Avantage et inconvénients des différents modeéles murins utilisés dans I’étude de SEP.

3.1.3. Autres espéces
Bien que les modeles murins soient plus couramment utilisés dans la recherche sur la SEP,
d’autres espéces peuvent étre utilisées dans certains cas précis. Ainsi, le recours a des
primates non-humains peut-étre intéressant grace a leur proximité génétique avec 'Homme.
Il est donc possible d’induire une EAE sur des macaques ou des marmousets afin d’évaluer

avec plus de fiabilité I'efficacité thérapeutique ou l'innocuité d’un traitement destiné a

52



Introduction

I'Homme (Raine et al., 1999). Il est également possible d’induire de la démyélinisation chez le
macaque grace a l'injection de lysolécithine dans le nerf optique ou dans la moelle épiniére
(Lachapelle et al., 2006). Cependant, les colts, les infrastructures nécessaires et les aspects
éthiques rendent I’expérimentation sur les primates bien plus contraignante que celle sur les

souris et ne permet ainsi pas de réaliser un criblage de molécules thérapeutiques.

L'utilisation de petits animaux aquatiques génétiqguement modifiés permet de faciliter
ce dernier. La larve de poisson zebre et le tétard sont majoritairement utilisés car ils sont peu
chers, transparents et leur composition en myéline est similaire a celle des mammiféres. De
plus, avec ses 300 ceufs par ponte pour le poisson zebre, et 3000 pour le Xénope, la
transgénese est trés efficace. Afin d’étudier la démyélinisation, des lignées de ces animaux
permettant I'ablation conditionnelle des oligodendrocytes myélinisants ont été créées. La
portion proximale de la séquence régulatrice de la PBM spécifique des oligodendrocytes
controle I'expression d’une protéine transgénique fluorescente et toxique en présence de
métronidazole. Ainsi, en présence de métronidazole, qui est simplement ajouté a I'eau, la
protéine recombinante spécifiquement exprimée par les oligodendrocytes va produire un
dérivé toxique entrainant leur mort, et donc une démylinisation. Aprées I'arrét du traitement
au métronidazole, une remyélinisation spontanée se produit. La transparence de I'animal
permet I'observation de la demyélinisation et de la remyélinisation a I'aide d’un microscope.
A la fin de la demyélinisation, les animaux sont placés dans une eau contenant la molécule a
tester afin d’évaluer I'amélioration de la remyélinisation (Buckley, Goldsmith and Franklin,

2008; Kaya et al., 2012).

En plus de son intérét dans I'amélioration de la compréhension de la physiopathologie
de la SEP, l'utilisation des modéles animaux a permis le développement de techniques
prometteuses d’IRM moléculaires capables de mesurer I'inflammation. Les principes et les
applications potentielles de I'IlRM moléculaire de I'inflammation seront détaillés dans la partie

si dessous.
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3.2. L'IRM moléculaire de I'inflammation

Les interactions entre les cellules immunitaires et la BHE jouent un réle primordial dans la
pathophysiologie de la SEP, comme le montre |'efficacité des stratégies thérapeutiques ciblant
ces dernieres. A ce jour, il nexiste pas de marqueur non invasif disponible en clinique
permettant de visualiser I'inflammation du SNC. Le développement récent de nouveaux
agents de contraste compatibles avec I'IRM a permis I'essor de I'imagerie moléculaire,
permettant la visualisation in vivo de I'expression des molécules d’adhésion avec une bonne

résolution spatiale et temporelle.

3.2.1. Principes
L'IRM préclinique utilise différents agents de contraste pouvant étre utilisés pour détecter
I'inflammation du SNC et l'infiltration des leucocytes a travers la BHE, comme le 5SHT-DTPA
(Gadolinium) visible en hypersignal sur les séquences pondérées en T1, ou les USPIOs (pour
« UltraSmall Particles of Iron Oxide ») et les MPIOs (pour « MicroParticle of Iron Oxide ») tous
deux visibles en hyposignal T2*. Les avantages et les inconvénients de chacun de ces agents

de contraste sont discutés ci-dessous.

Le SHT-DTPA est un agent de contraste contenant du gadolinium qui est un substrat de la
myéloperoxydase (MPO, une enzyme produite par les neutrophiles et les macrophages). Une
fois oxydées, les molécules d'agent de contraste possédent un électron non-apparié, et vont
ainsi se polymériser entre elles, provoquant une accumulation de Gadolinium dépendante de
I'activité de la MPO, et donc de l'infiltration de neutrophiles/macrophages (Breckwoldt et al.,
2008). Néanmoins, I'efficacité de cet agent de contraste est dépendante de I'importance de
I’altération de la BHE. Ainsi, le niveau du signal sera fonction de la capacité du traceur a passer
la BHE et de la quantité de MPO présent dans le tissu. Deux situations différentes peuvent
donc donner un signal semblable, par exemple (i) en cas de forte augmentation de
perméabilité de la BHE accompagnée d’une faible expression de MPO, et (ii) en cas de faible
augmentation de perméabilité de la BHE avec une forte expression de MPO (Gauberti et al.,

2014).
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Les USPIOs sont des nanoparticules d’environ 30nm qui une fois injectées par voie
intraveineuse, sont phagocytées par les monocytes circulants en raison de leur longue durée
de vie plasmatique (>12h) (Corot et al., 2004). Les monocytes qui phagocytent des USPIOs
dans la circulation et s’infiltrent dans le parenchyme cérébral sont visibles en IRM grace a une
diminution du signal sur les séquences pondérées en T2*. Cependant, I'extréme petite taille
de ces particules leur permet d’entrer dans le parenchyme cérébral de maniére passive en cas
d’altération de la BHE (tel est parfois le cas dans la SEP). La spécificité de cette technique s’en
voit ainsi réduite. De plus, les USPIO doivent étre injectés 24h avant I’examen IRM, rendant la
technique plus contraignante en clinique. Enfin, il faut qu’un grand nombre de monocytes
s’infiltre dans une région donnée pour que ces derniers soient détectables, ce qui est rarement

le cas dans la phase précoce de I'inflammation.

Il est également possible de coupler les USPIOs a des anticorps afin de les rendre
spécifiques d’une molécule d’intérét, comme par exemple des molécules d’adhésion VCAM-1
(Fréchou et al., 2013) ou E-sélectine (Reynolds et al., 2006; Chapon et al., 2009). Cependant,
au méme titre que les UPIOs seules, ces derniéres peuvent diffuser de maniére passive dans
le parenchyme cérébral en cas d’altération de la BHE. Ainsi, en cas de signal détecté, il sera
difficile de déterminer si ce dernier est di a une ouverture de la BHE, a une activation

vasculaire, a l'infiltration de monocytes, ou a plusieurs de ces éléments.

Les MPIOs sont beaucoup plus grosses (1,08 um) que les USPIO et sont également utilisées
en IRM préc-clinique pour visualiser I'inflammation du SNC chez I'animal (McAteer et al.,
2007). Ces billes sont couplées a un anticorps spécifique d’une protéine d’adhésion vasculaire,
permettant de les visualiser en hyposignal sur les séquences pondérées en T2*. De par leur
grande taille, les MPIOs ne peuvent pas traverser la BHE, méme altérée, ce qui les rend
spécifiques de I'activation vasculaire. De plus, leur demi-vie vasculaire est trés courte (environ
35 secondes) en raison d’une rapide fixation non spécifique dans le foie et la rate
(Melemenidis et al., 2015). Ainsi, quelques minutes apreés leur injection i.v., tous les MPIOs qui
ne se sont pas fixées sur les vaisseaux sont éliminées de la circulation (contre plusieurs heures
pour les USPIO). Cette courte demie-vie et leur rapide fixation sur leur cible permettent de
commencer I'examen IRM de I'animal seulement quelques minutes aprés leur injection. Les
MPIOs contiennent une importante quantité de fer (généralement 0,1-1,6 pg de fer / MPIO)

ce qui est, proportionnellement a leur taille, plus important que les USPIO. Ainsi, une MPIO
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provoque une chute de signal sur un diametre 50 fois supérieur a sa taille, la rendant

détectable en IRM, sans nécessiter de forte accumulation de ces derniers.

Pour résumer, contrairement aux autres techniques d’IRM moléculaire, I'utilisation des
MPIOs permet de visualiser I'expression des molécules d’adhésion avec une grande résolution

spatio-temporelle, de maniere indépendante du degré d’altération de la BHE (figure 18).
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Figure 18 : Schéma résumant les effets des différents agents de contraste utilisés dans I'IRM moléculaire de
I'inflammation (cerveau de rongeur). La région inflammatoire touchée par une altération de la BHE est
représentée en rouge foncée, et celle épargnée par 'altération de la BHE est représentée en rouge clair. Les
MPIOs produisent un signal indépendant de I'altération de la BHE, alors que les autres agents de contraste
produisent un signal qui n’est pas seulement spécifique de I'inflammation, mais dépend aussi de I'altération de
la BHE (Gauberti et al., 2014).
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3.2.2. Utilisation des MPIOs
L'utilisation de I'IRM moléculaire n’est pas nouvelle puisqu’elle remonte a plus de 10ans.
Cependant, les récentes avancées en matiere d’'imagerie ont permis d’améliorer
considérablement la résolution spatiale de cette technique, initialement de basse qualité

(figure 19).

Figure 19 : Evolution de la qualité des images d’IRM moléculaire (cerveaux de souris EAE). (A) MPIOs-aP/E-
sélectine dans I'EAE MOG (van Kasteren et al., 2009). (B) MPIOs-aVCAM-1 dans I'EAE PLP (Serres et al., 2011). (C)
MPI0Os-aVCAM-1 dans I'EAE MOG (Montagne et al., 2012).

L'IRM moléculaire a été majoritairement utilisée avec des MPIOs-aVCAM-1 dans des
modeles animaux de maladie du SNC, comme les accidents vasculaires cérébraux (Hoyte et
al., 2010; Gauberti et al.,, 2013), la maladie d’Alzheimer (Montagne et al., 2012) mais
également dans I'EAE (Serres et al., 2011; Montagne et al., 2012; Mardiguian et al., 2013).
L'absence de marquage chez les souris injectées avec des MPIOs couplés a des IgG controles
confirme I'absence d’extravasation des billes méme en cas d’altération de la BHE. Les MPIOs-
aVCAM-1 permettent ainsi une mesure qualitative et quantitative de I'activation vasculaire

aux stades avancés des différents modéles de pathologies cérébrales (figure 20).
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Figure 20 : Exemple d’IRM moléculaire de VCAM-1 dans le cerveau de modeéles de pathologies cérébrales
(Gauberti et al., 2014).

Au contraire, il a été montré, dans un modele d’accident ischémique transitoire, que
I’expression de la P-sélectine est, dans un contexte d’inflammation précoce et silencieuse, plus
prématurée que celle de VCAM-1 (Quenault et al.,, 2017). Ainsi, dans un contexte
d’inflammation précoce et légere, les MPIO-aP-sélectine se sont montrées plus efficaces que
les MPIOS-aVCAM-1. Ceci peut s’expliquer par le fait que la P-sélectine est exprimée de
maniére constitutive dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales. Lorsque ces
cellules subissent un stress, le contenu des corps de Weibel-Palade est sécrété et la P-sélectine

est redistribuée au niveau membranaire.

L'expression de molécules d’adhésion n’étant pas confinée au cerveau, l'imagerie
moléculaire permet aussi de détecter I'activation vasculaire dans d’autres pathologies
inflammatoires des organes périphériques tels que les reins ou le cceur (Belliere et al., 2015).

Bien que la moelle épiniere soit une zone du SNC particulierement touchée dans I'EAE (Ajami
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et al., 2011), aucune image d’IRM moléculaire la concernant n’est présente dans la littérature
scientifique. Cette absence peut s’expliquer par la petite taille de I'organe et par la difficulté

due a la par la sensibilité aux mouvements des séquences utilisées dans ce type d’imagerie.
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Objectifs

Détection de I’expression de la P-sélectine dans I’EAE avec I'IRM moléculaire :

A ’heure actuelle, I'IRM est devenue I’outil incontournable pour le diagnostic de la SEP.
Cependant, elle n’est pas capable de mesurer le niveau d’inflammation du SNC. Le seul moyen
d’avoir acces a cette information nécessite la réalisation d’une ponction lombaire, qui n’est
pas sans risque de complications. Bien que I'IRM ait considérablement amélioré le diagnostic
de la SEP, le peu d’informations qu’elle apporte peine encore a faire un diagnostic précoce et

a prédire I’évolution de la maladie.

La démyélinisation, qui est a I'origine des symptémes, est précédée d’une infiltration
de cellules immunitaires et d’une activation vasculaire. En cas d’inflammation, la P-sélectine,
qui est stockée dans les corps de Weibel Palade est rapidement sécrétée a la surface des
cellules endothéliales. La détection de ce phénomene, grace a lutilisation de I'IRM
moléculaire de la P-sélectine, permettrait ainsi d’apporter des informations complémentaires

nécessaires au diagnostic précoce de la SEP.
Objectifs des travaux présentés dans cette thése (ARTICLE 1):

- Mettre au point une méthode IRM permettant de visualiser I'activation vasculaire dans
la moelle épiniére de souris soumises a deux modeles de SEP
- Juger la valeur prédictive de cette technique pour I'apparition des poussées et des

rémissions d’un modeéle de SEP récurrente-rémittente

Détection de I'inflammation intestinale avec I'IRM moléculaire :

L'intestin et le cerveau possedent de nombreuses similitudes physiologiques et
pathologiques. Comme pour le cerveau, l'intestin peut lui aussi étre touché par des
pathologies inflammatoires. Le diagnostic de ces pathologies intestinales avec I'IRM est
difficile, voire pour certaines d’entre elles impossible. De plus, une composante intestinale
semble jouer un role dans pathophysiologie de la SEP. Ainsi, le développement d’une
technique d’IRM moléculaire spécifique de I'intestin pourrait considérablement améliorer le

suivi de I'inflammation intestinale dans ces différentes pathologies.
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Objectifs des travaux présentés dans cette thése (Partie 2 des résultats):

- Mettre au point une méthode permettant de visualiser I'activation vasculaire dans
I'intestin de souris soumises a différents modeles de pathologies intestinales
- Utilisation de cette technique afin de démasquer l'inflammation intestinale d’un

modeéle de SEP récurrente-rémittente

Etude de la perfusion du systéme glymphatique dans I'EAE :

L’activation vasculaire dans la SEP et I'EAE permet le recrutement de nombreuses cellules
immunitaires, et I'ouverture de la BHE. Ces phénomenes pourraient étre a I'origine d’une
perturbation de la circulation du LCR périvasculaire, et ainsi d’une perturbation du

fonctionnement du systéme glymphatique.
Objectifs des travaux présentés dans cette thése (ARTICLE 2):

- Mise en évidence de I'existence d’un systéme glymphatique dans la moelle épiniére
- Etude de la perfusion du systéme glymphatique dans I'encéphale et la moelle épiniere

de souris soumises a un modeéle de SEP
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Résultats étude 1

Etude 1 : Prédiction de l'activité de la maladie dans les modeles de
sclérose en plaques avec I'imagerie par résonance magnétique

moléculaire de la P-sélectine

Contexte de I'étude

L'IRM est aujourd’hui incontournable dans le diagnostic de la SEP. Cependant, les
modalités actuelles permettent seulement la détection des processus inflammatoires tardifs,
comme les plaques de démyélinisation et I'ouverture de la BHE. L’élaboration de nouvelles
stratégies permettant la détection des évenements précoces pourrait s’avérer intéressante

pour le diagnostic de la SEP.

Pour s’infiltrer dans le SNC, les cellules immunitaires interagissent avec des molécules
d’adhésion vasculaires exprimées par les cellules endothéliales. Parmi ces molécules, la
P-sélectine est connue pour étre rapidement exprimée a la surface des cellules endothéliales
dans les jours précédents |'apparition d’une poussée d’'un modele de SEP (Kerfoot and Kubes,
2002). En accord avec cela, I'IRM moléculaire de la P-sélectine développée par notre unité de
recherche a prouvé son efficacité dans la détection de I'inflammation précoce (Quenault et

al., 2017).

Hypothése

L'IRM moléculaire de la P-sélectine est-elle capable de détecter I'activité de la maladie et de

prédire les poussées et rémissions d’un modéle murin de SEP ?

Méthodes

Des séquences IRM adaptées a I'imagerie de la moelle épiniére chez I'animal en
respiration libre ont été utilisées dans deux modéles murins de SEP. En paralléle, I'imagerie
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optique ex vivo et I'immunohistochimie nous ont permis de mesurer la perméabilité de la BHE

ainsi que l'infiltration leucocytaire.

Principaux résultats

e L’'IRM moléculaire de la P-sélectine permet la mesure de I'activité de la maladie dans

des modeles de SEP progressive et récurrente-rémittente.

e L'IRM moléculaire de la P-sélectine est capable de prédire la survenue d’une poussée
chez les animaux asymptomatiques, et d’une récupération chez les animaux

symptomatiques.

Article publié dans le journal Proceeding of the National Academy of Science of
the United States of America (PNAS)
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New strategies for detecting disease activity in multiple sclerosis are
being investigated to ameliorate diagnosis and follow-up of patients.
Today, although magnetic resonance imaging (MRI) is widely used to
diagnose and monitor multiple sclerosis, no imaging tools exist to
predict the evolution of disease and the efficacy of therapeutic strat-
egies. Here, we show that molecular MRI targeting the endothelial
adhesion molecule P-selectin unmasks the pathological events that
take place in the spinal cord of mice subjected to chronic or relapsing
experimental autoimmune encephalomyelitis. This approach provides
a quantitative spatiotemporal follow-up of disease course in relation
to clinical manifestations. Moreover, it predicts relapse in asymptom-
atic mice and remission in symptomatic animals. Future molecular MRI
targeting P-selectin may be used to improve diagnosis, follow-up of
treatment, and management of relapse/remission cycles in multiple
sclerosis patients by providing information currently inaccessible
through conventional MRI techniques.

MPIO | spinal cord | contrast agent | blood-brain barrier | USPIO

ultiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of

the central nervous system (CNS) that leads to demyelination
and diffuse neurodegeneration in the brain and spinal cord (1). The
most frequent form (relapsing-remitting subtype) is characterized
by unpredictable relapses followed by periods of months to years
during which signs of disease activity are absent (2). The less fre-
quent form (primary progressive subtype) is characterized by a
constant progression of disability from the onset, with no, or only
occasional and minor, remissions or improvements (2). Discovering
biomarkers to predict disease evolution and/or therapeutic re-
sponse in MS remains a major clinical challenge. Today, magnetic
resonance imaging (MRI) is widely used to diagnose and monitor
MS disease evolution (3), mostly by quantification of Gadolinium-
chelate enhancing lesions, corresponding to active lesions with
ruptured blood-brain barrier (BBB) or blood-spinal cord barrier
(BSCB) (3). Although current MRI protocols allow quantifying
lesion load, they remain poorly predictive of disease evolution and
often fail to make early diagnosis of MS without follow-up imaging.
This is an important limitation, because treatments could be started
earlier if better diagnostic tools existed (4).

Leukocyte recruitment to CNS tissues plays a major role in
MS. This process is mediated by adhesion molecules expressed
on endothelial cells (5). We and others have described that an-
tibodies against these endothelial adhesion molecules, coupled
to microparticles of iron oxide (MPIOs), can monitor inflam-
mation in animal models of brain diseases (6-8). Platelet-selectin
(P-selectin), for example, can be targeted to monitor early vas-
cular inflammation (9). P-selectin is rapidly expressed at the cell
surface during endothelial activation in conditions of injury (10,
11), where it regulates myelin-specific T lymphocyte rolling on
the endothelium (12, 13), a process important in the pathophysiology
of MS models (13, 14). In fact, P-selectin has been detected in the
brain and spinal cord of experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE) mice (15). P-selectin is therefore an ideal target for early

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1619424114

detection of vascular inflammation in MS and its animal models.
Here, we developed the framework allowing in vivo molecular
MRI of endothelial activation and prediction of disease activity
in two peptide-induced models of MS: chronic and relapsing—
remitting experimental autoimmune encephalomyelitis [respectively,
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG)-induced EAE in
C57BL/6 mice or proteolipidic protein (PLP)-induced EAE in
SJL/J mice], mimicking the primary progressive and relapsing—
remitting forms of MS, respectively.

Results

Characterization of MPIOs-aP-Selectin Binding to Activated BSCB
Endothelium in EAE Mice. We first validated that P-selectin anti-
body binds the spinal cord endothelium of EAE, but not sham,
animals (Fig. 14) at the luminal surface (3D reconstruction, Fig.
1A) of small capillaries (preferentially postcapillary venules; Fig.
S1). This antibody was then coupled to MPIOs to form MPIOs-
aP-selectin, which bound the vascular endothelium after i.v. in-
jection in EAE, but not in sham, animals (Fig. 1B). No signal
void was observed in MRI (3D T2*-weighted imaging) without
MPIO injection (Fig. 1C). In contrast, i.v injection of MPIOs-aP-
selectin induced signal void within the whole spinal cord of PLP-
induced EAE mice (Fig. 1C), whereas untargeted MPIOs
(MPIOs-IgG) did not (Fig. 1D). Signal void was very similar
when platelets were deleted (Fig. S2 A-C) than in nondepleted
animals (Fig. S2E), indicating that MPIOs-aP-selectin—induced
signal void is not influenced by P-selectin expression on platelets.
Signal void was restricted to the white matter (Fig. 1 C and E
and Fig. S3), the preferential localization of EAE lesions. The

Significance

Multiple sclerosis is a brain and spinal cord disease. In the most
common forms, the disease unfolds by switching between pe-
riods of relapses, during which symptoms rise, and remissions,
during which symptoms decline. However, it is not yet possible
to predict the occurrence of relapses and remissions. Today, the
diagnosis of multiple sclerosis is based on clinical criteria and on
the use of magnetic resonance imaging (MRI). Here, we de-
veloped an MRI method that helps predict relapses and remis-
sions in a classical model of multiple sclerosis in the mouse.
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Fig. 1. MPIOs-aP-selectin-enhanced MRI reveals endothelial activation in
the spinal cord during EAE. (A and B) Immunohistological images (Upper)
and 3D reconstruction (Lower) (red, P-selectin; green, laminin; blue, DAPI) of
sagittal and axial sections of spinal cord vessel from PLP-induced EAE mice
(first relapse) and sham mice without (A) or with (B) i.v. injection of MPIOs-
aP-selectin. (Scale bars: 10 pm.) White arrows, MPIOs-P-selectin; yellow arrow,
point of view compared with the above image. (C and D) Representative axial
and sagittal T2*-weighted images of the rostral (Left) and caudal (Right) spinal
cord (dashed line) of PLP-induced EAE mice before and after MPIOs-aP-selectin
or MPIOs-IgG injection. (E) Corresponding quantification. ND, nondetected.
n = 3-4 per group. *P < 0.05. See Table S1 for detailed sample size.

contrast agent was progressively cleared from the spinal cord in a
time-dependent manner, resulting in minimal background con-
trast 24 h after MPIOs-aP-selectin injection (Fig. S4), which al-
lows repetitive assessment of endothelial activation in the spinal
cord with a minimal lapse of 24 h. Together, these results
demonstrated the feasibility of sensitive and semiquantitative
imaging of endothelial activation in the mouse spinal cord after
i.v. injection of MPIOs-aP-selectin.

MPIOs-aP-Selectin Signal Increases with the Clinical Score in MOG-
Induced EAE Mice. Then, we investigated whether MPIOs-aP-
selectin could reveal the spatial and temporal dissemination of
endothelial activation in chronic EAE mice (MOG-induced EAE;
Fig. 24). In sham animals, signal void was negligible (<5% of
structure area) in rostral and caudal spinal cord (Fig. 2D). MOG-
induced EAE animals showed a gradual caudo-rostral increase in
MPIOs-aP-selectin—induced signal void correlated to increase in
clinical score (Fig. 2C and corresponding quantification, Fig. 2 D
and E). Signal void was detected both in the ventral and dorsal
parts of the spinal cord and was restricted to the white matter (Fig.
2C and corresponding quantification, Fig. 2 F and G).

Because P-selectin is involved in T lymphocyte infiltration
toward inflamed tissues, we assessed whether this infiltration
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matched the distribution of MPIOs-aP-selectin-induced signal.
In fact, the infiltration of T, lymphocytes (CD4* cells) followed a
caudo-rostral progression over time in relation to clinical score
(CS1-CS4), equivalent to what we observed for MPIOs-aP-selectin
(Fig. 34 and corresponding quantification, Fig. 3B). No infiltration
was observed in sham mice (Fig. 3 A and B), whatever the spinal
cord segment. Similar observations were made concerning CD3*
cells (Fig. S5 A and B). Matching MPIOs-aP-selectin signal, T,
lymphocytes infiltration was specific of the white matter (Fig. 3C
and corresponding quantification; Fig. 3D). This infiltration oc-
curred at sites of increased BSCB permeability, as shown by
colocalization with fibrinogen (Fig. 34 and Fig. S54). Increase in
BSCB permeability followed a caudo-rostral progression over time
in relation to clinical score (Fig. 3 E and F and corresponding
quantification, Fig. 3G), which paralleled T; lymphocyte in-
filtration (Fig. 34) and P-selectin signal observed in MRI (Fig. 2).

MPIOs-P-Selectin Signal Follows Disease Activity in PLP-Induced EAE
Mice. Our next step was to assess whether of MPIOs-aP-selectin can
reveal the spatial and temporal dissemination of endothelial acti-
vation in a disease with a relapsing-remitting course (PLP-induced
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Fig. 2. Spatiotemporal distribution of MPIOs-aP-selectin-induced hypo-
signal follows the clinical worsening in chronic EAE mice (MOG-induced
EAE). (A) Clinical score (CS) evolution in MOG-induced EAE. (B and C) Rep-
resentative axial and sagittal T2*-weighted images of rostral and caudal
spinal cord (dashed line) after MPIOs-aP-selectin injection did not reveal
induced signal void in sham (B) or EAE (C) mice. Yellow arrows, signal void.
(D) Corresponding quantification. NS, not significant; *P < 0.05 vs. the same
structure in sham animals; *P < 0.05. (E) Correlation between signal void and
clinical score. (F and G) Quantification of the signal void distribution between
white matter (WM; white bar) and gray matter (GM; gray bar) (F) and between
dorsal (red bar) and ventral (orange bar) spinal cord (G) (quantified from co-
ronal images). NS, not significant; *P < 0.05 vs. sham in the same structure; P <
0.05 vs. indicated condition. See Table S1 for detailed sample size.
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Fig. 3. Spatiotemporal dissemination of the immune cell infiltration and
BSCB opening follow the pattern of P-selectin vascular activation in the
spinal cord of MOG-induced EAE mice. (A) Immunohistological images of the
infiltrated areas of the MOG-induced EAE spinal cord. CD4* leukocyte
(green), fibrinogen (red), and cell nuclei (blue) show the spatiotemporal
dissemination of immune cell infiltration. Each line of images corresponds to
a spinal cord section (in order from top to bottom: cervical, thoracic, lumbar,
and sacral). Each column corresponds to a clinical score (CS; CS1 to CS4).
(Scale bars: 50 um.) (B) Corresponding quantification. ND, nondetected; *P <
0.05 vs. the same structure in sham animals; *P < 0.05 vs. indicated condition.
n = 3 mice for each clinical group. (C) Immunohistological image of whole
section of MOG-induced EAE spinal cord (peak of the disease) with a low
(Left) and a high (Right) magnification. [Scale bars: 500 pm (Left) and 100 um
(Right).] GM, gray matter; WM, white matter. (D) Whole spinal cord quan-
tification of the distribution of the CD4™ T-cell infiltration between white
matter (white bar) and gray matter (gray bar). *P < 0.05. (E) Spinal cord
photographs after i.v. Evans blue dye injection in MOG-induced EAE. (F) Ex
vivo optical imaging of Evans blue fluorescence. (G) Quantification of fluo-
rescence in spinal cord tissues. **P < 0.01 vs. the same structure in sham
animals. See Table S1 for detailed sample size.

EAE; Fig. 44). In sham animals, signal void was negligible (<5% of
structure area) in caudal and rostral spinal cord (Fig. 4B and cor-
responding quantification, Fig. 4D). MPIOs-aP-selectin signals in
the caudal and rostral spinal cord revealed endothelial activation in
phases of active disease (first and second relapse; Fig. 4C). Ac-
cordingly, this signal was lower during phases of discase recovery
(Fig. 4C). Corresponding quantification confirmed these MRI ob-
servations (Fig. 4D): Signal void increased during the first relapse in
the caudal spinal cord (23.90% vs. 3.12% for sham mice at the same
time, P < 0.05; Fig. 4D) and in the rostral cord (18.03% vs. 2.01%
for sham mice at the same time, P < 0.05; Fig. 4D). During re-
covery, signal void decreased compared with the first relapse in the
caudal spinal cord (8.11%; P < 0.01; Fig. 4D) and in the rostral
spinal cord (3.99%; P < 0.01; Fig. 4D). Interestingly, signal void was
higher in remitting animals (recovery) than in sham mice (3.12% vs.
8.11% and 2.01% vs. 3.99%; P < 0.05; Fig. 4D). This result was
observed either when MRI sessions were performed after single
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injections in different animals (Fig. 4 C and D) or when the same
animals were injected and scanned twice (Fig. S4 E-G), which
shows that the remaining signal was not from previous injections.
During the second relapse stage, signal void increased again com-
pared with recovery (29.61% vs. 8.11% for caudal spinal cord and
30.29% vs. 3.99% for rostral spinal cord; P < 0.01; Fig. 4D) to reach
levels comparable to what observed during the first relapse. Overall,
MPIOs-aP-selectin-induced signal void in the spinal cord was
positively correlated to clinical score (Fig. 4E). As observed for
MOGe-induced EAE (Fig. 2), signal void was detected in the dorsal
and ventral parts of the spinal cord and restricted to white matter
(Fig. 4C and corresponding quantification, Fig. 4 F' and G).

We then assessed whether, as observed above in MOG-
induced EAE (Fig. 3), T, lymphocyte infiltration matched the
distribution of MPIOs-aP-selectin-induced signal (Fig. 54). The
simple quantification of the number of lymphocytes within af-
fected tissues did not give a direct indication of disease activity.
Although T, lymphocyte infiltration was maximum in all spinal
cord segments (sacral, lumbar, thoracic, and cervical) during the
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induced EAE). (A) Clinical score evolution in PLP-induced EAE. (B and C)
Representative axial and sagittal T2*-weighted images of rostral and caudal
spinal cord (dashed line) after MPIOs-aP-selectin injection in sham (B) or EAE
(C) mice. Yellow arrows, signal void. (D) Corresponding signal void quanti-
fication of MPIOs-aP-selectin-induced signal voids in the spinal cord (quan-
tified from sagittal images). *P < 0.05 vs. sham animals in the same structure;
#P < 0.05; **P < 0.01 vs. indicated condition. (E) Correlation analysis between
void and dlinical score. (F and G) Quantification of the signal void distribu-
tion between white matter (WM; white bar) and gray matter (GM; gray bar)
(F) and between dorsal (red bar) and ventral (orange bar) spinal cord
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first relapse (Fig. 5B), the number of T4 lymphocytes was not
substantially altered during recovery (Fig. 5B), despite a ten-
dency to decrease. In line with this finding, the number of T,
lymphocytes also remained stable during the second relapse (Fig.
5B). As already shown above in the MOG-induced EAE model
(Fig. 34), lymphocyte infiltration occurred at sites of increased
blood-spinal cord permeability (as shown by colocalization with
fibrinogen, Fig. 54 and Fig. S5 C and D). Nevertheless, changes
in BSCB permeability did not fully match disease activity (Fig. 5
E and F and corresponding quantification, Fig. 5G): Permeability
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Fig.5. Spatiotemporal dissemination of the immune cell infiltration and BSCB
opening do not follow the pattern of P-selectin vascular activation in the spinal
cord of PLP-induced EAE mice. (A) Immunohistological images of the infiltrated
areas of the PLP-induced EAE spinal cord. CD4" leukocyte (green), fibrinogen
(red), and cell nuclei (blue) show the spatiotemporal dissemination of the im-
mune cell infiltration. Each line of images corresponds to a spinal cord section
(in order from top to bottom: cervical, thoracic, lumbar, and sacral). Each col-
umn corresponds to a different stage of the disease (sham, first relapse, re-
covery, and second relapse; n = 3 per group). (B) Corresponding quantification.
ND, nondetected; NS, not significant; *P < 0.05 vs. sham animals in the same
structure; *P < 0.05 vs. indicated condition (n = 3 mice for each dlinical group).
(C) Immunohistological image of whole section of PLP-induced EAE spinal cord
(peak of the first relapse) with a low magnification (Left) and a high magnifi-
cation (Right). [Scale bars: 500 pm (Left) and 100 um (Right).] GM, gray matter;
WM, white matter. (D) Quantification of the distribution of the CD4* Tcell
infiltration between the white matter (white bar) and in the gray matter (gray
bar). *P < 0.05. (E) Spinal cord photographs after iv. Evans blue dye injection
in PLP-induced EAE. (F) Ex vivo optical imaging of Evans blue fluorescence.
(G) Quantification of fluorescence in spinal cord tissues. *P < 0.05; **P < 0.01;
***P < 0,001 vs. the same structure in sham animals; *P < 0.05, *P < 0.07 vs.
indicated condition. See Table S1 for detailed sample size.
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increased in all spinal cord segments during the first relapse, de-
creased during recovery but remained above sham levels during the
remission period, and did not increase substantially during the
second relapse.

In the same manner as described above for MOG-induced
EAE, in PLP-induced EAE, the distribution of T, lymphocytes
between spinal gray and white matter matched that of MPIOs-a
P-selectin: T, lymphocyte infiltration occurred preferentially in
the white matter compared with the gray matter (Fig. 5C and
corresponding quantification, Fig. 5D).

MRI using MPIOs-aP-selectin was also performed in the brain
and cerebellum (Fig. S6). In MOG-induced EAE, no change in
signal void was observed in the brain or cerebellum at any of the
clinical stages compared with sham animals (Fig. S64 and corre-
sponding quantification, Fig. S6B), which was consistent with the
absence of lymphocyte infiltration (Fig. S6C). In contrast, in PLP-
induced EAE, MRI using MPIOs-aP-selectin showed a profile
comparable to the spinal cord (Fig. S6 D-F), preferentially in the
white matter (Fig. 6 G and H). Overall, these results support the
use of MPIOs-aP-selectin-enhanced MRI to detect the severity and
the spatiotemporal dissemination of endothelial activation in EAE.

MPIOs-« P-Selectin Allows for Predicting Relapses in Asymptomatic
Animals and Remissions in Symptomatic Animals. We first assessed
the ability of MPIOs-aP-selectin to predict the appearance of a
first relapse in asymptomatic animals (Fig. 6). Asymptomatic
animals (clinical score 0) were injected i.v. with MPIOs-«P-
selectin at day 10 (median day of first relapse) and subjected
to molecular imaging (Fig. 6 A and B). We stratified two groups
of mice based on their endothelial activation profile at day 10
(Fig. 6 B and C) and monitored them clinically for the occur-
rence or not of a second relapse at day 11 (Fig. 64). A first group
(P-selectin-low) showed little, if any, signal void in MRI (indi-
vidual signal void <5%, mean signal void: 3.69 + 1.12%; Fig. 6 B
and C) and a second group (P-selectin-high) showed substantial
MPIOs-aP-selectin signal void in MRI (individual signal void >
5%, mean signal void: 17.77 + —4.5%; Fig. 6 B and C). In-
terestingly, none of the EAE animals within the P-selectin—low
group showed a second relapse 24 h later (day 11) (Fig. 6D: mean
clinical score 0. Fig. 6F: 0 animals with deficit at day 11). Con-
versely, all P-selectin-high animals declared a first relapse 24h later
(day 11) (Fig. 6D: mean clinical score 2.4 + 0.48. Fig. 6E: 100% of
animals showing deficits at day 11). P-selectin-low animals did not
show overt demyelination (Fig. 6F, Left), whereas P-selectin-high
animals did (punctuate or absent MBP immunostaining Fig. 6F,
Right). Axonal damage was, however, present in P-selectin-high
and P-selectin-low animals (SMI-32 staining; Fig. 6G).

Second, we assessed whether MPIOs-aP-selectin  imaging
could predict remission in symptomatic animals (Fig. S7).
Symptomatic animals were injected with MPIOs-aP-selectin at
discase peak (day 15) and subjected to molecular imaging (Fig.
S7 A and B). Following the same strategy as above, we stratified
two groups of mice (P-selectin-low and P-selectin-high) based on
their MRI profile at day 15 (Fig. S7 B and C) and monitored
them clinically for the occurrence or not of a remission at day 16
(Fig. S7A). Interestingly, none of the EAE animals within the
P-selectin-high group showed remission 24 h later (day 16) (Fig.
S7D: mean clinical score 2.5 + 0.57. Fig. S7E: 0 animals in re-
covery at day 16). Conversely, all P-selectin-low animals recovered
24 h later (day 6) (Fig. S7D: mean clinical score 0.5 + 0.58. Fig.
S7E: 100% of animals in remission at day 15). Overall, these data
indicate that MPIOs-aP-selectin enhanced molecular MRI allows
predicting relapses and remissions in PLP-induced EAE.

Discussion

This study reports the development of an original molecular-
imaging method for the detection of neuroinflammation in the
mouse CNS. By targeting P-selectin, and by using MRI sequences
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P-selectin low

adapted to the imaging of the spinal cord, we provide a diagnostic
follow-up for animals subjected to chronic or relapsing-remitting
EAE. This study shows the validity of molecular imaging targeting
P-sclectin for the explorative follow-up of MS-like disease and the
prognosis of relapse and remission in mice subjected to animal
models of MS.

Imaging-based diagnosis in MS currently consists of tracking
the spatiotemporal dissemination of lesions. In this instance, T»-
weighted and Fluid Attenuation Inversion Recovery sequences
were used for the observation of plaques, and Gadolinium-
enhanced T;-weighted sequences were used for the detection
of the BBB/BSCB opening and to estimate whether a lesion is
new or old. Therefore, endothelial activation and subsequent
leukocyte infiltration are not currently assessed by imaging in the
clinical practice. Because blood-brain/blood-spinal cord opening,
and inflammatory cell infiltration are not necessarily associated
(16, 17), MS diagnosis would gain from reliable information
concerning endothelial activation provided by MPIOs-aP-selectin—
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enhanced molecular MRI to improve the estimation of disease
activity and enable the earlier detection of lesions in formation.
MRI using MPIOs coupled to antibodies against endothelial
adhesion molecules have been used before to assess endothelial
activation in experimental models of brain diseases with a neu-
roinflammatory component (11). MPIO-coupled antibodies against
inducible cell adhesion molecule 1 (ICAM-1) and vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1) were used in animal models of
stroke, Alzheimer’s disease (8), and MS (7, 18, 19). More recently,
an equivalent strategy targeting P-selectin has been developed in
our group (9). This tool showed optimized sensitivity, compared
with VCAM-1-targeted MPIOs, for the detection of endothelial
activation, especially in the context of mild insults such as transient
ischemic attack (9). In the present study, we show that this tool
cnables follow-up of disease activity and prediction of relapse/
remission cycles in EAE. In a previous study, MRI-compatible
agents (glyconanoparticles) indiscriminately targeting E- and
P-selectin were used to detect focal inflammation in the brain of
EAE mice (20). E-selectin expression has been suggested to
occur subsequently to P-selectin (21). Because the question of
the timing was crucial in the present study, we believe that tar-
geting P-selectin provided an advantage over E-selectin. The
present work brings the following elements: (i) detection of
endothelial activation not only in the brain, but also in the cer-
ebellum and spinal cord; (i) quantitative spatiotemporal follow-
up of disease course in relation to clinical manifestations; (iii)
follow-up in two different models of EAE for which specificities
were unveiled by P-selectin imaging; (iv) spatial resolution and
sensitivity high enough to allow imaging inflammation in the
spinal cord of EAE mice, with a distinction between white and
gray matter; and (v) prediction of relapses and remissions. Of
note, CNS endothelial cells—in contrast to any other endothelial
cells in the body—do not store P-selectin in Weibel-Palade
bodies, but rather up-regulate P-selectin expression in in-
flammatory conditions (10). This fact may explain the very low
MPIOs-aP-selectin-induced signal in control conditions, which
may have contributed to increase the sensitivity of our method.
Although the chronic model showed a slow caudo-rostral
progression of endothelial activation only in the spinal cord
(ventral part), the relapsing-remitting model showed endothelial
activation in the whole spinal cord (ventral and dorsal part), the
brain, and the cerebellum from the early stages. Rather than a
direct reflection of the number of lymphocytes within the tissue,
P-selectin imaging gives a reliable and quantitative reflection of
disease activity. This finding is very important when considering
that lymphocyte number in the tissue is not a direct index of
disease activity. In fact, we report differential patterns of lym-
phocyte infiltration in the two models: In MOG-induced EAE,
the constant progression of symptoms along time was associated
with a constant increase in both the number of lymphocytes and
BSCB permeability. In contrast, in PLP-induced EAE, the
number of lymphocytes remained mostly unchanged during re-
lapses and remission, despite variations of BSCB permeability. In
particular, remission was not accompanied by a drop in the
number of lymphocytes within the tissue, except for thoracic
regions, although BSCB permeability partially recovered. In
contrast, relapse was not accompanied by cither an increase in
lymphocyte number or an increase in BSCB permeability. This
finding is compatible with the fact that remission is not neces-
sarily linked to a decrease in infiltrate number (due to their
degeneration or “exit” from the spinal cord). Conversely, relapse
is not necessarily linked to an increase in infiltratc number.
Rather, relapse and remission could be due to changes in phe-
notype or activity of infiltrated cells (22). Also, one has to consider
that only T cells that have crossed the glia limitans mediate the
disease (23, 24), which may explain why the global number of
lymphocytes does not reliably reflect disease activity. P-selectin
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signal, in contrast, is proportional to disease activity: It raises
during relapses and drops during remission.

Because we used male mice for MOG-EAE and female mice
for PLP-EAE, differences between the two models might in part
be due to sex differences. Further studies should be performed in
appropriate animal models.to address this question.

P-selectin signal is not only an index of disease activity, but
also predicts relapse and remission in PLP-induced EAE. The
presence of MPIOs-aP-selectin-induced signal void in asymp-
tomatic animals predicts the appearance of relapse. Conversely,
the disappearance of P-selectin signal in symptomatic animals
predicts their remission. This finding suggests that imaging tools
targeting P-selectin may serve in the managing of MS patients. In
particular, detection of an increased P-selectin signal may help
documenting the ongoing formation of a new lesion before it can
be observed by using conventional imaging. In line with this
finding, increased P-selectin signal may predict relapses in re-
mitting patients, which would enable anticipating the setup of
treatment. Conversely, the decrease in P-selectin signal may
announce remission in patients with active disease. This method
may be particularly useful to assess the ability of a drug to modify
disease course in primary progressive or relapsing-remitting MS.
Future imaging tools targeting P-selectin may thus be used as
“companion diagnosis” for clinical practice or in clinical trials.

“P-selectin-low” animals show axonal damage without overt
demyelination (normal appearing white matter; NAWM), whereas
in “P-sclectin-high” animals, the combination of demyelination and
axonal damage could induce symptom onset. Previous reports
suggested that axonal damage can occur independently and not
necessarily as a consequence of demyelination (25, 26). Our method
could discriminate between animals in which NAWM predominates
and those in which demyelination and axonal damage concur.

The size of MPIOs avoids their passive extravasation across
BBB and BSCB, which supports the use of MPIO-coupled
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antibodies to specifically detect endothelial activation. However,
one limitation to their use as imaging tools in humans is their
poor biodegradability. The half-life of MPIOs in the bloodstream
is short (27), but they remain in peripheral organs after their
injection (28) (Fig. S84), although they do not interfere with
EAE course (Fig. S8B). Nevertheless, this limitation should be
overcome soon by the synthesis of new-generation, biodegrad-
able contrast-enhancing particles (29, 30), some of them being
compatible with the detection of inflammation in vivo (31). The
dose of iron injected into the animals (1 mg/kg) has also been
reduced in our study compared with previous studies (11), thanks
to the strong signal changes induced by MPIOs-aP-selectin. In
addition, MPIOs-aP-selectin is cleared from target endothelium
in less than 24 h, which makes them compatible with repeated
measures and longitudinal follow-up. Together, these points in-
dicate that, in the future, biodegradable contrast-enhancing
particles targeting P-selectin may be developed for diagnosis,
follow-up, and prediction of relapse and remission in MS.

Materials and Methods

Animal experiments were performed in accordance with the French (Decree
87/848) and the European (Directive 86/609) guidelines (Project 02654.02,
Center Agreement D14118001). Standard procedures for experimental au-
toimmune encephalomyelitis (EAE), MPIO conjugation, MRI, vascular per-
meability, immunohistochemistry and statistical analysis are described in S/
Materials and Methods.
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S| Materials and Methods
EAE. Chronic EAE (MOG-induced EAE) was induced in 12-wk-
old male C57BL6/J mice (Janvier) via s.c. immunization with
200 pg of recombinant myelin oligodendrocyte glycoprotein
(MOG35_s5, Cambridge Research Biochemicals) in an emulsion
mixed (volume ratio 1:1) with Complete Freund’s Adjuvant
(CFA; Difco Laboratories) containing 600 pg of heat-killed
Mycobacterium  tuberculosis H37Ra (MBT; Difco). Control
(CFA) animals were injected with saline mixed with CFA con-
taining 500 pg of heat-killed MBT. The emulsion was adminis-
tered to regions above the shoulder and the flanks (total of four
sites; 50 pL at each injection site). All animals were additionally
intraperitoneally (ip.) injected with 200 ng of pertussis toxin
derived from Bordetella pertussis (Sigma-Aldrich) in 200 pL of
saline at the time of and at 48 h after immunization.

Relapsing-remitting EAE (PLP-induced EAE) was induced in
5- to 7-wk-old female SJL/J mice (Janvier) via the same protocol
[except that MOG is replaced by recombinant proteolipidic
protein (PLP39_;5,; Eurogentec)].

All animals of this study were maintained under specific
pathogen-free conditions at the Centre Universitaire de Ressources
Biologiques (Basse-Normandie, France).

Clinical Score. Mice were examined daily for clinical signs of EAE
and were scored as follows: 0, no disease; 1, limp tail; 2, hindlimb
weakness; 3, complete hindlimb paralysis; 4, hindlimb paralysis
plus forelimb paralysis; and 5, moribund or dead. Induction of
EAE was performed by two persons blinded without knowledge of
the injected treatment (saline or myelin protein). All clinical
scores were assessed daily by one examiner blinded to the EAE.

Targeting Moiety Conjugation to MPIO. Purified polyclonal goat
anti-mouse antibodies for P-selectin (AF737; R&D Systems) or
control rat IgG (Jackson ImmunoResearch) were covalently
conjugated to MPIO (diameter 1.08 pm) with p-toluenesulphonyl
reactive surface groups (Invitrogen) in borate buffer (pH 9.5) by
incubation at 37 °C for 48 h. A total of 40 pg of antibody was used
for the coating of 1 mg of reactive MPIOs. MPIOs were then
washed in PBS containing 0.5% BSA at 4 °C and incubated for
24 h at room temperature, to block the remaining active groups.
MPIOs were rinsed in PBS (0.1% BSA). To disperse MPIO ag-
gregates, a sonication procedure at low intensity was performed
immediately after antibody labeling for 60 s. Thereafter, conju-
gated MPIOs were stored at 4 °C in a PBS buffer under constant
agitation to prevent scttling and aggregate formation.

MRI and Analysis. The 3D respiration-gated T2*-weighted gradient
echo imaging with flow compensation (GEFC; spatial resolution
of 150 pm x 75 pm X 75 pm interpolated to an isotropic reso-
lution of 75 pm) with TE/TR 8.6/200 ms and a flip angle (FA) of
25° was performed to visualize MPIOs (acquisition time =
10 min). All high-resolution T2*-weighted images presented in
this study are minimum-intensity projections of four consecutive
slices (yielding a Z resolution of 280 pm). When appropriate,
mice randomly received MPIO-IgG or MPIO-p-selectin. Al-
though MPIO injections were performed outside the magnet, the
positions of the mice during pre- and post-MPIO acquisitions did
not change (the mice were placed exactly at the same position
and were not removed from the animal holder). MRIs were not
performed in the same animals longitudinally.
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Prediction of Relapses and Remissions by MRI. For prediction of the
first relapse, PLP-EAE mice were imaged with MPIO-a-P-Sel at
day 10 after induction, when ~50% of mice were expected to
experience symptom onset, based on a retrospective study of
incidence in which we pooled several previous studies in our
laboratory (n = 110). The number of mice was not adjusted, nor
were any mice excluded or added. The mice were then affiliated
to “high” and “low” group by careful examination of MRI im-
ages by an experienced examiner. The presence of high or low
P-sclectin signal was confirmed by measurement of signal void
(see above). Clinical score was assessed for each mouse the day
after (day 11 after induction) by an examiner blinded to the
groups (low or high P-Sel). An equivalent strategy was used for
prediction of remission.

MRI Analysis. The images of the organs were manually segmented
using ImagelJ. Lastly, 3D Otsu automated threshold was applied,
and the signal void volume was computed (in percentage of the
total organ volume). Results are presented as the volume of
MPIOs-induced signal void divided by the volume of the struc-
ture of interest (in percentage). All analyses were performed by
using ImageJ (Version 1.49¢). All analyses were assessed by one
examiner blinded to the clinical score and the type of EAE.

Kinetic of MP10s-aP-Selectin Clearance. Consecutive high-resolution
T2*-weighted images were acquired at different times after
MPIOs-aP-selectin administration in CS2 EAE mice. For that,
mice were injected with MPIOs-oP-selectin and 5 min after were
placed in the MRI to start the first acquisition (10 min after the
injection). Between each high-resolution T2*-weighted acquisi-
tion (10 min, 8 h, and 24 h), mice were placed in their cages and
reanesthetized for each new MRI acquisition. The different parts
of the spinal cord were always imaged in the same order (rostral
spinal cord first and caudal spinal cord after, for a total of 22 min
of acquisition).

Immunohistochemistry. Deeply anesthetized mice were trans-
cardially perfused with cold heparinized saline (35 mL). Tissues
were postfixed during 48 h at 4 °C (PBS 0.1 M, pH 7.4, containing
2% paraformaldchyde and 0.2% picric acid) and cryoprotected
(sucrose 20% in veronal buffer; 24 h; 4 °C) before freezing in
Tissue-Tek (Miles Scientific). Cryomicrotome-cut transversal
sections (8-10 pm) were collected on poly-lysine slides and
stored at —80 °C before processing. Sections were coincubated
overnight with goat anti-P-selectin (1:1,000; R&D Systems),
rabbit anti-laminin (1:1,000; Abcam), rat anti-CD4 (1:25; cBio-
science), rabbit anti-CD3 (1:200; Abcam), rabbit anti-MBP
(1:800 Abcam), sheep antifibrinogen, and mouse anti-SMI32
(1:800; Abcam). Primary antibodies were revealed by using
Fab’2 fragments of donkey anti-rat, -rabbit, or -goat IgG linked
to FITC or TRITC (1:600; Jackson ImmunoResearch). Washed
sections were coverslipped with antifade medium containing
DAPI, and images were digitally captured by using a Leica
DM6000 microscope-coupled coolsnap camera, visualized with
Metavue software (Version 5.0; Molecular Devices), and further
processed by using ImagelJ software (Version 1.49¢; NIH). All
analyses were performed blinded to the experimental data.

The 3D Reconstruction. Images of double immunostaining (Laminin
and P-sclectin) were collected by using a Leica DM6000
microscope-coupled coolsnap camera. Images were taken with a
z-step of 0.2 pm. The 3D structure of the vessel was reconstructed
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from microscope images by using Imaris software (Version 5.5;
Bitplane). Volume and surface functions were used.

In Vivo Vascular Permeability. Mice were deeply anesthetized with
isoflurane 5% and maintained under anesthesia with 2% iso-
flurane in a 70%/30% gas mixture (N,O/O,) during surgery. The
rectal temperature was maintained at 37 + 0.5 °C throughout the
surgical procedure by using a feedback-regulated heating system.
A total of 200 puL of 2% Evans blue solution in saline was infused
by i.v. injection. Evans blue was allowed to circulate for 4 h (mice
awake in their cage), and mice were subsequently deeply anes-
thetized and perfused via the left ventricle with heparinized sa-
line solution. Brain and spinal cords were excised and placed in
optical imaging (Biospace), and Evans blue fluorescence was
measured (excitation 650 nm, emission filter 700 nm). Fluores-
cence was quantified with the M3 Vision software (Biospace).

Platelet Depletion. Platelet depletion was accomplished by using
purified rat monoclonal antibodies directed against mouse
platelet GPIba (CD42b), following manufacturer’s recommenda-
tions (Emfret Analytics). GPIba antibody (2 pg/g) was administered
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i.v. in EAE-mice (clinical score > 2) in the treated group 1 h
before MPIOs-aP-selectin injection and MRI studies. Platelet
depletion was confirmed by flow cytometry analyses on blood
samples from the same mice. Blood cells were analyzed on a
FACSVerse (Becton Dickinson) equipped with its accompanying
software (FACSuite, Becton Dickinson) on 30,000 cells with size
and granularity of red blood cells (RBCs) gate. When stated,
anti-CD41 monoclonal antibody conjugated with FITC was
added to the blood and incubated together for 20 min at room
temperature to confirm platelet population.

Statistical Analysis. Results are presented as the mean + SD.
Sample size are indicated in Table S1 for each group. Normality
tests were performed on all samples (D’Agostino—Pearson om-
nibus test and Shapiro-Wilk test). When normality could not be
assumed, we used nonparametric tests (Kruskal-Wallis for
multiple comparisons followed by Mann—Whitney’s U test),
which are the most stringent in these conditions. For correla-
tions, Pearson or Spearman tests were used (respectively, when
normality could or could not be assumed after normality tests).

. P-selectin™ vessels
5
4
3
2
1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Vessel diameter (pm)

P-selectin is mainly expressed in small vessels. (A) Proportion of sizes of P-selectin® vessels. (B) Probability density curve of sizes of P-selectin™ vessels.
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Fig. S2. MPIOs-aP-selectin-induced hyposignal is not due to binding in platelets. (A) Schematic representation of experimental design. (B) Flow cytometry
analyses of anticoagulated whole blood in nondepleted and depleted animals. Forward- and side-scatter density plots show that RBC (purple dots) and platelet
(green dots) populations are clearly distinguishable based on their respective light scatter patterns. (C) Box plot analyses of blood samples upon staining with
anti-CD41 show platelet-positive events (green dots). (D) Representative high-resolution T2*-weighted images after MPIOs-aP-selectin injection in depleted

(Right) and nondepleted (Left) animals. (£) Corresponding signal void quantification (n = 4 per group). NS, not significant.
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Laminin / P-selectin

Laminin | I P-selectin |

Sham

EAE mice

Fig. S3. P-selectin is expressed preferentially in the white matter. Representative immunohistological images of half spinal cord from thoracic PLP-induced
EAE mice (first relapse) and sham mice. Green, laminin; red, P-selectin (n = 3 per group). (Scale bar: 100 pm.) GM, gray matter; WM, white matter.
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Fig. S4. MPIOs-aP-selectin enhanced MRI is compatible with longitudinal follow up of disease activity. (4) Experimental design of the longitudinal study of the
MPIO-aP-selectin stall after i.v. injection. (B) Representative high-resolution T2*-weighted images after MPIOs-aP-selectin injection at indicated times (Top,
+10 min; Middle, +8 h; Bottom, +24 h). (C) Corresponding signal void quantification of the caudal spinal cord (n = 4 per group). *P < 0.05. (D) Corresponding
signal void quantification of the rostral spinal cord (n = 4 per group). *P < 0.05. (E) Representative axial and sagittal T2*-weighted images of the spinal cord of
PLP-induced EAE mice during first relapse. (F) Representative axial and sagittal T2*-weighted images after MPIOs-aP-selectin of the same PLP-induced EAE mice
(during recovery). (G) Corresponding signal void quantification of the caudal and rostral spinal cord (n = 3 per group). *P < 0.05.
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Fig. S5. Spatiotemporal dissemination of the CD3+ cell infiltration in the spinal cord of MOG- and PLP-induced EAE models. (A) Immunohistological images of
the infiltrated areas of the MOG-induced EAE spinal cord. CD3+ leukocyte (green), fibrinogen (red), and cell nuclei (blue) show the spatiotemporal dissem-
ination of immune cell infiltration. Each line of images corresponds to a spinal cord section (in order from top to bottom: cervical, thoracic, lumbar, and sacral).
Each column corresponds to a clinical score (CS; CS1-CS4; n = 3 per group). (Scale bar = 50 pm.) (B) Corresponding quantification of the number of CD3+ T cells
per infiltrated area in MOG-induced EAE. ND, nondetected; *P < 0.05 vs. the same structure in sham animals; P < 0.05 vs. indicated condition. n = 3 mice for
each clinical group. (C) Immunohistological images of the infiltrated areas of the PLP-induced EAE spinal cord. CD3+ leukocyte (green), fibrinogen (red), and
cell nuclei (blue) show the spatiotemporal dissemination of immune cell infiltration. Each line of images corresponds to a spinal cord section (in order from top
to bottom: cervical, thoracic, lumbar, and sacral). Each column corresponds to a clinical score (CS; CS1-CS4; n = 3 per group). (Scale bar = 50 ym.) (D) Corre-
sponding quantification of the number of CD3+ T-cells per infiltrated area in PLP-induced EAE. ND, nondetected; *P < 0.05 vs. the same structure in sham
animals; *P < 0.05 vs. indicated condition. n = 3 mice for each clinical group.
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Fig. S6. MPIOs-aP-selectin-enhanced MRI allows measurement of endothelial activation in brain and cerebellum. (A) Representative axial and sagittal
T2*-weighted images of brain and cerebellum (CRBL) after MPIOs-aP-selectin injection did not reveal induced signal void in MOG-induced EAE mice. (B)
Quantification of MPIOs-aP-selectin-induced signal voids in brain and cerebellum of MOG-induced EAE. NS, not significant. (C) Immunobhistological images of the
MOG-induced EAE brain and cerebellum show the absence of CD4+ leukocytes infiltration. (D) Axial and sagittal molecular imaging of P-selectin (T2*-3D-
weighted images) in PLP-induced EAE revealed increase in MPIOs-aP-selectin induced signal void in brain and cerebellum (CRBL) during the first relapse, and a
decrease in MPIOs-aP-selectin signal void during the recovery. MPIOs-aP-selectin-induced signal void reappears during second relapse. (E) Quantification of
MPIOs-uP-selectin induced signal voids in brain and cerebellum of PLP-induced EAE. *P < 0.05; **P < 0.01 vs. sham animals in the same structure; *P < 0.05; #P <
0.01 vs. indicated condition. n = 4-6 mice for each clinical group. (F) Representative immunohistological images of the infiltrated areas of the PLP-induced EAE
brain. CD4 leukocyte (green), fibrinogen (red), and cell nuclei (blue) by epifluorescence microscopy allows observing the spatiotemporal dissemination of the
immune cells infiltration. (G, Right) Distribution of MPIOs-aP-selectin induced signal voids in one white matter region (somatosensory cortex 1, S1) and one
gray matter region (internal capsule, IC) in the brain, with corresponding atlas (G, Left). (H) Quantification of MPIOs-aP-selectin-induced signal voids in cerebral
gray (somatosensory cortex 1 S1) and white matter (internal capsule, IC). *P < 0.05.
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Fig. S7. MPIOs-aP-selectin-induced hyposignal predicts remission in PLP-induced EAE. (A) Experimental design. (B) Representative high-resolution T2*-
weighted images after MPIOs-aP-selectin injection from PLP-induced EAE mice with deficits (first relapse, D15). Yellow arrows indicate signal voids. (C) Cor-
responding signal void quantification. *P < 0.05. n = 4 per group. (D) Clinical score analysis of P-selectin-high (blue line) or -low mice (yellow line) the day of MRI
acquisition (day 15) and the day after (D16) (n = 4 per group) *P < 0.05. (E) Schematic representation of the main findings. See Table S1 for detailed sample size.
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Fig. S8. Biodistribution of MPIOs after injection in EAE mice and effect on the shape of clinical score. (A) Representative T2*-weighted images before and
| 5 min after administration of MPIOs-«P-selectin in EAE mice, revealing a nonspecific uptake in the liver and the spleen. (B) EAE mice were injected with MPIOs
(blue line) or buffer (orange line) at symptoms onset. Clinical score was assessed daily by one examiner blinded to the treatment (n = 7 per group).
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Table S1. Group sizes and distributions

Résultats étude 1

Group n Normality assumption
Fig. 1
Before (rostral) 3 No
After MPIOs-algG (rostral) 3 No
After MPIOs-aP-selectin (rostral) 6 No
Before (caudal) 3 No
After MPIOs-algG (caudal) 3 No
After MPIOs-aP-selectin (caudal) 6 No
Fig. 2
Sham (rostral) 3 No
Clinical score 1 (rostral) 3 No
Clinical score 2 (rostral) 4 No
Clinical score 3 (rostral) 4 No
Clinical score 4 (rostral) 3 No
Sham (caudal) 3 No
Clinical score 1 (caudal) 3 No
Clinical score 2 (caudal) 4 No
Clinical score 3 (caudal) 4 No
Clinical score 4 (caudal) 3 No
Fig. 4
Sham (rostral) 4 No
First relapse (rostral) 6 No
Recovery (rostral) 4 No
Second relapse (rostral) 4 No
Sham (caudal) 4 No
First relapse (caudal) 6 No
Recovery (caudal) 4 No
Second relapse (caudal) 4 No
Fig. 6
P-selectin-low 6 No
P-selectin-high 6 No
Fig. S7
P-selectin-high 4 No
P-selectin-low 4 No

Number of animals (n) is given for each experimental group within cor-
responding figures, together with the result of normality assumption tests
(D’Agostino-Pearson omnibus and Shapiro-Wilk tests).
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Etude 2 : Imagerie moléculaire de I'inflammation intestinale

Contexte de I'étude

Les patients atteints de pathologies inflammatoires de l'intestin montrent une
augmentation du risque de présenter des Iésions du SNC ou des névrites optiques (Geissler et
al., 1995; Gupta, Gelfand and Lewis, 2005). Inversement, les patients atteints de SEP sont plus
susceptibles de développer une pathologie auto-immune de l'intestin (Langer-Gould et al.,
2010). Ainsi, il semble exister des liens étroits entre les pathologies inflammatoires du SNC et

de l'intestin.

Aujourd’hui, I'IRM est de plus en plus utilisée en clinique et permet un diagnostic et un
suivi non invasif de nombreuses pathologies cérébrales. Cependant, des examens invasifs
incluant des endoscopies et des biopsies sont encore nécessaires au diagnostic et au suivi des
pathologies intestinales. Le développement d’une technique IRM capable de mesurer
I'inflammation intestinale pourrait faciliter le diagnostic et le suivi des pathologies intestinales
et pourrait permettre de prendre en compte l'inflammation intestinale dans le suivi des

patients atteints de SEP.

Objectifs

e Développement d’'une modalité d’IRM moléculaire adaptée a la détection et la mesure
de lI'inflammation intestinale.

e Utilisation de cette technique dans I'étude de I'inflammation intestinale d’'un modele

de SEP.
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Méthodes

Des séquences IRM adaptées a I'imagerie de I'intestin chez I’'animal en respiration libre
ont été utilisées dans des modeles d’inflammation systémique, de colite, d’ischémie
mésentérique et de SEP. L'immunohistochimie a permis de vérifier la spécificité de la

technique.

Principaux résultats

e En ciblant MAdCAM-1, I'IRM moléculaire permet la détection du niveau

d’inflammation dans des modeéles murins de pathologies intestinales.

e (Cette technique est compatible avec le suivi longitudinal nécessitant la répétition de

plusieurs examens chez le méme sujet.

e L’'IRM moléculaire de MAdCAM-1 met en évidence la présence d’une importante

inflammation intestinale dans un modeéle de SEP récurrente-rémittente.

Article en préparation
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Etude 3 : Imagerie moléculaire de I'inflammation intestinale

Introduction

L’axe intestin-cerveau désigne les interactions et les influences que peut avoir I'intestin
sur le cerveau (et inversement). De récentes études suggérent que ce dernier pourrait jouer
un rble dans la SEP. En effet, il a été montré que les patients atteints de maladies
inflammatoires de I'intestin ont un risque accru de développer des anomalies du SNC, comme
des lésions de la substance blanche (Dolapcioglu et al., 2013) ou des encéphalites (Aziz et al.,
2013). En accord avec ces données, il a été montré que le microbiote intestinal influe sur
I'inflammation du SNC pendant I'EAE (Lee et al.,, 2011) et qu’une augmentation de la
perméabilité de la barriére intestinale a lieu pendant I'EAE chronique (Nouri et al., 2014).
Ainsi, les perturbations intestinales semblent jouer un réle dans la physiopathologie de la SEP.
Les objectifs de cette étude ont été de développer une technique d’IRM moléculaire in vivo
permettant de visualiser I'inflammation intestinale puis de déterminer si cette technique
permet de suivre l'activité de la maladie chez des souris atteintes d’'un modéle de SEP

récurrente-rémittente.

Matériel et Méthodes

Animaux

Les animaux utilisés dans cette étude sont des souris swiss méales et des SIL/J femelles
(8 semaines). Les animaux sont hébergés dans des cages standards répondant aux normes
européennes de type 4, dans une piece sous atmosphere de 20 a 30 Pa, maintenue sous une
température de 21°C +/-1°C. Ces derniers sont nourris ad libitum, la litiere et I'eau son
changées toutes les semaines. Les expériences sur les animaux ont été effectuées

conformément aux directives francaises (décret 87/848) et européennes (directive 86/609).
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Modeéle d'inflammation systémique induite par le LPS
Les souris swiss regoivent une injection intrapéritonéale (i.p.) de LPS de E. coli (1 mg/
kg, 0111: B4, Sigma-Aldrich, Lisle d'Abeau, France). Les IRM sont effectuées 48 heures aprés

['administration du LPS.

Ischémie mésentérique

Les souris swiss sont profondément anesthésiées avec 5% d’isoflurane dans un
mélange contenant respectivement 30% et 70% d’02/N,0. Une fois I'anesthésie stabilisée, les
souris sont maintenues sous anesthésie a 2,5% d’isoflurane dans un mélange 30% et 70%
d’02/N20 et sont placées sur le dos sur une couverture chauffante contrélée par une sonde
anale. L'abdomen de I'animal est rasé et nettoyé avec une solution alcoolisée. Une incision est
réalisée sur I'abdomen afin d’extraire l'intestin gréle, et d’occlure I'artére mésentérique
supérieure a I'aide de clamps vasculaires. L'intestin est placé entre deux compresses imbibées
de solution saline afin d’éviter son asséchement. Aprés 60 minutes d’occlusion, les clamps
sont retirés, l'intestin est replacé dans I'abdomen et la peau est suturée. Les mémes
manipulations sont réalisées pour les animaux controles, excepté que I'artére n’est pas occlue.
Les animaux sont ensuite réveillés et replacés dans leur cage. lls sont enfin surveillées de fagon

rapprochée jusqu’a I'examen IRM.

Modéle de colite aigue induit par le Dextran Sodium Sulfate (DSS)

Ce modele est réalisé selon un protocole précédemment décrit (Wirtz et al., 2007).
Brievement, le DSS (Sigma-Aldrich, Lisle d'Abeau, France) est dilué dans I’eau de boisson des
souris swiss a une concentration de 4% pendant 8 jours. La solution est changée aux jours 3
et 5. Les animaux contréles recoivent la méme eau de boisson sans DSS. Les animaux sont
pesés quotidiennement a la méme heure, et les scores cliniques suivant de consistance des
selles et de saignement sont réalisés.

Score de consistance des selles : 0 : normal ; 1 : molles mais toujours formées ; 2 : tres molles ;

3 : diarrhée liquide.

Score de saignement : 0 : rien d’anormal ; 1 : traces légéres de sang au niveau de l'anus ; 2 :

traces de sang visibles dans les selles ; 3 : saighement anal important.

84



Résultats étude 2

Encéphalite auto-immune expérimentale

L'EAE est induite chez des souris SIL/) femelles de 8 semaines (Janvier) via une
immunisation avec 200ug de protéine protéolipidique recombinante (PLP13s-151, Eurogentec)
dans une émulsion mélangée (rapport volumique 1: 1) avec adjuvant complet de Freund (CFA;
Difco Laboratories) contenant 800 ug de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (MBT; Difco). Les
animaux controle (CFA) sont injectés avec une solution saline mélangée avec du CFA
contenant 800 pg de MBT. L'émulsion est administrée grace a des injections sous-cutanées
situées au niveau de |'épaule et des flancs (quatre sites au total, 50 uL a chaque site
d'injection). Une injection intrapéritonéale de 200 ng de toxine dérivée de Bordetella pertussis
(Sigma-Aldrich) dans 200uL de solution saline est réalisée sur I'ensemble des animaux 48

heures aprés l'immunisation.

Préparation des tissus

Les animaux sont anesthésiés dans un premier temps avec 5% d’isoflurane dans un
mélange contenant respectivement 30 et 70% d’O. et N0 respectivement. Une fois
I'anesthésie stabilisée, les souris sont maintenues sous 3% d’isoflurane dans un mélange
contenant 30% et 70% d’02/N20. Les animaux sont perfusés par voie intra-cardiaque avec
50ml de liquide physiologique hépariné (0,9%) a un débit de 15ml/minute. Les tissus sont
ensuite prélevés et fixés pendant 48h dans un mélange contenant 0,2% d’acide picrique et 2%
de paraformaldéhyde dans du tampon phosphate 0,1mol/L a pH 7,4. Les tissus sont
cryoprotégés durant 24h dans du tampon phosphate contenant 20% de sucrose et inclus dans
un milieu d’enrobage (Tissue freezing medium, Leica) et congelés a -80°C jusqu’a utilisation.
Ils sont ensuite coupés a I'aide d’un cryotome (Leica CM3050), avec une épaisseur de coupe
de 10um. Ces coupes sont récoltées sur des lames recouvertes de poly-lysine et stockées a -

80°C.

Immunohistochimie

Les lames sont passées dans quatre bains de tampon Coons azide (contenant du
véronal sodique, du chlorure de sodium, de I'acide chlorhydrique, de I'azide et de I'eau) a un
pH 7,4. Les anticorps primaires sont dilués dans du tampon Coons azide contenant 0,25% de
Triton. Les lames sont incubées en chambre humide avec les anticorps primaires (anti-

collagéne-4 de cheévre, 1/800%, SouthernBiotech et anti-MAdCAM-1 de rat, 1/1000¢,
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BioLegend) pendant une nuit a température ambiante. Le lendemain, les lames sont rincées
dans un tampon Coons azide. Les anticorps primaires fixés sont révélés grace a des anticorps
secondaires dilués au 1/600° dans du tampon Coons azide pH 7,4 avec 0.25% de Triton. Les
lames sont incubées avec les anticorps secondaires pendant 1h30 a température ambiante.
Les coupes, une fois rincées, sont montées entre lame et lamelle dans un milieu de montage
contenant du DAPI, marquant I’ADN nucléaire et donc les noyaux cellulaires. La spécificité des
immuno-marquages est vérifiée avec des tests immunohistologiques classiques. Les coupes
sont ensuite examinées avec un microscope a épifulorescence (DM6000B ; Leica), les images
digitales sont acquises en utilisant une caméra (C11440; Hamamatsu) et le logiciel

MetaMorph (Leica).

Couplages de MPIOs avec les anticorps

Les anticorps de rat anti-MAdCAM-1 (120702; BiolLegend) ou anti-IgG (Jackson
ImmunoResearch) sont couplés aux MPIOs (diametre 1,08 um) dans du tampon borate (pH
9,5) par incubation a 37 ° C pendant 48 h. Un total de 40 pg d'anticorps est utilisé pour 1 mg
de MPIO. Les MPIOs sont ensuite lavés dans du PBS contenant 0,5% de BSA a 4°C et incubés
pendant 24h a température ambiante, pour bloquer les groupes actifs restants. Les MPIOs
sont rincés dans du PBS (0,1% de BSA). Pour désagréger les agrégats de MPIO, une procédure
de sonication a faible intensité est effectuée pendant 60s. Par la suite, les MPIOs sont stockés

a 4°C dans un tampon PBS sous agitation constante pour empécher la formation d'agrégats.

Imagerie par résonnance magnétique (IRM)

Une IRM pondérée en T2* (résolution spatiale de 150 um x 75 um x 75 um, résolution
isotrope de 75 um, TE/TR 8.6/200 ms et un angle de basculement (FA) de 25 °) est effectuée
pour visualiser les MPIO (temps d'acquisition = 10 min) dans le systéme nerveux central. Une
deuxiéme séquence d’'IRM pondérée en T2* (résolution spatiale de 380um x 98um x 98um,
résolution isotrope de 98 um, TE/TR 4.7/153 ms et un angle de basculement (FA) de 30°)
est effectuée pour visualiser les MPIO (temps d'acquisition = 2min37s) dans l'intestin gréle et
le colon. Toutes les images pondérées en T2* a haute résolution de cette étude sont des
projections d'intensité minimale de trois tranches consécutives. Le cas échéant, les souris
recoivent de maniére aléatoire des MPIOs-algG, des MPIOs-aMAdCAM-1 ou des

MPIOs-aP-sélectine. Bien que les injections de MPIOs soient effectuées en dehors de I'aimant,
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les positions des souris pendant les acquisitions pré et post-MPIOs ne changent pas (les souris
sont placées exactement a la méme position et ne sont pas retirées du support).

Afin de d’obtenir une imagerie intestinale spécifique et de bonne résolution, les
animaux sont privés de nourriture 24h avant I’examen IRM, et le contenu de leur tube digestif
est éliminé par I'administration de colopeg ® (qui est ajouté a I’eau de boisson). Deux heures
avant I'examen IRM, du phloroglucinol (spasfon®) est administré aux souris par voie orale afin

de limiter les mouvements importants de I'intestin pendant I'acquisition des images IRM.

Expérience de compétition

Afin d’évaluer la spécificité des MPIOs, I’anticorps anti-MAdCAM-1 seul est injecté une
heure avant l'injection des MPIOs-aMAdCAM-1. Pour cela, les animaux LPS sont anesthésiés
afin de réaliser la pose des cathéters veineux et les injections d’anticorps anti-MAdCAM-1 ou
d’lgG. Ensuite, les animaux sont réveillés et replacés dans leur cage. Une heure apreés, les

animaux sont ré-anesthésiés pour la réalisation de I'imagerie.

Résultats

I. Mise au point de I'IRM moléculaire spécifique de I'inflammation intestinale.

Dans un premier temps, dans le but de développer les séquences IRM et de déterminer la
molécule d’adhésion la plus adaptée a la détection de I'inflammation intestinale, un modele
d’inflammation systémique induit par l'injection de lipopolysaccharide (LPS) comprenant
classiqguement une inflammation intestinale a été utilisé. La premiere étape de cette étude a
consisté a déterminer la molécule d’adhésion vasculaire la plus spécifique de I'inflammation
intestinale. Ayant montré des résultats concluants pour la détection de l'inflammation
précoce du SNC, notre premier choix s’est tourné vers la P-sélectine. Cependant, I'injection de
MPIOs-aP-sélectine dans ce modele d'inflammation induit par le LPS ne montre aucune chute

de signal T2* dans l'intestin (figure 1).
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Figure 1 : Image représentative de 'intestin gréle de
souris soumises a une inflammation systémique
(LPS) aprés injection de MPIOs-aP-sélectine

(séquence pondérée en T2*).

Notre second choix s’est tourné vers la molécule intestinale d’adhésion vasculaire
MAJdCAM-1 (pour Mucosal vascular Addressin Cell Adhesion Molecule 1). En effet, MAdCAM-1
a été proposé comme marqueur de l'inflammation intestinale. Il est régulé a la hausse sur
I'endothélium intestinal au stade tres précoce des pathologies inflammatoires de l'intestin a
et est responsable du recrutement des lymphocytes T (Arihiro et al., 2002; Souza et al., 1999).
L’injection i.v. de MPIOs-aMAdCAM-1 provoque une chute de signal T2* dans l'intestin gréle

des souris atteintes d’inflammation systémique, mais pas chez les souris contréles (figure 2).

After (sham)

After
(LPSmodel)

Figure 2 : L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 révele I'inflammation de l'intestin gréle dans un modéle
d’inflammation systémique. Images représentatives de l'intestin gréle de souris contréles ou soumises a une

inflammation systémique (LPS) avant et apres I'injection de MPIOs-aMAdCAM-1 (séquence pondérée en T2*).
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Cette technique fonctionne également pour le colon. En effet, I'injection i.v. de MPIOs-
aMAdCAM-1 provoque une chute de signal T2* dans le colon des souris atteintes
d’inflammation systémique. Aucun signal important n’est observé chez les souris contréles

(figure 3).

Sham LPS (1mg/kg)

Figure 3 : L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 révéle I'inflammation du colon dans un modeéle d’inflammation
systémique. Images représentatives d’IRM moléculaire de colon (délimité en jaune) de souris contréles ou
soumises a une inflammation systémique induite par le LPS. Les MPI0s-aMAdCAM-1 sont visibles en hyposignaux
(fleches jaunes).

Les MPIOs-aMAdCAM-1 étant capables de détecter I'inflammation intestinale, notre
prochaine étape a consisté a évaluer leur spécificité. Aprés I'examen IRM, les animaux ont été
perfusés et des immuno-marquages ont été réalisés sur des coupes de leurs intestins gréles.
Nous montrons que les MPIOs-aMAdCAM-1 se fixent seulement dans les vaisseaux positifs

pour MAdCAM-1. Aucun MPIO n’est retrouvé en dehors de la lumiére des vaisseaux (figure 4).
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MAdCAM-1/col IV/ DAPI/ Bright Field I

Figure 4: Images immuno-

histologiques  de  vaisseaux
intestinaux (marqués en vert par
col 1IV) de souris LPS apres
injection de MPI0Os-aMAdCAM-1.
Les MPIOs-MAdCAM-1 se lient
seulement dans la lumiere des
vaisseaux positifs pour MAdCAM-

1 (marqués en rouges).

L'inflammation peut induire des phénomenes d’augmentations de la perméabilité
vasculaire. L'IRM moléculaire ayant pour but de détecter les molécules d’adhésions vasculaire,
il estimportant que le signal observé ne soit pas d( a une extravasation des MPIOs. En accord
avec le fait que le signal induit par les MPIOs n’est pas di a des phénoménes de
microthromboses ou a une extravasation de ces derniers, I'injection de MPIOs-algG controles
n’induit pas de chute du signal dans l'intestin gréle et dans le colon des animaux LPS (figure

5).

Before MPIOs-IgG | | After MPI1Os-IgG | B| After MPIOs-IgG

>

Small intestine

Colon

Figure 5: La spécificité de I'IRM moléculaire de MAdCAM-1 n’est pas due a une microtrombose ou une
extravasation des MPIOs. L'injection de MPIOs-algG n’induit pas de chute de signal dans I'intestin gréle (A) ou
le colon (B) des animaux soumis a une inflammation induite par I'injection de LPS.
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Afin de confirmer que le signal observé est bien di a la fixation des MPIOs sur la
protéine MAdCAM-1, une expérience de compétition a été réalisée dans le modele LPS.
L'injection d’un anticorps anti-MAdCAM-1 une heure avant linjection des
MPIOs-aMAdCAM-1 empéche la fixation de ces derniers (figure 6B). L'injection d’lgG
controles ne modifie pas la fixation des MPIOs-aMAdCAM-1 (figure 6A).

A | 1gG pretreatment | B adMAdCAM-1 pretreatment Figure 6 : Le signal induit par les
— MPIOs-aMAdCAM-1 est da a leur
fixation sur la protéine
MAdCAM-1. (A) L’injection d’IgG
n‘empéche pas la fixation des
MPIOs.  (B) linjection de
I’anticorps anti-MAdCAM-1
prévient la fixation des MPIOs.

<

En accord avec la littérature qui montre que MAdCAM-1 n’est pas exprimé par les
cellules endothéliales du SNC (Steffen et al., 1996), les séquences IRM réalisées sur les
cerveaux des souris du modele LPS montrent que les MPIOs-aMAdCAM-1 ne se fixent pas

dans le SNC (figure 7), démontrant ainsi la spécificité de cette technique pour I'intestin.

Figure 7 : Séquences pondérées en

| MPIO-aMAdCAM-1 H MPIO-aVCAM-1 l T2* de cerveaux d’animaux 48h

apres l'injection de LPS. Aucune

fixation de MPIOs-aMAdCAM-1
n’est observée malgré
'inflammation cérébrale dévoilée

par les MPIOs-aVCAM-1.

Afin d’évaluer la compatibilité de cette technique avec la réalisation d’examens
répétés, des IRM moléculaires ont été réalisées avant et a différents temps apres l'injection
des MPI0s-aMAdCAM-1 (10 minutes, 1 heure, 4 heures et 24 heures apres injection) (figure
8). Aucun signal n’est observé avant l'injection des MPIOs aussi bien dans l'intestin gréle
(figure 8A) que dans le colon (figure 8B) des animaux LPS. Inversement, un important signal
est observé 10 minutes apres l'injection des MPIOs. De facon intéressante, une disparition du

signal est observée de maniére dépendante au temps. Ainsi, trés peu de signal persiste 4h
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apres l'injection des MPIOs, pour étre complétement absent 24h aprés l'injection. Les
cinétiques de décrochage des MPIOs sont semblables pour l'intestin gréle (figure 8A) et le

colon (figure 8B).

A | Before B Before

| +10min

Figure 8: L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 est compatible avec le suivi longitudinal de l'inflammation
intestinale. (A) IRM moléculaire de MAdCAM-1 de l'intestin gréle avant et 10 minutes, 1 heure, 4 heures et 24
heures aprés l'injection des MPIOs-aMAdCAM-1. (B) IRM moléculaire de MAdCAM-1 du colon avant et 10
minutes, 1 heure, 4 heures et 24 heures apres l'injection des MPIOs-aMAdCAM-1.

Il. L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 détecte I'inflammation dans des modeéles de colite et

d’ischémie mésentérique.

Par la suite, dans le but d’étre plus proche de la clinique, des examens d’IRM
moléculaires de MAdCAM-1 ont été réalisés sur un modeéle de colite intestinale induite par

I’administration orale de dextran sodium sulfate (DSS) (figure 9). En accord avec la pathologie
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humaine, une perte de poids (figure 9A) accompagnée de saignements (figure 9B) et d’une
perte de consistance des selles (figure 9C) sont observés dés 6 jours apres de début du
traitement au DSS. Le suivi longitudinal des animaux avec I'IRM moléculaire de MAdCAM-1

démasque une inflammation qui croit avec le temps, pour devenir maximale au jour 11 (figure

9D).

A — Body weight B o ; . Blood score C g 4 - Stool consistency
(%]
: s
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Chronic DSS treatment (experimental model of colitis)
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-
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Figure 9 : L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 révéle I’augmentation de I'inflammation du colon dans un modele
de colite. (A) La diminution du poids des animaux débute aprés une semaine de traitement au DSS. (B) Les
saignements s’intensifient au cours du temps pour atteindre un pic a 9 jours. (C) La perte de consistance des selles
débute apreés 6 jours de traitement au DSS, et devient maximale apres 8 jours. (D) Le signal induit par les
MPIOs-aMAdCAM-1 augmente avec |'aggravation clinique des animaux soumis au traitement avec du DSS.

L'ischémie mésentérique est due a I'occlusion d’une ou de plusieurs artéres irriguant
I'intestin (Hohenwalter, 2009). L'IRM n’apportant pas d’avantage par rapport au scanner, elle
n’est aujourd’hui pas utilisée en clinique dans le diagnostic de cette pathologie mortelle. Ainsi,
la détection de la surexpression de MAdCAM-1 avec I'IRM pourrait s’avérer bénéfique dans le
diagnostic de l'ischémie mésentérique. L'étape suivante de cette étude a ainsi consisté a

tester la capacité de I'IRM moléculaire a révéler I'inflammation intestinale dans un modele
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murin d’ischémie mésentérique. 48h aprés l'ischémie (occlusion de 60 minutes, puis
reperfusion), I'IRM moléculaire de MAdCAM-1 révele une activation vasculaire visible en
hyposignaux dans la région ischémiée (Figure 10B). Aucun signal n’est détecté chez les

animaux controles (figure 10A).

A | Mesenteric Ischemia

Small intestine

Figure 10 : L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 révele I'inflammation intestinale dans un modele d’ischémie
mésentérique. (A) Image représentative d’IRM moléculaire de MAdCAM-1 des animaux contrdles, chez lesquels
I'ensemble des manipulations chirurgicales ont été réalisées a I'exception de l‘occlusion des arteres
mésentériques. (B) Image représentative d'IRM moléculaire de MAdACAM-1 des animaux ayant subi une occlusion
des artéres mésentériques. Les IRM moléculaires sont effectuées 48h apres la reperfusion.

Ainsi, la premiére partie de cette étude a consisté en la mise au point d’'une technique
d’IRM moléculaire adaptée a I'imagerie de I'inflammation intestinale. Pour cela, les MPIOs ont
été couplé a des anticorps reconnaissant la protéine intestinale d’adhésion vasculaire
MAdCAM-1. Cette technique s’est avérée efficace dans la détection de I'activation vasculaire
de différents modeles de pathologies intestinales, comme des modeles d’inflammation
systémique, de colite ou d’ischémie mésentérique. De maniére intéressante, cette technique
n’est pas adaptée a la détection de I'inflammation du SNC, et n’interfére donc pas avec I'|RM
moléculaire de la P-sélectine. La seconde étape de ce projet a consisté en |'utilisation de I'IRM
moléculaire de MAdCAM-1 et de P-sélectine dans I’étude de I’axe intestin-cerveau dans un

modele de SEP.
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lll. 'IRM moléculaire de MAdCAM-1 démasque l'inflammation intestinale dans I’'EAE

récurrente-rémittente.

Afin d’étudier I'inflammation du SNC et de I'intestin dans un modéle de SEP récurrente-
rémittente, deux types de MPIOs ont été utilisés. Dans un premier temps, les
MPIOs-aMAdCAM-1 sont injectés en i.v. et I'animal est placé de facon a imager l'intestin, en
laissant le cathéter veineux en place. Une fois I'acquisition des images de I'intestin terminée,
les MPIOs-aP-sélectine sont injectés par le méme cathéter et I'animal est replacé de fagon a

imager le SNC.

Les signaux IRM induits par les MPIOs-aMAdCAM-1 révelent que I'activation
endothéliale de l'intestin a lieu pendant la phase active de la maladie (pendant la poussée).
Cette inflammation intestinale survient ainsi pendant |’activation vasculaire du SNC. Au
contraire, cette inflammation diminue aussi bien dans I'intestin que dans le SNC pendant la
récupération (figure 8). Ainsi, I'inflammation intestinale semble suivre I'inflammation du SNC
révélée par les MPIOs-aP-sélectine. L'inflammation intestinale, qui est plus faible chez les
animaux contrdles, indique que I'inflammation observée dans I'EAE n’est pas due a I'injection

des adjuvants injectés pendant I'induction (figure 11).
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Figure 11 : L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 démasque l'inflammation intestinale pendant la poussée de I'EAE.
A gauche: I'imagerie moléculaire de la P-Sélectine et de MAdCAM-1 ne réveéle pas de chute du signal induit par
les MPIOs dans l'intestin et le SNC des animaux simulés. En retour, I'imagerie moléculaire de la P-Sélectine et de
MAdCAM-1 révéele une chute du signal induit par les MPIOs dans l'intestin et le SNC au cours de la poussée
(images du milieu) et une disparition du marquage pendant la récupération (images de droite).

IV. Conclusion

Cette étude fait état pour la premiére fois d’IRM moléculaire de I'intestin. En ciblant la
protéine MAdCAM-1, nous montrons qu’il est possible de détecter de maniére précise
I'inflammation intestinale et ainsi de démasquer les perturbations ayant lieu dans différents
modeéles de pathologies intestinales et pendant les poussées d’un modele murin de SEP. Cette
étude pourrait faciliter le diagnostic des pathologies inflammatoires de l'intestin et pourrait
aider a prendre en compte la gestion de I'inflammation dans les soins aux patients atteints de

SEP.
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Etude 3 : Une voie péri-vasculaire entraine la circulation du liquide
céphalo-rachidien dans la moelle épiniere de la souris et est

modifiée dans un modele de sclérose en plaques

Contexte de I'étude

Le flux de LCR dans le parenchyme du cerveau est décrit chez la souris sous le concept
de « systéeme glymphatique » (lliff et al., 2012). Brievement, le LCR circule dans le tissu
cérébral en passant des espaces péri-artériels vers les espaces péri-veineux, entrainant avec
lui les déchets cellulaires contenus dans le cerveau. Le fonctionnement de ce dernier est connu

pour étre perturbé dans de nombreux modeéles de pathologies cérébrales.

Bien qu’il soit décrit dans le cerveau, aucune étude ne fait état d’un tel systeme dans

la moelle épiniere, ni d’une possible altération de ce dernier dans les modéles de sclérose en

plagues.
Objectifs
e Mise en évidence de I'existence d’'un systeme glymphatique dans la moelle
épiniére des souris.
e Etude du systéme glymphatique dans un modéle murin de SEP.
Méthodes

Une injection de Gadolinium dans la grande citerne (cisterna magna) suivie d’examens
IRM ont permis d’analyser le systéme glymphatique (Gaberel et al., 2014). L'imagerie optique
ex vivo nous a permis d’étudier la diffusion d’'un marqueur fluorescent (Indocyanine green)
apres son injection dans la grande citerne. Enfin, I'immunohistochimie nous a permis
d’observer I'expression d’aquaporine-4 et l'infiltration leucocytaire dans la moelle épiniere

d’un modele de SEP.
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Principaux résultats

e Un systeme glymphatique, semblable a celui précédemment observé dans le cerveau,
est présent dans le parenchyme de la moelle épiniere des souris.

e Le systeme glymphatique est altéré dans la moelle épiniére, mais pas dans le cerveau,
d’un modele murin de SEP.

e En accord cela, nous montrons dans la moelle épiniere du méme modele, une
perturbation de la polarisation de I'expression de I'aquaporine-4 et une accumulation

de cellules dans les espaces péri-vasculaires.

Article soumis
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A perivascular pathway drives cerebrospinal fluid circulation in

the mouse spinal cord and is altered in a model of multiple sclerosis.

Antoine Philippe Fournier, Maxime Gauberti, Aurélien Quenault, Denis Vivien, Richard

Macrez & Fabian Docagne.

Abstract: Cerebrospinal fluid (CSF) flux is drained from the brain parenchyma via a
perivascular pathway. This pathway functions by the virtue of the water channel
aquaporin 4 (AQP4) expressed on astrocyte end feet surrounding cerebral microvessels
within the parenchyma. Here we report that this pathway also exists in the spinal cord
parenchyma of the mouse. By using an intragate T1-weighted high-resolution MRI of the
spinal cord of freely breathing mice injected with a gadolinium chelate in the cisterna
magna, we show that this pathway drives CSF circulation at a rate comparable to what
observed earlier in the brain. Histology revealed that CSF drainage occurs concomitantly
to the expression of AQP4 on astrocyte end feet. In experimental autoimmune
encephalomyelitis, a model of multiple sclerosis affecting primarily the spinal cord,
perivascular CSF flux was reduced in the spinal cord but not in the brain or cerebellum.
This alteration was associated to inflammatory cell accumulation within the perivascular

space and AQP4 disorganisation and associated to a large increase in ventricle volume.
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Introduction

The existence of a paravascular pathway draining cerebrospinal fluid (CSF) through the
cerebral tissue has been originally described in the brain(Rennels et al., 1985). The involvement
of astroglial cells in its functioning later gave rise to the concept of “glymphatic” system(Iliff
et al., 2013). Briefly, the CSF enters the brain parenchyma via Virchow—Robin spaces, diffuses
into the brain parenchyma and drains along the veins through perivascular tunnels formed by
astrocyte end feet (Jessen et al., 2015). The water channel Aquaporin 4 (AQP4), expressed in a
polarized manner on these astrocyte end feet facilitates the CSF flux by providing a convective
interstitial fluid flux(lliff et al., 2013). The existence of an intramural perivascular pathway is
crucial for the brain physiology because it drives the draining of interstitial fluid and solutes
from the parenchyma(Engelhardt et al., 2016). Recent studies have shown an alteration of
perivascular CSF flux during ageing and in several models of neurological diseases such as
Alzheimer’s Disease(Peng et al., 2016) traumatic brain injury(lliff et al., 2014), vascular
dementia(Venkat et al., 2017), stroke(Gaberel et al., 2014) or subarachnoid
hemorrhage(Goulay et al., 2017).

Surprisingly, no study has so far investigated whether a perivascular CSF flux comparable to
what reported in the brain existed in the spinal cord parenchyma, despite the necessity of a
drainage system in the spinal cord too. Moreover, this perivascular drainage system may be
altered in neurological diseases like amyotrophic lateral sclerosis, spinal muscular atrophy or
multiple sclerosis. In the present study, we developed an original method allowing to image the
circulation of CSF through the mouse spinal cord using high resolution MRI in freely breathing
mice. We give the evidence of a perivascular CSF drainage in the mouse spinal cord
parenchyma, and show that it can be altered in the spinal cord of mice subjected to experimental

autoimmune encephalomyelitis (EAE), a model of multiple sclerosis.
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Results and discussion

The existence of a perivascular CSF flux can be evidenced by the minimally invasive injection
of tracers in the cisterna magna (lliff et al., 2013; Gaberel et al., 2014) and the observation of
its apparent diffusion within cerebral tissues. Using this method, we observed by ex-vivo
imaging the broad diffusion of indocyanine green within the spinal cord parenchyma after 1h
(Figure 1A and corresponding quantification, Figure 1B). Our team previously reported that
magnetic resonance imaging (MRI) can be used to follow the clearance of contrast agents via
the perivascular CSF flux after their injection in the cisterna magna. One hour after injection
of DOTA-Gd into the cisterna magna, we observed two types of T1 hypersignal: first, a strong
hypersignal at the border of the spinal cord (Figure 1C, yellow arrows), corresponding to the
classically described arachnoid CSF flux (Rennels et al., 1985); second, a more diffuse
hypersignal within the whole spinal cord parenchyma (Figure 1C, white arrows), which showed
that the contrast agent had reached all spinal cord regions. This hypersignal then gradually
decreased (4h and 24h, Figure 1D, and corresponding quantification, Figure 1E-F). These
results indicate that a perivascular CSF flux drives the clearance of solutes from the spinal cord
parenchyma at a rate comparable to what previously reported in the brain(Gaberel et al., 2014).
It has been estimated that the CSF is completely renewed four times by day(Sakka, Coll and
Chazal, 2011) and our data indicate that the spinal cord perivascular CSF flux participates to
this process.

The presence of AQP4 around the vessels is believed to play a role in the establishment of the
perivascular CSF flux: by causing a polarized flux of water, AQP4 would cause a convective
CSF flux between the astrocytic end-feet(Jessen et al., 2015). In line with this hypothesis,
astrocytic end-feet within the brain contain a 10-fold higher density of AQP4 than other
membranes(Nagelhus et al., 1998). Our next step was to confirm that AQP4 was displayed on

astrocyte end feet surrounding spinal cord vessels, as previously reported in brain
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vessels(Nielsen et al., 1997). Immunostainings showed that AQP4 staining surrounds the
vasculature of the spinal cord parenchyma (Figure 1G), in a manner comparable to what
previously observed in the brain(Nielsen et al., 1997).

Together, these data show that a perivascular CSF flux drives solute efflux from the spinal cord
parenchyma via a pathway which shares functional and structural characteristics with the
“glymphatic” system previously described in the brain(lliff et al., 2013).

Then, we investigated whether the spinal cord-wide fluid transport could be altered in case of
spinal cord disease. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a widely used
model of multiple sclerosis which consists in the induction of an autoimmune response against
myelin peptides, with a strong neuroinflammatory reaction within the spinal cord. Given the
importance of CNS fluid drainage in inflammation and immune response to the
CNS(Engelhardt, Vajkoczy and Weller, 2017), we addressed whether EAE is accompanied by
a reduction of perivascular solute flux in the spinal cord parenchyma.

After injection into the cisterna magna, DOTA-Gd diffused within the spinal cord parenchyma
of sham animals (as highlighted by T: hypersignal) (Figure 2A and corresponding
quantification, Figure 2B) in the same manner as what observed in control animals (Figure 1D).
In contrast, T1 hypersignal was much lower in EAE animals (Figure 2A and corresponding
quantification, Figure 2B), revealing a reduced diffusion of DOTA-Gd towards their spinal cord
parenchyma. These data were confirmed by the ex-vivo observation that indocyanine green
diffused less through the spinal cord parenchyma of EAE animals than in sham animals (Figure
2C and corresponding quantification, Figure 2D). Noteworthy, the diffusion of DOTA-Gd
(Figure 2E and corresponding quantification, Figure 2F) and indocyanin green (Figure 2G and
corresponding quantification, Figure 2H) were normal in the brain and cerebellum of these
animals. These data show that during EAE, a severe alteration of the perivascular CSF flux

occurs in the spinal cord. A striking fact is that this alteration is restricted to the spinal cord,
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with no measurable modification in the brain or cerebellum. These data are very much in
accordance with previous observations that EAE triggers the spinal cord much more severely
than the brain and the cerebellum(Fournier et al., 2017).

Disorganisation of AQP4 expression on astrocytes end feet is believed to participate in the
reduction of the perivascular CSF flux previously observed in the ageing(Kress et al., 2014) or
degenerating(Peng et al., 2016) brain. We show here that in the spinal cord of EAE animals
AQP4 expression is dramatically disorganised: it is translocated from a perivascular location to
a widespread parenchymal expression (Figure 21). We propose that this disorganization of the
AQP4 system in the spinal cord of EAE animals could drive, at least in part, the disruption of
the perivascular CSF flux. Noteworthy, this process was not observed in the brain (Figure S1)
or cerebellum (data not shown), which matches the above observation that the dysfunction of
the perivascular CSF flux occurs preferentially in the spinal cord, and not in the brain (Figure
2).

We then asked in what extent the disruption of the perivascular CSF flux in the spinal cord
could participate in EAE physiopathology. Noteworthy, we observed that lymphocyte
infiltration occurs preferentially in the spinal cord, with little if any infiltration in the brain and
cerebellum (Figure 2J). This indicates that, in EAE, lymphocyte infiltration occurs
preferentially in the region of the CNS where the perivascular CSF flux is altered, i.e. the spinal
cord. This observation leads us to formulate two opposite hypotheses: On the one hand, the
dysfunction of the perivascular CSF flux pathway could facilitate immune infiltration, which
would make it a cause rather than a consequence of EAE. Nevertheless, this pathway was not
altered in pre-symptomatic animals (Figure 3A and corresponding quantification, Figure 3B),
which stands against an early involvement of perivascular CSF flux pathway dysfunction in the
onset of EAE. On the other hand, the dysfunction of this pathway could result from immune

infiltration, which would make it a consequence rather than a cause of EAE. A possible
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explanation would be that immune cell infiltration together with blood-spinal cord barrier
dysfunction occurring during the early phases of EAE(Fournier et al., 2017) would drive the
detachment of astrocytic end-feet, thus leading to AQP4 translocation and dysfunction of the
perivascular CSF flux pathway. Indeed, AQP4 disorganisation was observed at the vicinity of
perivascular infiltrates only in late EAE lesions, but not in early lesions (Figure 3C).
Inflammatory cells invaded the space between the basal lamina and perivascular astrocyte end-
feet (Figure 3C). This perivascular location is very likely to interfere with perivascular CSF
fluxand were identified as lymphocytes (Figure 3D). Interestingly, the ability of these
lymphocytes to cross the glia limitans is critical for the development of the disease(Agrawal et
al., 2006; Flach et al., 2016). Finally, because the impairment of perivascular CSF flow may
profoundly impair fluid drainage in the whole CNS, we investigated whether the ventricular
size may be modified in EAE animals. Strikingly, ventricles (lateral, third and fourth ventricles)
were twice larger in EAE animals as compared to sham animals (Figure 4). These data
complement the previous observation of an overall increase of ventricle volume in the same
multiple sclerosis model(Aharoni et al., 2013).

The present study gives the first description of a disruption of the perivascular CSF flux in
animal models of EAE and should open a new field of investigation with a potential interest for
the management of multiple sclerosis. Indeed, our study suggests that detection of perivascular
CSF flux impairment could be used for diagnostic purposes. The opportunity of this approach
is reinforced by current investigations giving the basis for non-invasive imaging of perivascular

CSF flux pathway.
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MATERIAL AND METHODS:

Animals: Experiments were performed on female SJL/J mice (Janvier, Le Genest-Saint-Isle,
France) in accordance with the French (Decree 87/848) and the European Communities Council
(Directive 86/609) guidelines. This study and the procedures thereof were approved by the
French ministry of education and research (Project #02654.02; Center agreement
#D14118001). All animals of this study were maintained under specific pathogen-free
conditions at the Centre Universitaire de Ressources Biologiques (CURB, Basse-Normandie,
France).

Intracisternal injection : Specific tracers (indocyanine green or Dotarem) were injected (1 puL
over 1 minute) into the cisterna magna following a previously reported method(Gaberel et al.,
2014) (Gaberel et al., 2014) by using a pulled glass micropipette (diameter=~80 pm).
Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE): Relapsing remitting EAE
(PLP-induced EAE) mice and sham animals was induced in 6/8-week-old female SJL/J mice
following a previously reported method (Fournier et al., 2017).

MRI experiments: MRI was performed on a 7T Pharmascan MRI system (Bruker, Germany)
equipped with surface coils. High-resolution 3D Ti-weighted imaging of the brain was
performed with a Fast Low Angle Shot (FLASH) sequence with the following parameters:
TR/TE 15/3.57 ms, Angle= 25°, Field of View= 20*17*14.4 mm, Matrix= 256*218*96
(leading to a resolution of 78*78*0.15 mm), acquisition time= 5m 14s. High-resolution 2D T1-
weighted imaging of the spinal cord was performed with the following parameters sequence set
as follow : TR/TE 16.4/3.393 ms, Angle=40°, Field of View=20*15 mm, Matrix =256*192,
Slice Thickness : 0.4 mm, acquisition time= 2m 37s. Quantification of the images was

performed using ImageJ (1.48, NIH) in a blinded manner.
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Ex vivo optical imaging: 1h after intracisternal indocyanine green microinjection, brain and
spinal cords were removed and studied with an optical imaging system (Biospace).
Fluorescence is measured (excitation= 650 nm, background= 500nm, emission filter= 700nm)

and quantified with the M3 Vision software (Biospace).

Immunohistochemistry: Euthanasia,tissue preparation and immuostaining was performed as
described earlier(Fournier et al., 2017) (Fournier et al., 2017). Following antibodies has been
used: goat anti- Collagen IV (1:1000; SouthernBiotech), rabbit anti-Aquaporine 4 (1:1000;
Santa Cruz Biotechnology), rat anti-CD4 (1:25; ebioscience) and sheep anti-fibrinogen
(1:10000). Primary antibodies were revealed using Fab'2 fragments of Donkey antirat, rabbit or
goat IgG linked to FITC, TRITC (1:600, Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA). Images
were digitally captured using a Leica DM6000 microscope-coupled coolsnap camera,visualized
with Metavue 5.0 software (Molecular Devices, USA) and further processed using Imagel
1.49e software (NIH). All analyses were performed blinded to the experimental data.

Statistical analysis: Results are presented as the mean + SEM. Normality tests were performed
on all samples (D'Agostino-Pearson omnibus test and Shapiro-Wilk test). When normality
could not be assumed, we used non-parametric tests (Kruskal-Wallis for multiple comparisons
followed by Mann-Whitney's U-test), which are the most stringent in these conditions. Two

groups were considered to be significantly different when p-value < 0.05.
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Figure 1: Spinal cord-wide pathway for fluid transport in the spinal cord. (A) Ex-vivo
optical imaging shows Indocyanine green perivascular influx into the spinal cord parenchyma.
(B) Quantification of fluorescence in spinal cord tissues revealed Indocyanine green diffusion
though the spinal cord parenchyma (n=3-6; p<0.05). (C) Representative axial and sagittal T1-
weighted images before and after DOTA-Gd injection in the cisterna magna, showing the
arachnoid CSF flux (yellow arrows) and the parenchymal influx (blue arrows). (D)
Representative axial and sagittal T1-weighted images after DOTA-Gd injection at indicated
times (+1h; +4h; +24h). (E) Corresponding signal void quantification of the rostral spinal cord
(n=4 /group; *P<0.05). (F) Corresponding signal void quantification of the caudal spinal cord
(n=4 /group; *P<0.05). (G) Immunohistological images ofAQP4 distribution in the mice spinal
cord with a low magnification (upper panel) and a high magnification (lower panel)by Green:

AQP4; red: collagen 1V, blue: cell nuclei, AQP4: aquaporine 4). Scale bar = 10um.
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Figure 2: CSF influx into the spinal cord is reduced in a mouse model of multiple sclerosis.
(A) Representative axial and sagittal T1-weighted images with DOTA-Gd injection in the
cisterna magna, showing a lower perivascular influx of the contrast agent in the EAE spinal
cord compared to sham. (B) Corresponding quantification for rostral and caudal spinal cord of
EAE and sham mice (n=3-4 /group; *P<0.05) (C) Representative ex vivo optical imaging of the
spinal cord after indocyanine green injection in the cisterna magna of EAE and sham mice. (D)

Corresponding quantification of fluorescence (n=3-4 /group; *P<0.05). (E) Representative
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sagittal T1-weighted images of the brain showing a similar perivascular influx of the contrast
agent in EAE mice compared to sham mice. (F) Corresponding quantification for cerebellum
and brain of EAE and sham mice (n=3-4 /group). (G) Representative ex vivo optical imaging
of the wholebrain after indocyanine green injection in the cisterna magna of EAE and sham
mice. (H) Corresponding quantification of fluorescence in cerebellum and brain of EAE and
sham mice (n=3-4 /group). (I) Representative immunohistological images of the AQP4 (green)
distribution in EAE and sham spinal cord (Red: collagen IV; Blue: cell nuclei, AQPA4:
aquaporine 4). Scale bar = 10um. (J) Representative immunohistological images of the CD4
cells infiltration (green) and fibrinogen extravasation (red) of the PLP-induced EAE CNS (Blue:

cell nuclei). Scale bar = 50um.
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Figure 3: Perivascular CSF flux pathway is not altered in pre-symptomatic animals. (A)
Representative axial and sagittal T1-weighted images with DOTA-Gd injection in the cisterna
magna, showing a similar perivascular influx of the contrast agent in the spinal cord of
asymptomatic EAE (24h before onset) compared to sham at the same time. (B) Corresponding
quantification for rostral and caudal spinal cord (n=4 /group). (C) Representative
immunohistological images of the vessels with a low magnification (left panel) and a high
magnification (right panel) of EAE mice at different stage of the disease and sham animals.
(LS: luminal side; PS: previascular space; green: AQP4, red: collagen IV; blue: cell nuclei,
AQP4: aquaporine 4) Scale bar= 10um. (D) Representative immunohistological images of CD4
lymphocytes accumulate in the perivascular spaces in EAE animals (red: collagen IV; magenta:

AQP4; green: CD4; blue: cell nuclei, AQP4: aquaporine 4). Scale bar= 10um.
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immunohistological images of the AQP4 distribution in EAE and sham brain (green: AQP4;

red: collagen IV; blue: cell nuclei, AQP4: aquaporine 4). Scale bar = 10pm.
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Les outils actuellement disponibles en clinique peinent a diagnostiquer précocement
la SEP. Ainsi, le diagnostic de la SEP peut parfois prendre plusieurs années. De nouvelles
stratégies pour détecter I'activité de la SEP sont donc recherchées pour améliorer le diagnostic
et le suivi des patients. Aujourd'hui, alors que I'imagerie par résonance magnétique (IRM) est
largement utilisée pour diagnostiquer et suivre I'évolution de la SEP, aucun outil d'imagerie
ne permet de prédire I'évolution de la maladie et I'efficacité des stratégies thérapeutiques.

Dans la premiere étude de cette thése, nous montrons que I''lRM moléculaire ciblant
la molécule d'adhésion endothéliale P-sélectine démasque les événements pathologiques qui
se produisent dans le SNC de souris soumises a différents modéles de SEP. Cette approche
fournit un suivi spatiotemporel quantitatif de I'évolution de la maladie. De plus, elle prédit
I'apparition d’une rechute chez des souris asymptomatiques ou d’une rémission chez des
souris symptomatiques. Cette étude suggere que I'lRM moléculaire ciblant la P-sélectine
pourrait permettre d’améliorer le diagnostic, le suivi du traitement et la gestion des cycles de
poussées et de rémissions chez les patients atteints de SEP en fournissant des informations
actuellement inaccessibles aux techniques conventionnelles d'IRM. L'imagerie de la
P-sélectine développée dans ce projet a fait l'objet d’un article publié dans le
journal Proceeding of the National Academy of Science of the United States of America
(PNAS) et d’un dépo6t de brevet Européen (n°EP16305132.9).

La deuxiéme partie de cette these concerne I'adaptation de I'imagerie moléculaire a la
détection de linflammation intestinale dans des modeéles animaux de SEP. En effet, la
littérature scientifique suggéere qu’il existe de nombreux liens entre les pathologies
inflammatoires de l'intestin et la SEP. En accord avec cela, cette étude montre que I'IRM
moléculaire ciblant la molécule d'adhésion intestinale MAdCAM-1 démasque une importante
inflammation intestinale durant les poussées d’'un modele animal de SEP récurrente-
rémittente. Cette étude pourrait aider a prendre en compte la gestion de I'inflammation dans
les soins aux patients atteints de SEP et apporter de nouvelles avancées dans le diagnostic et
le pronostic des poussées de SEP en ciblant I'inflammation intestinale.

La troisieme partie de cette thése concerne I'étude de la circulation de LCR dans le
tissu du SNC (concept de systeme glymphatique). Grace a I'utilisation de techniques
d’imagerie in vivo et ex vivo, nous avons pu mettre en évidence I'existence d’un tel flux dans

le parenchyme de la moelle épiniere, ainsi que son altération dans un modeéle de SEP. Cette
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altération pourrait avoir des implications importantes dans la physiopathologie de cette
maladie.

Les résultats et les perspectives des différentes études sont exposés et discutés si dessous.

1. L’IRM moléculaire de la P-sélectine

Cette étude rapporte le développement d'une méthode innovante d'imagerie moléculaire
pour la détection de I'inflammation dans le SNC de souris. En ciblant la P-sélectine et en
utilisant des séquences d'IRM adaptées a I'imagerie de la moelle épiniére, nous avons réalisé
un suivi diagnostique des animaux soumis a une EAE chronique ou récurrente-rémittente.
Cette étude montre la validité de I'imagerie moléculaire visant la P-sélectine pour le suivi de
la maladie et la prédiction de rechutes ou rémissions chez les souris soumises a des modeles

animaux de SEP.
Vers un diagnostic amélioré ?

Aujourd’hui, le diagnostic de la SEP est basé sur la recherche d’une dissémination spatiale
et temporelle des plaques de démyélinisation. Grace a I'utilisation du Gadolinium, les
neurologues peuvent déterminer si une plaque est associée ou non a une altération de la BHE,
et ainsi déterminer si cette derniére est encore active. Cependant, une plaque active ne
présente pas toujours d’altération de la BHE. Inversement, une altération de la BHE ne semble
pas toujours associée a une infiltration de cellules immunitaires et a une démyélinisation
(Ladewig et al., 2009; Weise and Stoll, 2012). Ainsi, I'utilisation de I'IlRM moléculaire pourrait
améliorer le diagnostic en permettant de déterminer l'activité des plaques dépourvues
d’altération de la BHE. En disposant d’une telle technique d’IRM en clinique, les neurologues
pourraient avoir acces a la principale donnée actuellement manquante dans le diagnostic de
la SEP qu’est la détection et la mesure du niveau d’activation vasculaire. De plus, I'effet
prédictif que nous observons chez I'animal nous pourrait permettre d’observer une zone
d’infiltration avant méme qu’elle ne soit touchée par la démyélinisation (substance blanche
d’apparence normale, décrite dans la littérature sous le terme de normal appearing white

matter) et donc avant méme que cette zone ne soit visible avec I'IRM conventionnelle.
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En plus d’aider au diagnostic de la SEP, I'imagerie moléculaire de la P-sélectine pourrait
aider les neurologues dans le suivi de la réponse aux traitements des patients. En effet, une
diminution de signal entre deux examens d’IRM moléculaire permettrait d’affirmer de facon
objective que le patient répond bien au traitement en cours. A I'inverse, cette technique
pourrait également permettre une meilleure réactivité pour un éventuel changement de
traitement si celui-ci s’avere inefficace. De plus, 'effet prédictif de cette technique pour

I’'apparition des rechutes permettrait de traiter les patients plus tot.
Bench to bedside

La principale limitation de la translation de cette technique a la clinique réside dans le fait
qgue les MPIOs utilisées dans cette étude ne sont pas biodégradables. Ces dernieres
s’accumulent de maniére non spécifique et définitive dans le foie. Bien que cette accumulation
ne modifie pas I’évolution de la maladie, le développement d’'un agent de contraste
biodégradable est nécessaire pour envisager une utilisation chez I'Homme. Le récent
développement de nouvelles générations de MPIOs biodégradables compatibles avec I'IRM
moléculaire permet cependant d’envisager une application prochaine vers la clinique (Perez-

Balderas et al., 2017).

L'utilisation d’autres techniques d’imagerie peu invasives pourrait permettre de
contourner ['utilisation des MPIOs non-biodégradables. Par exemple, l'utilisation de la
tomographie par émission de positrons (TEP) permettrait de s’affranchir de I'injection de
MPIOs en les remplagant par un traceur radioactif couplé a un anticorps anti-P-sélectine. Ce
type d’'imagerie est aujourd’hui d’autant plus intéressant que la pauvre résolution spatiale de
la TEP peut étre compensée par l'utilisation de I'imagerie TEP-IRM, permettant d’allier les
données morphologiques de I'IRM ainsi que les données métaboliques et fonctionnelles de la
TEP. Cependant, la validité de l'utilisation de la TEP pour la détection de I'expression de
molécules d’adhésion nécessiterait 'utilisation d’un traceur radioactif a courte demi-vie

plasmatique et ne pouvant pas traverser la BHE altérée.

Quelques heures apreés leur fixation sur la paroi des vaisseaux, les MPIOs se décrochent,
dans nos études chez I’'animal, ce qui permettrait d’envisager la répétition de I'examen sur le
méme sujet. Cependant, les liaisons d’un anticorps sur son antigene sont souvent de forte

affinité, ce qui laisse penser que ce ne sont pas les MPIOs qui se décrochent de la P-sélectine
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mais bien le complexe P-sélectine-MPIOs qui est libéré par les cellules endothéliales. En accord
avec cette idée, il a été montré que la quantité de P-sélectine soluble dans le plasma des
patients atteints de SEP est augmentée pendant les poussées (Kuenz et al., 2005). Il serait
intéressant de déterminer, via des préléevements sanguins, si une telle augmentation de la

P-sélectine chez les patients asymptomatiques est prédictive de I'apparition d’'une poussée.
Caractérisation d’une dissémination spatiale et temporelle

Dans cette étude, nous montrons dans la modele d’EAE chronique induit par la MOG, que
le signal induit par la fixation des MPIOs-aP-sélectine suit la méme dissémination spatiale et
temporelle que l'infiltration des lymphocytes. Or, l'infiltration des leucocytes ne dépend pas
seulement du niveau d’expression des molécules d’adhésion, mais également de I'importance
des contraintes de cisaillement (correspondant aux frottements exercés par le flux sanguin sur
la paroi des vaisseaux). En effet, le niveau d’infiltration est inversement corrélé avec les
contraintes de cisaillement (Xu et al., 2003). Tout laisse a penser qu’il en est de méme pour la
fixation des MPIOs : plus ces contraintes sont importantes, moins ces dernieres seraient aptes
a fixer la paroi vasculaire. Ainsi, la bonne capacité des MPIOs-aP-sélectine a révéler
Iinfiltration lymphocytaire semble due au fait que les éléments qui influent sur leur fixation

influencent également l'infiltration leucocytaire.

L'IRM moléculaire de la P-sélectine dévoile un gradient caudo-rostral de I'activation
vasculaire dans la moelle épiniere des souris atteintes d’EAE progressive. En effet, I'activation
vasculaire touche seulement la partie caudale de la moelle épiniére au début de la maladie,
et s’étend pour atteindre également la partie supérieure de la moelle épiniére au pic de la
maladie. Cette observation est confirmée par une dissémination spatio-temporelle semblable
de [laltération de la barriere hémato-spinale et de [linfiltration lymphocytaire. Nos
observations sur les animaux atteints d’EAE récurrente-rémittente laissent penser que la
méme dissémination spatiale des événements pathologiques se produit dans la moelle
épiniere de ce modeéle, mais de maniére plus rapide (la moelle épiniere étant entierement
touchée dés le score clinique 2). Plusieurs hypothéses peuvent expliquer 'origine de cette
dissémination particulieére. En effet, il semblerait que la barriére hémato-spinale soit plus
perméable dans la moelle épiniére caudale que dans la moelle épiniéere rostrale (Prockop LD,
Naidu KA, Binard JE, 1995). Cette perméabilité accrue pourrait faciliter l'infiltration des
cytokines et des cellules immunitaires dans les régions caudales. De plus, le débit sanguin

121



Discussion

semble plus faible dans la moelle épiniere lombaire que dans la moelle épiniere cervicale
(Duhamel et al., 2009). Ce débit plus faible pourrait réduire les contraintes de cisaillement et
ainsi faciliter l'infiltration des cellules immunitaires dans la partie caudale de la moelle
épiniére.

Cette étude montre que l'infiltration des lymphocytes a lieu majoritairement dans la
substance blanche. En accord avec cela, les MPIOs-aP-sélectine se fixent préférentiellement
dans cette derniére. Cependant, comme I'activation du systeme immunitaire dans I'EAE est
périphérique (immunisation contre les peptides de myéline), il est en effet intrigant que
I'infiltration ne touche pas toutes les régions du SNC. Cette question fait I'objet de
nombreuses recherches dans la communauté scientifique. Il existe plusieurs explications
possibles, comme le fait que les cellules endothéliales de la BHE soient capables d’internaliser
des peptides de myéline pour ensuite les présenter aux LT circulants (Galea et al., 2007; Lopes
Pinheiro et al., 2016). Ainsi, les cellules endothéliales de la substance blanche seraient plus
aptes a recruter les LT activés contre un peptide de myéline. Une deuxieme explication
possible est qu’une premiere vague discréte d’infiltration ait lieu de maniére diffuse dans
toutes les régions du SNC, entrainant par la suite le recrutement d’une seconde vague plus

importante et agressive dans la substance blanche.
Perspectives

Cette étude ouvre de nombreuses autres perspectives. Comme décrit précédemment, les
PC seraient la porte d’entrée des premiers lymphocytes dans I'EAE (cf introduction, chapitre
2.4.4). Plusieurs de nos résultats préliminaires laissent penser que cette technique d’IRM
moléculaire pourrait ainsi permettre de détecter une activation vasculaire des PC de maniere
plus précoce que celle ayant lieu dans la moelle épiniére. A I'aide de I'immunohistochimie,
nous montrons que la P-sélectine, qui n’est pas détectée en condition controle, est détectée
dans le stroma des PC deux jours avant la date d’apparition moyenne des premiers
symptémes. Au contraire, VCAM-1 est détectée de maniére constitutive dans les PC,
empéchant ainsi son utilisation comme marqueur d’activité de la maladie. Enfin, ICAM-1
semble exprimée préférentiellement sur la partie apicale des cellules épithéliales (coté LCR),
rendant sa détection impossible avec une injection i.v. des MPIOs (figure 21). Ces résultats

sont en accord avec la littérature, qui montre que l'infiltration des leucocytes a travers les PC
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dépend de la P-sélectine (Kivisakk et al., 2003; Ransohoff and Engelhardt, 2012; Strazielle et

al., 2016).
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Figure 21 : Figure 20 : La P-sélectine est une cible de choix pour détecter I'activation des cellules endothéliales
des PC dans I'EAE. (A) L’expression de la P-sélectine (marquée en vert) dans les PC (dont les cellules épithéliales
sont marquées en rouge ; TTR= transthyrétine) commence deux jours avant la date d’apparition moyenne des
premiers symptémes de I'EAE. (B) L'expression de ICAM-1 (vert) se produit sur les cellules épithéliales des PC
(marquées en rouge). (C) VCAM-1 (vert) est exprimée de facon constitutive dans le stroma des PC.
(n=3/condition).

Ainsi, grace a son expression dans les PC, la P-sélectine serait un bon marqueur précoce
d’activité de la maladie. La détection de I'expression de la P-sélectine dans les PC grace a I'|RM
moléculaire serait d’autant plus intéressante que la fenestration des vaisseaux des PC ne
permet pas son étude avec I'injection de gadolinium. Nos résultats préliminaires utilisant I'|RM

moléculaire montrent que I'activation des PC se produit bien deux jours avant I'apparition des
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premiers symptomes, et donc au moins un jour avant I’activation vasculaire du parenchyme

de la moelle épiniére et du cerveau/cervelet (figure 22).
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Figure 22 : L'IRM moléculaire de la P-sélectine révéle une activation des PC deux jours avant I'apparition de
'EAE. (A) Images représentatives de I'IRM moléculaire de la P-sélectine en condition contrdle, et chez des
animaux EAE, trois, deux et un jour avant I'apparition des premiers symptémes. (B) La quantification du signal
confirme I'activation précoce des PC, précédant celle de la moelle épiniére et du cerveau (n=3-5/condition,
#p<0.05 par rapport a la méme structure du groupe sham ; *p<0.05 ; ***p<0.001).

Notre hypothese est la suivante : aprés 'immunisation de I'animal contre un peptide de
myéline, les cellules dendritiques présentent ce peptide aux cellules T dans les organes
lymphoides. C’'est I'immunité adaptative. Ceci va conduire au déploiement dans la circulation
sanguine de cellules T mémoire. Les PC étant un lieu de surveillance immunitaire de routine,
ces cellules T vont s’y infiltrer, et étre réactivées par les CPA présentent dans les PC (CPA qui
sont en contact constant avec les peptides de myéline présents dans le LCR). Comme le
montrent nos immunohistochimies, des molécules d’adhésion, comme ICAM-1, sont
présentes sur la paroi des PC afin que les cellules immunitaires puissent y adhérer (figure 20
B). Grace au flux de LCR, les cellules immunitaires vont pouvoir se déplacer rapidement jusqu’a
la moelle épiniére pour y activer les cellules endothéliales, et entrainer le recrutement d’une
seconde vague plus agressive d’infiltration. Cette seconde vague agressive provoquerait la

démyélinisation a I'origine des symptomes de la SEP (figure 23).
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Figure 23 : schéma bilan résumant I'hypothése de I'implication des PC et du flux de LCR dans la pathophysiologie de I'EAE.
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Cette hypothése est d’autant plus plausible que, lors d’'un traumatisme médullaire, des
macrophages sont capables de s’infiltrer a travers les PC et de voyager jusqu’a la lésion de la

moelle épiniere grace au flux de LCR sous-arachnoidien (Shechter et al., 2013).

2. 'IRM moléculaire de Vlinflammation intestinale ciblant

MAdCAM-1

Cette étude rapporte l'adaptation de l'imagerie moléculaire pour la détection de
I'inflammation intestinale. En ciblant MAdCAM-1, une protéine intestinale d’adhésion
vasculaire et en utilisant des séquences IRM adaptées a I'imagerie de I'intestin, nous avons pu
détecter avec une haute résolution spatio-temporelle I'activation vasculaire intestinale des
animaux soumis a des modeéles de pathologies intestinales et de SEP. L'imagerie moléculaire
visant MAdCAM-1 est ainsi capable de démasquer l'inflammation intestinale, et pourrait
permettre de faciliter le diagnostic de nombreuses pathologies. De plus, cette étude pourrait
aider a prendre en compte la gestion de I'inflammation intestinale dans les soins aux patients
atteints de SEP et apporter de nouvelles avancées dans le diagnostic et le pronostic des

poussées de SEP en ciblant I'inflammation intestinale.
Une spécificité pour l'intestin

Il a été montré que MAdCAM-1, qui peut étre exprimée sur les cellules épithéliales des
plexus choroides, n’est cependant pas exprimée par les cellules endothéliales du SNC (Steffen
et al., 1996). En accord avec cela, nous n’observons pas de fixation des MPIOs-aMAdCAM-1
dans le cerveau des animaux LPS, malgré une importante inflammation révélée par les MPIOs-
aVCAM-1. Ainsi, I'utilisation des MP10s-aMAdCAM-1 n’interféere pas avec le signal induit par
les autres MPIOs spécifiques du SNC, permettant ainsi d’imager a la fois I'intestin et le SNC sur

les mémes animaux.
Utilités pour la clinique

Les examens endoscopiques et les biopsies des zones saines et malades sont aujourd’hui
essentiels pour évaluer 'intensité des poussées, I'étendue des lésions et ainsi confirmer le
diagnostic de maladie de Crohn. L'IRM moléculaire non-invasive de MAdCAM-1 développée

dans cette étude est capable d’apporter des informations qualitatives et quantitatives en
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localisant les régions touchées et en mesurant le niveau de I'inflammation. Ainsi, elle pourrait
permettre de réduire la fréquence d’utilisation des examens invasifs actuellement pratiqués
en clinique. Aujourd’hui, I'|RM n’est pas utilisée dans le diagnostic de I'ischémie mésentérique,
car elle n’apporte pas d’avantage particulier par rapport au scanner. L'IRM moléculaire de
MAdCAM-1, qui s’est montrée efficace dans la détection de la région ischémique d’'un modeéle
animal d’ischémie mésentérique pourrait ainsi permettre d’améliorer considérablement le

diagnostic de cette pathologie.

Cette étude montre également que I'IRM moléculaire de MAdCAM-1 est compatible avec
une utilisation répétée et rapprochée des examens IRM. En effet, le signal induit par les MPIOs
diminue avec le temps, témoignant du décrochage de ces derniers. Quatre heures apres
I'injection, la majorité du signal a disparu. Ainsi, cette technique IRM semble compatible avec

le suivi longitudinal des pathologies et le suivi de I'efficacité des traitements.

En plus d’aider au diagnostic et au suivi des pathologies intestinales, 'imagerie moléculaire
de MAdCAM-1 pourrait également permettre de prendre en compte I'inflammation
intestinale des patients atteints de SEP. En effet, en accord avec la description d’une altération
de la barriére intestinale dans un modeéle de SEP progressive (Nouri et al., 2014), notre étude
montre qu’une importante inflammation intestinale, se traduisant par une activation
vasculaire, se produit pendant les poussées d’un modeéle de SEP récurrente-rémittente. Cette
inflammation intestinale ne peut pas étre attribuée a l'injection des adjuvants utilisés dans
I’'EAE car ces derniers sont également injectés aux animaux contréles. Ainsi, I'utilisation de
probiotiques efficaces contre I'inflammation intestinale pourrait s’avérer bénéfique chez les
patients atteints de SEP accompagnée d’une inflammation intestinale. Il a déja été suggéré
gue la gestion de I'inflammation intestinale puisse s’avérer bénéfique dans la SEP car il n’est
pas exclu que I'effet bénéfique du Natalizumab® dans la SEP puisse étre en partie d( a un effet
sur l'intestin, étant donné que 'intégrine VLA-4 partage sa sous unité a4 avec l'intégrine LPAM

qui reconnait MAdCAM-1 (von Andrian and Engelhardt, 2003).
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Perspectives

Plusieurs éléments laissent penser qu’une SEP peut étre déclenchée par un mimétisme
moléculaire entre un peptide bactérien d’origine intestinale et un peptide de myéline (Cf
introduction, chapitre 2.4.5.2). En accord avec cette idée, le syndrome de Guillain-Barré, une
pathologie auto-immune des nerfs périphériques, est dans de nombreux cas déclenché apres
une infection intestinale par le pathogéne Campylobacter jejuni (van den Berg et al., 2014). La
réaction inflammatoire qui suit la contamination par cet agent pathogene conduit a la
production d’anticorps qui réagissent de maniére croisée avec des protéines présentes sur les
nerfs périphériques. En accord avec cette idée de mimétisme moléculaire avec des bactéries
intestinales, nous avons remarqué qu’il est nécessaire de respecter une période
d’acclimatation des animaux (obtenus chez un fournisseur extérieur) a I’'animalerie pour que
ces derniers puissent déclencher une EAE. Dans le cas contraire, I'incidence de I'EAE se voit
considérablement réduite. Nous considérons que durant cette période, I'animal va entrer en
contact avec les pathogénes endémiques a I'animalerie. Il serait intéressant de déterminer
grace a l'utilisation de I'IRM moléculaire de MAdCAM-1 si la présence d’une inflammation
intestinale est nécessaire a l'induction d’une EAE chez la souris. De plus, nous pouvons
imaginer que le niveau d’inflammation intestinale pré-symptomatique mesuré avec I'IRM

moléculaire de MAdCAM-1 sera prédictif de la sévérité de I'EAE.

Il est décrit qu’un stress aigu est capable d’engendrer une inflammation intestinale
accompagnée d’une augmentation de la perméabilité de la barriére intestinale (Kelly et al.,
2015; Vanhaecke et al.,, 2017). De maniére intéressante, les études épidémiologiques
montrent qu’un stress aigu de la vie (déces d’un proche, divorce, déménagement, etc...) est
souvent associé a la survenue d’une rechute chez les patients atteints de SEP (Mohr et al.,
2004). En accord avec cette observation clinique, nous avons constaté que I'application d’un
stress aigu d’évitement de I'eau (water avoidance stress, WAS) multiplie par deux I'incidence

des rechutes d’'un modéle de SEP récurrente-rémittente (figure 24).
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Figure 24 : L'application d’un stress aigu augmente l'incidence des rechutes d’un modeéle de SEP récurrente-
rémittente. (A) Photo du dispositif du stress d’évitement de I'eau (WAS) : les souris sont placées pendant une
heure par jour durant quatre jours sur une plateforme entourée d’eau. (B) Le stress aigu d’évitement de I'eau
est appliqué pendant la récupération compléte des animaux (environ 3 semaines apres l'induction de I'EAE). (C)
Le stress aigu est validé par I'augmentation du nombre de feces des animaux stressés. (D et E) L'incidence des
deuxieme et troisieme poussées est augmentée chez les animaux EAE stressés par rapport aux animaux EAE non
stressés.

Ainsi, en accord avec les données épidémiologiques, cette expérience montre qu’un
stress aigu augmente le risque de survenue des poussées d’un modéle murin de SEP. Cette
augmentation du risque de poussées pourrait-étre due a une augmentation de I'inflammation
et de la perméabilité intestinale. Cette hypothése pourrait étre vérifiée avec I'IlRM moléculaire
de I'inflammation ciblant MAdCAM-1, associée a des mesures de perméabilité de la BHE pour
écarter l'effet direct du stress sur cette derniére. L'utilisation de probiotiques permet
d’atténuer I'effet du stress aigu sur I'inflammation intestinale (Vanhaecke et al., 2017). Il serait
également intéressant d’évaluer I'efficacité de ces probiotiques contre 'augmentation du

risque de poussées suite a un stress aigu dans la SEP et ses modeéles.
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3. Le systeme glymphatique dans I'EAE

Grace a l'injection de traceurs compatibles avec I'IRM ou I'imagerie optique, cette étude
met en évidence I'existence d’une circulation du LCR a travers le parenchyme de la moelle
épiniére. L'imagerie par IRM avec agent de contraste s’avére intéressante car elle permet de
visualiser avec une bonne résolution spatiale et temporelle la circulation du LCR a travers le
parenchyme du SNC in vivo. Ainsi, I'injection de gadolinium dans la citerne conduit a un
rehaussement des espaces sous-arachnoidiens de la moelle épiniere, correspondant au flux
de LCR sous-arachnoidien précédemment décrit dans la littérature, mais également au
rehaussement du parenchyme. Ce rehaussement décroit avec le temps, pour disparaitre
complétement en 24h. Ainsi, cette circulation du LCR dans le parenchyme, connu sous le
concept de « systéme glymphatique », n’est pas restreinte a I'encéphale. En accord avec cela,
les immuno-marquages révelent la présence d’AQP-4 autour des vaisseaux sanguins de la

moelle épiniere, comme cela avait été décrit pour le cerveau.
Un systéme altéré en condition pathologique

L'utilisation des mémes techniques révele une altération de la diffusion du LCR dans le
parenchyme de la moelle épiniére chez les animaux soumis a une EAE. La diffusion du LCR
n’est cependant pas altérée dans le cerveau chez ces mémes animaux. Ainsi, le faible signal
observé dans la moelle épiniere en IRM et en imagerie optique ne peut pas étre attribué a une
mauvaise injection des traceurs. En accord avec ces observations, les immuno-marquages des
animaux révelent que l'infiltration leucocytaire, qui est faible dans I'encéphale, touche
principalement la moelle épiniére. Bien que certaines de ces cellules traversent les pieds
astrocytaires et progressent dans le tissu, d’autres s’accumulent dans les espace péri-
vasculaires contenus entre la lame basale et les pieds astrocytaires. Les immuno-marquages
montrent que nombre des cellules contenues dans les espaces péri-vasculaires sont des LT
CDA4*. Ainsi, en venant obstruer les espaces péri-vasculaires, ces cellules pourraient bloquer la
circulation du LCR dans ces derniers. De maniére intéressante, les immuno-marquages réalisés
sur les animaux EAE révelent également une perte de polarité de 'AQP-4 dans la moelle
épiniére : cette derniére n’est plus spécifiguement exprimée autour des vaisseaux, mais |'est
également a l'intérieur du tissu. Cette expression anarchique de I’AQP-4, qui peut étre due a

une astrogliose, pourrait perturber la circulation du LCR dans le parenchyme spinal.
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Discussion

Tous ces éléments laissent penser que l'altération de la circulation du LCR dans le
parenchyme de la moelle épiniére n’est pas la cause de la maladie mais une conséquence de
I'infiltration leucocytaire. En accord avec cette idée, la diffusion du LCR dans la moelle épiniére

n’est pas modifiée avant I'apparition de la maladie chez les animaux asymptomatiques.

Enfin, étant donné que I'altération de cette diffusion peut diminuer le drainage du LCR et
entrainer une accumulation de ce dernier dans I'encéphale, nous avons étudié la taille des
ventricules chez les animaux EAE. De maniere frappante, les ventricules sont deux a trois fois
plus grands chez les animaux EAE par rapport aux animaux controles. Il est peu probable que
cet élargissement ventriculaire, qui apparait en seulement 48h, puisse étre attribué a une

atrophie cérébrale.
Perspectives

Il a été suggéré que la circulation du LCR dans le parenchyme cérébral puisse étre en partie
provoquée par la pulsatilité artérielle. En effet, lors d’une systole cardiaque, un certain volume
sanguin est expulsé du cceur et se propage dans les artéres, provoquant des changements de
pression a l'origine d’'une onde pulsatile. Bien que la faiblesse des animaux EAE puisse
provoquer des perturbations cardiaques, il est peu probable que ces dernieres soient a
I'origine de I'altération de la diffusion du LCR dans la moelle épiniere sans toucher le cerveau.
Il serait cependant intéressant de vérifier si une modification de la perfusion sanguine locale

n’a pas lieu spécifiguement dans la moelle épiniére des souris EAE.

Les souris déficientes en AQP-4, soumises a une EAE, développent une maladie moins forte
que les souris sauvages (Li et al., 2011). Cet effet bénéfique de I'absence d’AQP-4 pourrait étre
dd a une diminution du flux de LCR a travers le parenchyme cérébral, entrainant une
diminution de la diffusion des cytokines pro-inflammatoires dans les phases précoces de la
maladie. Il serait intéressant d’induire une diminution de la perfusion du LCR dans le
parenchyme au cours des phases précoces de la maladie afin de vérifier si cela est également
bénéfique sur I'évolution de celle-ci. L'injection d’acétazolamide, un inhibiteur de I'’AQP-4
(Kamegawa et al., 2016), dans la citerne d’animaux pré-symptomatiques, permettrait de

répondre a cette question.
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Conclusion

Les critéres diagnostics de la SEP ont considérablement évolués au cours du temps. Les
premieres lignes directrices concernaient uniquement les résultats des examens cliniques
neurologiques du patient. Par la suite, les critéres diagnostics développés par Poser en 1983
se sont essentiellement appuyés sur la réalisation d’examens complémentaires plus objectifs,
comme l'analyse du LCR, la mesure des potentiels évoqués visuels et la réalisation d’examens
IRM. Les criteres de McDonald développés en 2001 puis révisés en 2005 et 2010 notent la

percée de I'IRM, qui est aujourd’hui devenue incontournable dans le diagnostic de la SEP.

A n’en pas douter, le diagnostic de la SEP sera encore amené a évoluer afin d’y ajouter de
nouveaux critéres d’imagerie. En effet, bien que les lésions T2/FLAIR ou positives au
Gadolinium permettent d’objectiver un processus inflammatoire bien engagé, il serait
intéressant de visualiser en IRM les évenements a lorigine de ces phénomeénes
inflammatoires, dans la perspective de diagnostics précoces et de pronostics d’évolution de la

maladie.

Dans ce travail, nous avons développé une technique d’IRM moléculaire permettant de
détecter avec une grande résolution spatiale et temporelle, I'activation vasculaire de la
P-sélectine, qui fait partit des premieres étapes des processus inflammatoires impliqués dans
les modeéles de SEP. De plus, I'IRM moléculaire de MAdCAM-1 développée dans cette these
permet la mesure du niveau d’inflammation intestinale pouvant participer a |la
physiopathologie du modele de SEP. Les stratégies développées dans ces études pourraient
conduire a la création de nouveaux marqueurs d’imagerie utilisables en clinique dans le

diagnostic de la SEP.
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Tout comme le diagnostic, la compréhension de la physiopathologie de la SEP a
considérablement évoluée au cours du temps. Ce qui n’était qu’'une maladie auto-immune
accompagnée d’une altération de la BHE est aujourd’hui considérée comme une pathologie
plus complexe, impliquant plusieurs vagues d’infiltration et de nombreux acteurs nouveaux
comme les plexus choroides et I'intestin. A I'image de cette complexité, nous avons mis en
évidence l'altération du systeme glymphatique dans la moelle épiniére des souris touchées
par un modele de SEP. Bien que I'altération de ce nouvel acteur semble étre une conséquence
de la maladie, due a I'accumulation de cellules immunitaires dans |'espace péri-vasculaire, elle

pourrait avoir des implications importantes dans la physiopathologie de la SEP.
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Multiple sclerosis is among the most common causes of neurological disability in young adults. Here we provide the preclinical
proof of concept of the benefit of a novel strategy of treatment for multiple sclerosis targeting neuroendothelial N-methyl-D-
aspartate glutamate receptors. We designed a monoclonal antibody against N-methyl-D-aspartate receptors, which targets a regu-
latory site of the GluN1 subunit of N-methyl-D-aspartate receptor sensitive to the protease tissue plasminogen activator. This
antibody reverted the effect of tissue plasminogen activator on N-methyl-D-aspartate receptor function without affecting basal N-
methyl-D-aspartate receptor activity (7 =21, P < 0.01). This antibody bound N-methyl-D-aspartate receptors on the luminal sur-
face of neurovascular endothelium in human tissues and in mouse, at the vicinity of tight junctions of the blood-spinal cord
barrier. Noteworthy, it reduced human leucocyte transmigration in an in vitro model of the blood-brain barrier (# = 12, P < 0.05).
When injected during the effector phase of MOG-induced experimental autoimmune encephalomyelitis (#=24), it blocked the
progression of neurological impairments, reducing cumulative clinical score (P < 0.001) and mean peak score (P < 0.001). This
effect was observed in wild-type animals but not in tissue plasminogen activator knock-out animals (1 = 10). This therapeutic effect
was associated to a preservation of the blood-spinal cord barrier (n=6, P < 0.001), leading to reduced leucocyte infiltration
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and highlights the therapeutic potential of strategies targeting the protease-regulated site of N-methyl-D-aspartate receptor.
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Abbreviations: EAE = experimental autoimmune encephalomyelitis; NMDAR = N-methyl-D-aspartate receptor; tPA = tissue
plasminogen activator

Introduction

Multiple sclerosis is a demyelinating disease characterized
by an alteration of the blood-brain and the blood-spinal
cord barriers, and the infiltration of immune cells into the
CNS parenchyma, leading to myelin degradation and
axonal damage.

Studies in animal models of multiple sclerosis have sug-
gested that excitotoxicity, a toxic process resulting from the
excessive activation of glutamatergic receptors, could play a
role in this disease (Pitt et al., 2000; Docagne et al., 2007).
Accordingly, antagonists of the glutamatergic N-methyl-D-
aspartate receptors (NMDAR), such as memantine, attenu-
ate white matter damages in experimental multiple sclerosis
(Manning et al., 2008). In addition to neurons, where they
drive glutamatergic neurotransmission, NMDAR are ex-
pressed in a variety of cell types (Skerry and Genever,
2001; Boldyrev, 2005; Verkhratsky and Kirchhoff, 2007;
Boldyrev et al., 2013). In particular, brain endothelial cells
express NMDAR, which could be involved in blood-brain
barrier maintenance and alteration (Andras et al., 2007;
Reijerkerk et al., 2010).

Several regulatory sites exist on the GluN1 subunit of
NMDAR. Among them, a protease-regulated site has
been identified (Nicole et al., 2001; Fernandez-Monreal
et al., 2004; Samson and Medcalf, 2006; Benchenane
et al., 2007), which leads to the potentiation of NMDAR
signalling by the serine-protease tissue plasminogen activa-
tor (tPA). Interestingly, tPA was suggested to participate in
the pathological features of animal models of multiple scler-
osis. For instance, tPA was reported to promote demyelin-
ation by activation of plasminogen into plasmin (Cammer
et al., 1978) and indirect matrix metalloproteinase (MMP)
activation (Cuzner and Opdenakker, 1999). In parallel, tPA
was described to promote inflammatory reactions in the
CNS by increasing the permeability of the blood-brain bar-
rier (Lopes Pinheiro et al., 2016) and by facilitating mono-
cyte migration through the rat and human blood-brain
barrier in wvitro (Reijerkerk et al., 2008, 2010).
Noteworthy, tPA immunoreactivity in post-mortem tissues
of patients with multiple sclerosis is associated with inflam-
matory cells in the perivascular compartment (Cuzner
et al., 1996) and tPA activity in the circulation correlates
with disease progression (Akenami et al., 1996).

In an earlier study, we showed that the blockade of the
protease-regulated site of NMDAR provides therapeutic
benefits in an animal model of stroke, an effect associated
with reduced blood-brain barrier alteration (Macrez et al.,
2011). Also, previous work showed that NMDAR partici-
pate in leucocyte transmigration (Reijerkerk et al., 2010).
Therefore, we hypothesize that the protease-driven

regulation of NMDAR may also play an important role
in the pathology of multiple sclerosis.

In this study, we tested a strategy of immuno-intervention
aimed at blocking the tPA-induced potentiation of endothe-
lial NMDAR function. Interestingly, this strategy led to a
prevention of disease progression in mouse experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE). We then show that
this therapeutic effect occurs via a direct action on endo-
thelial cells, preventing the alteration of the blood-spinal
cord barrier, resulting in a dramatic reduction of immune
cell entry into the nervous system and a subsequent pres-
ervation of myelin.

Materials and methods

Animals

Male C57BL6/] mice (Janvier) were housed in our local con-
ventional animal facility (CURB, University of Caen). All pro-
cedures were performed according to guidelines of the
institutional ethics committee (Comité Normand d’éthique en
matiére d’expérimentation animale, CeNomExA). Projects
were submitted to this committee for approval in accordance
with the European directive no 2010/63/UE (agreement
number D14 118 001).

Experimental autoimmune
encephalomyelitis

Monophasic EAE was induced in 12-week-old male C57BL6/J
mice (Janvier) via subcutaneous immunization with 200 pg re-
combinant myelin oligodendrocyte glycoprotein (rMOG3;s.55)
in an emulsion mixed (volume ratio 1:1) with Complete
Freund’s Adjuvant (CFA; Difco Laboratories) containing
600pg of heat-killed Mycobacterium tuberculosis H37Ra
(Difco). Control animals were injected with saline mixed
with CFA containing 600pug of heat-killed M. tuberculosis.
All animals were intraperitoneally (i.p.) injected with 200 ng
pertussis toxin derived from Bordetella pertussis (Sigma-
Aldrich) in 200pul saline at the time of, and 24h after
immunization.

Clinical score

Mice were examined daily for clinical signs of EAE and were
scored as follows: 0, no disease; 1, limp tail; 2, hindlimb weak-
ness; 3, complete hindlimb paralysis; 4, hindlimb paralysis plus
forelimb paralysis; and §, moribund or dead. Animals were
euthanized if showing a loss of weight of ~10%. Clinical
score was assessed daily by one person blinded to the
treatment.
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Transfection, immunocytochemistry
and calcium video imaging in
HEK-293 cells

Human embryonic kidney 293 cells (HEK-293 cells) were
grown in the presence of reversible NMDA antagonists
(200uM APS and 2mM MgCly) in a RPMI 1640 medium
supplemented with 5% foetal bovine serum. Cells were trans-
fected by the lipofection method (8ul, FuGENE-6®), with a
mixture containing 2pg of pcDNA3-GluN1-1b and 2 pg of
pcDNA3-GluN2A. For immunostaining experiments, trans-
fected HEK-293 cells were fixed and incubated overnight
(4°C) with the Glunomab (1 pg/ml) in PBS with 4% bovine
serum albumin (BSA). Finally, cells were incubated with a sec-
ondary anti-mouse FITC antibody (1:800) for 1h at room
temperature. Images were taken on a confocal microscope
(Leica SPS). For calcium video imaging, cells were loaded in
the presence of a HEPES-buffered saline solution containing
10 uM fura-2/AM plus 0.1% pluronic F-127 and 20% solu-
tion in dimethyl sulphoxide (30 min, 37°C) and incubated for
an additional 45-min period in a HEPES-buffered saline solu-
tion. Experiments were performed on the stage of a Leica
DMI6000B inverted microscope equipped of a Leica 40 x ob-
jective. Fura-2 ratio images were digitized using Metafluor®
6.1 software (Universal Imaging Corporation).

Epitope mapping

A total of 141 overlapping pentadecapeptides, frame-shifted by
three residues covering the entire amino acid sequence of
GluN1 N-terminal domain (residues 19-371). Briefly, peptides
were assembled using Fmoc chemistry on a cellulose mem-
brane containing an aminopolyethyleneglycol moiety. The C-
terminal residue of each peptide was coupled to the moiety.
After Fmoc deprotection, the other amino acids were sequen-
tially added. Finally the side-chain protecting groups were
removed by trifluoroacetic acid treatment in the presence of
appropriate scavengers, while the linkage of the peptides to the
membrane was maintained. Free cysteines were replaced with
non-reactive acetamidomethyl cysteines. Purified monoclonal
antibodies were incubated on the membrane, and revealed by
a classical western blotting method.

Monocyte and T cell migration

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from buffy
coats obtained from healthy donors (Sanquin Blood Bank,
Amsterdam, The Netherlands) using Ficoll density gradient
(Lymphoprep™, Axis-Shield). For isolation of monocytes
and T cells, we used anti-CD14 magnetic beads (Miltenyi
Biotec) with a MACS® MultiStand and LS Column by passing
3ml of MACS buffer 2 mM EDTA and 0.1% foetal calf
serum in phosphate-buffered saline (PBS)] according to the
manufacturers’ protocol. Human T cell purity was >96% as
assessed by expression of CD3 using flow cytometry per-
formed (FACSCalibur ) using CELLQuestTM software (BD
Biosciences). Isolated T cells were cultured for 48 h before ex-
periments. Effector T cells were generated by adding IL-2
(10ng/ml) and phytohaemagglutinin (1pg/ml) during 48h
(Kooij et al., 2014). The immortalized human brain endothe-
lial cell line hCMEC/D3, which establishes the key features of
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brain endothelium, was cultured as described previously
(Weksler et al., 2005). Migration of primary human mono-
cytes and T cells across confluent monolayers of hCMEC/D3
cells was studied with time-lapse video microscopy as
described previously (Mizee et al., 2014). Freshly isolated
human monocytes or lymphocytes were added (7.5 x 10°
cells/ml) to hCMEC/D3 cells, and the number of migrated
cells was assessed after 4h.

Passive immunization

Injection in the tail vein with the anti-NMDAR monoclonal
antibody (15A4B2ES: Glunomab) or control anti-NMDAR
monoclonal antibody (6C9B6G11: control isotype) (160 g in
200 ul each) was performed at the time indicated (Fig. 1A)
after EAE onset (MOG). Animals were randomly assigned to
the experimental groups. Mortality was null for all procedures/
treatments.

Tissue sampling, histology and
immunohistochemistry

Three animals from each group were perfused transcardially
with 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.4, and their brain and spinal cords were dissected out
and post-fixed in the same fixative for 4h at room tempera-
ture. In addition, human post-mortem tissue of non-neuro-
logical control cases (7 =3) was obtained by rapid autopsy
and immediately frozen in liquid nitrogen (The Netherlands
Brain Bank, Amsterdam, coordinator Dr Huitinga). The
Netherlands Brain Bank received permission to perform autop-
sies for the use of tissue and for access to medical records for
research purposes from the Ethical Committee of the VU
University Medical Centre, Amsterdam, The Netherlands. All
patients and controls, or their next of kin, had given informed
consent for autopsy and use of their brain tissue for research
purposes.

In the case of NMDAR immunohistochemistry, the animal
underwent perfusion with saline-heparin only (without PFA
fixation). After immersion in increasing concentrations of su-
crose [until 30% (w/v)], tissue was cut in coronal cryostat
sections (20 -um thick: Leica, Nussloch) and thaw-mounted
on Superfrost™ Plus slide. After several rinses with phosphate
buffer, the sections used for all immunohistochemistry experi-
ments except for NMDAR, were pre-treated for 20 min with
phosphate buffer containing 3% H,0,, 10% methanol (or
methanol alone for immunofluorescence experiments) and
they were then preincubated for 1h at room temperature in
incubation buffer: 5% appropriate normal serum (Vector) and
0.2% Triton' = X-100 (Merck) diluted in PBS. In the case of
NMDAR immunohistochemistry, the tissue sections were post-
fixed with 4% PFA for 15min, blocked with 0.2% BSA in
Coon’s  buffer, and washed in  Coon’s  buffer.
Immunohistochemistry was performed by incubating sections
overnight at 4°C with the following primary antibodies
(diluted in incubation buffer): Glunomab (1:500), polyclonal
goat anti-collagen IV antibody (1:1000), monoclonal rat anti-
podocalyxin (R&D Systems #192703, 1:250. Kindly provided
by Prof. Eduardo Soriano), monoclonal rat anti CD31 (BD
#553370, 1:2000), polyclonal goat anti-GluN1 C-terminal
antibody GluN1 (Santa Cruz scl1467, 1:100), rabbit
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Figure | A monoclonal antibody directed against NTD-
GluN| (Glunomab), prevents the potentiation of NMDA-
induced calcium influx by tPA. (A) Calcium video imaging per-
formed on HEK-293 cells transiently co-transfected with GluNI-1B
and GIuN2A. After NMDA stimulations (used as baseline), trans-
fected cells were incubated for 20 min with either buffer (control,
n =20 cells), tPA (300nM, n = 26), 6CIB6GI | (control isotype)
(10 pg/ml, n =25), Glunomab (10pg/ml, n =21) alone or in com-
bination (tPA + control isotype, n = 28; tPA + Glunomab, n = 30),
prior to a second set of NMDA stimulations. Although antibodies
from clone control isotype failed to influence tPA-induced potenti-
ation of NMDA-induced calcium influx, Glunomab completely
abolished it (three independent experiments; *P < 0.01). (B)
lllustrative images of immunstaining with Glunomab on HEK-293
cells previously transfected or not with GIuNI-IB and GIuN2A.
Scale bar = 15 um. (C) Immunoblotting of a total of 141 overlapping
pentadecapeptides frame-shifted by three residues covering a part
of the amino acid sequence of GIuNI NTD (amino acids 19-371)
was revealed with Glunomab and control isotype. The figure rep-
resents |0 of 14| peptides analysed (amino acids 157—198). Epitope
mapping identified the epitope for Glunomab (in red, amino acids
163-192).
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monoclonal anti-claudin-5 (Abcam ab131259, 1:1000), rabbit
monoclonal anti-occludin (Abcam ab167161, 1:1000) rabbit
polyclonal anti-ZO-1 (Abcam ab59720, 1:1000), rat monoclo-
nal anti-CD11b (AbD Serotec MCA74G, 1:250), rat monoclo-
nal anti-Ly-6B.2 (AbD Serotec MCA771G, 1:100), mouse
monoclonal anti-MHC-II (eBiosciences 14-5321-81, 1:200,),
mouse monoclonal anti-CD11c (eBiosciences 13-0114-81,
1:200), rat monoclonal anti-CD4 (eBiosciences 14-0042 1:25)
or tomato lectin (biotinylated, 15 pg/ml, Sigma-Aldrich). The
sections were then incubated in buffer containing the corres-
ponding fluorescent secondary antibodies for 1h at room tem-
perature T (1:1000, Invitrogen). Renaissance™ TSA™ Biotin
System Kit (PerkinElmer) together with Texas Red"-conju-
gated Streptavidin (1:200; Jackson Laboratories) was used in
the staining procedure for CD11c¢ labelling. The cell nuclei
were stained with Hoechst 33342 (10 pg/ml, Sigma-Aldrich).
Tomato lectin reaction was detected with Vectastain Elite ABC
reagent (Vector Laboratories). The peroxidase reaction prod-
uct was visualized with 0.05% 3,3'-diaminobenzidine (Sigma-
Aldrich) and 0.003% H>0, in 0.1 M Tris-HCI (pH 7.6) and
the reaction was monitored under a microscope and termi-
nated by rinsing the slides with phosphate buffer.
Eriochrome cyanine for myelin staining was performed as pre-
viously described (Moliné-Velazquez et al., 2011).

Confocal imaging and 3D
reconstruction

Images of double immunostaining (Collagen IV and
Glunomab) were collected using a Leica SPS confocal micro-
scope  with a 100x oil-immersive objective (Leica
Microsystems).  Confocal images were taken at a
1024 x 1024 pixel resolution with a z-step of 0.4 pm.

The 3D structure of the vessel was reconstructed from con-
focal images using Imaris software (version 5.5, Bitplane,
Zurich, Switzerland). Volume and surface functions were used.

Flow cytometry analysis of CNS
inflammatory cells

Mice were euthanized and perfused with PBS. Spinal cords
were digested with collagenase IV (54 U/ml, Sigma-Aldrich)
for 45min at 37°C, resuspended in 30% Percoll®, and
loaded onto 30/70% Percoll® gradient. After centrifuge at
1300g for 30min, myelin was removed from the top of the
gradient and the CNS inflaimmatory cells were collected in
PBS. Cells (10°) were resuspended in S0l of staining buffer
(sterile PBS supplemented with 1% BSA, 1% foetal bovine
serum) and the Fc receptors were blocked for 10 min at 4°C
with anti-CD16/CD32 antibodies (BD Biosciences 553142,
10 pg/ml). After blocking, the cells were labelled with various
fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies: anti-mouse
CD11b PerCP Cy5.5 (BD Biosciences 550993), anti-mouse
F4/80-eFluor 450 (eBiosciences 48-4801-82) and anti-mouse
CD3e APC (BD Biosciences 553066). CNS inflaimmatory
cells were washed twice with staining buffer, they were re-
covered by centrifugation at 1500 rpm for 5 min at room tem-
perature, resuspended in PBS and finally, the samples were
assayed in a FACSCanto' " 1I cytometer (BD Biosciences).
The data were analysed with FlowJo 7.6.4 software
(TreeStar Inc.)
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Statistical analyses

Results are presented as mean = standard error of the mean
(SEM). For calcium video imaging of HEK-293 cells, the re-
sponsiveness was analysed by Wilcoxon signed-rank test to
compare pre-and post-incubation response. In addition, for
group comparison, Kruskal-Wallis tests were used followed
by Mann-Whitney U-tests as post hoc tests. Other statistical
analyses were performed by the Kruskall-Wallis test, followed
by post hoc comparison with the Mann-Whitney’s test.

Results

Design of a blocking monoclonal
antibody directed against the
protease-regulated site of NMDAR

The main goal of this study was to elaborate a strategy of
immune-intervention directed against the site of interaction
of tPA with NMDAR. To this end, we developed a mono-
clonal antibody directed against the precise site of inter-
action of tPA with NMDAR, which could prevent the
effects of tPA on NMDAR function. We first screened a
series of monoclonal antibodies generated using the recom-
binant N-terminal domain (residues 19-371) of GluN1
NTD as antigen. Positive antibodies on ELISA for
GIuN1-NTD (data not shown) were then selected for
their ability to block the potentiating effects of tPA on
NMDAR function as assessed by calcium imaging in
HEK-293 cells engineered to express NMDAR (Fig. 1).
One clone (15A4B2ES: Glunomab) was chosen on this
functional basis (Fig. 1A and Supplementary Fig. 1A). In
transfected HEK-293 cells, tPA (300nM) increased
NMDA-induced Ca** influx by ~40%. Noteworthy, the
co-application of Glunomab prevented this effect of tPA
(Fig. 1A; P < 0.01), while Glunomab did not influence
NMDA-evoked signalling in the absence of tPA (Fig. 1A).
As expected, Glunomab stained HEK-293 cells transfected
with GluN1, but not untransfected cells (Fig. 1B). Another
clone, 6CIB6G11 (control isotype, Supplementary Fig. 1A
and B), failed to block tPA-mediated potentiation of
NMDAR function (Fig. 1A) and was used as a control
isotype throughout the rest of the study. Epitope mapping
showed that Glunomab epitope was localized between
amino acids 169 and 192 of GluN1 sequence (Fig. 1C).
This portion of GluN1 sequence is fully conserved between
mouse, rat and human (data not shown).

Glunomab prevents leucocyte trans-
migration through the blood-brain
barrier in vitro

We used a human iz vitro model of the blood-brain barrier
(hCMEC/D3 cells; Weksler et al., 2005) to test the ability
of Glunomab to block leucocyte transmigration. First, we
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confirmed that Glunomab antibody was able to stain
NMDAR on endothelial cells in this model (Fig. 2A). We
next showed that, under inflammatory condition (TNF
treatment), Glunomab significantly blocked human mono-
cyte migration (+50% of migrated monocytes for TNF
alone compared to basal condition and —63% of migrated
monocytes for the condition TNF + Glunomab compared
to TNF alone; n=12, P < 0.05; Fig. 2B). tPA treatment
increased the transendothelial migration of human mono-
cytes in non—inflammatory condition and in the presence of
TNF (+38% compared to control and 16% compared to
TNF condition, respectively; 7 =12, P < 0.05; Fig. 2C).
Importantly, Glunomab antibody was also able to block
the increase in human monocyte migration induced by
tPA  treatment (+38% of migrated monocytes for
TNF + tPA compared to TNF alone, —53% of migrated
monocytes for TNF + tPA + Glunomab compared to
TNF + tPA and —-38% of migrated monocytes for
TNF + tPA + Glunomab compared to TNF + tPA + con-
trol isoptype; 7 =12, P < 0.05 Fig. 2D). This effect was
not limited to monocyte migration, as it also significantly
blocked human T cell migration using similar conditions
(+70% of migrated T cells for TNF as compared to
basal condition and —58% of migrated T cells for
TNF + tPA + Glunomab as compared to TNF + tPA;
n=12, P < 0.05; Fig. 2E). Control isotype displayed lim-
ited, non-significant effects in these experiments (Fig. 2B, D
and E).

Glunomab binds to NMDAR in the
vicinity of neuroendothelial tight
junctions of the blood-spinal and
blood-brain barrier

Based on these in vitro data, our next step was to test if
Glunomab was able to bind and stain NMDAR on spinal
cord endothelium. We observed a positive immunostaining
with Glunomab on mouse spinal cord microvessels of con-
trol animals (Fig. 3A). A similar pattern of staining was
observed when using an antibody directed against the C-
terminal end of GluN1 (Fig. 3A). Glunomab also revealed
endothelial NMDAR in human tdssues (Fig. 3B).
Interestingly, Glunomab revealed NMDAR co-localized
with the tight junction proteins claudin §, occludin 1 and
zona occludens 1 on mouse spinal cord endothelium (Fig.
3C and Supplementary Fig. 2A). Similar pattern of expres-
sion and co-localization was observed on mouse brain
microvessels (Supplementary Fig. 2B). In contrast, no stain-
ing was observed with Glunomab in brain microvessels
devoid of tight junctions, such as fenestrated capillaries of
the external zone of the median eminence (Fig. 3D and
Supplementary Fig. 3). These data show that NMDAR
are expressed on tight junction-containing, blood-brain/
blood-spinal cord barrier-forming endothelial cells. Using
confocal microscopy after co-immunostaining of Glunomab
with collagen IV and podocalyxin, a marker of luminal
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Figure 2 Glunomab prevents immune cell transmigration through the blood-brain barrier in vitro. (A) lllustrative picture of
Glunomab staining on endothelial cells (hCMEC/D3 cells) on basal condition (control) and after TNF stimulation (right). Scale bar = |5 um. (B)
Human monocyte migration across hCMEC/D3 endothelial cells; effect of Glunomab on control and TNF treated endothelial cells compared to
control isotype (n = 12 in each condition, three independent experiments; *P < 0.05). (C) Human monocyte migration across TNF treated
hCMEC/D3 endothelial cells and the added effect of tPA (n = 12 in each condition, three independent experiments; *P < 0.05). (D) Human
monocyte migration across TNF treated human brain endothelial cells and the added effect of tPA plus inhibition by Glunomab compared to
control isotype (n = 12 in each condition, three independent experiments; *P < 0.05). (E) Human T cell migration across hCMEC/D3 endothelial
cells; effect of Glunomab on control and TNF treated endothelial cells compared to isotype (n = 12 in each condition, three independent

experiments; *P < 0.05). ns = non-significant.

surface, and 3D image reconstruction, we were able to
show that endothelial NMDAR are located at the luminal
surface of CNS endothelium (Fig. 4 and Supplementary
Video 1).

Glunomab stops symptom progres-
sion in EAE by preventing blood-
spinal cord barrier leakage and
immune cell infiltration

The above data show that Glunomab is able to block
immune cell migration across neurendothelial cells
in vitro and that this antibody binds NMDAR expressed
on the neuroendothelium in vivo. We thus hypothesized
that Glunomab could provide therapeutic effects in experi-
mental multiple sclerosis. Based on this, we then tested the
effects of Glunomab in MOG-induced EAE. Our first ap-
proach was to perform three intravenous injections of
Glunomab (160 ug per mouse) at the onset, the effector
phase and the chronic phase of EAE. This treatment led
to a general reduction of clinical score throughout the dis-
ease (P < 0.001 from Day 6 post-onset to the end of treat-
ment, Fig. 5A), illustrated by a reduced cumulative clinical
score (36.7 £ 5.5 versus 72.4 £ 14; n = 24 mice per group,
P <0.001; Fig. 5B) and a reduced mean peak score
(1.9 +£ 0.37 for Glunomab treated mice versus 3.4 + 0.44

for the isotype control; 7 =24 mice per group, P < 0.001;
Fig. 5C). We then tested the therapeutic efficacy of a single
injection of Glunomab performed during the effector phase
of the disease. This single injection was enough to provide
a conspicuous therapeutic effect characterized by a com-
plete blockade of disease progression (Fig. 5D, P < 0.001
from Day 9 post-onset to the end of treatment), illustrated
by a reduced cumulative clinical score (63.4 = 2.2 versus
41.3 £ 3.3, n =24 per group, P < 0.001; Fig. SE) and a
reduced mean peak score (2.2 £ 0.56 for Glunomab treated
mice versus 3.9 £ 0.18 for the isotype control; 7 = 24 mice
per group, P < 0.001; Fig. SF). Noteworthy, in tPA knock-
out animals, Glunomab did not induce any modification of
clinical score throughout the disease (Supplementary Fig.
4A), cumulative clinical score (Supplementary Fig. 4B) or
mean peak score (Supplementary Fig. 4C).

Histological analysis showed that mice treated with
Glunomab displayed a dramatically reduced demyelination
within inflammatory lesions (14.69% =+ 2.05% for EAE
mice treated with the control isotype antibody versus
0.3% + 0.1% for EAE mice treated with Glunomab;
n=6, P <0.001; Fig. 5G-I).

One week after the injection of the isotype antibody
during the effector phase of EAE, we observed a classical
pattern of endothelium activation characterized by the ex-
pression of tomato lectin and VCAM-1 on microvessels of
the spinal cord (Fig. 6A and B), together with an increase in

140

910Z ‘0z Ang uo1sand Aq /310 spewinolpioyxo ureiqy//:diy worj papeojumoq



Autres Travaux

Reduced EAE after NMDAR antibody treatment BRAIN 2016: Page 7 of 14 | 7

A

Glunomab/DAPI

Secondary AB

Mouse spinalcord

Humanbrain

lunomab /Claudin-5
! Collagen-IV

C | Glunomab | aud GlunomabiCla

Mouse spinal cord

Glunomab " I Glunomab/C |I Glunoman/

I Collagen-IV

1q//-d1y woiy papec

=

Qo

o

©

c

=9

@

@ 2

2 =1

> £

= g
3
7
2
as
2k
=2
-
9

=
S
=3
]
=
a
@
@
@
=X
=]
=

910Z ‘0T AInf uo1san

Meadian eminence

Figure 3 NMDAR co-localized with tight junction proteins on endothelial cells at the blood-spinal cord barrier. (A)
Photomicrographs show immunostaining from parallel sections for GluN | subunit on endothelial cells in a blood vessel on the spinal cord of sham
mice by immunofluorescent staining with Glunomab (directed to N-terminal domain of GluNI, in red) and anti-C-terminal domain of GluN|
(GluNI-Cter, in green). Scale bar = 10 um. (B) Confocal photomicrographs show immunostaining for Glunomab (green), CD 31 (red) and
collagen IV (blue) in human brain. Scale bar = 20 um. (C) Confocal photomicrographs show immunostaining for Glunomab (red), collagen IV (blue)
and claudin-5 (green, scale bar = 10 um), occludin (green, scale bar = 10 um) and ZO-1 (green, scale bar =5 um) in the spinal cord of sham mice.
(D) Photomicrographs show immunostaining for Glunomab (in red), and collagen-IV (green) in naive mice. Note the absence of Glunomab staining
in vessels of the external zone of the median eminence (MEm). V3 = third ventricle. Scale bar = 50 um.

the permeability of the blood-spinal cord barrier reflected lectin and VCAM1 on microvessels and for fibrinogen in
by fibrinogen leakage into the perivascular parenchyma the spinal cord parenchyma (—42%, —94% and —84%,
(Fig. 6A and B). In contrast, treatment with Glunomab re- respectively compared to control isotype treatment,
sulted in a drastic reduction of immunostaining for tomato P <0.01; Fig. 6A and B). These data suggest that
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Figure 4 NMDAR displayed at the luminal surface of neurovascular endothelium. Confocal analysis of Glunomab staining (magenta)
location in a collagen IV (blue) and podocalyxin (green) labelled white matter capillary. (A) Image of a longitudinal capillary showing Glunomab
immunostaining in a luminal location with respect to the collagen and podocalyxin immunoreactivity of the endothelial cells. (B) Tridimensional
reconstruction from the capillary showed in A (section indicated with white box), top view. (C) Tridimensional reconstruction from the capillary
showed in A (section indicated with white box), side view. (D) Perpendicular view of the solid 3D reconstruction of the capillary showed in A.

Scale bars: A= 10um; Band D =2um; C =3 um.

Glunomab acts on the neurovasculature in EAE by restor-
ing blood-spinal cord barrier function.

We next asked whether this action on blood-spinal cord
barrier functions could lead to modifications of immune
cell entry towards the parenchyma in EAE mice. Flow cyto-
metry analysis showed a reduction in both myeloid and
lymphoid populations in the spinal cord of MOG-induced
EAE mice when treated with a single injection of the
Glunomab (Fig. 7A and B). These data were confirmed
by histological analysis of the demyelinated area of the
spinal cord, with drastic reductions in the number of
CD11b* (macrophages/microglia), Ly6B.2* (neutrophils),
MHC-II* (antigen-presenting cells), CD11c* (dendritic
cells) and CD4"* (T4 lymphocytes) cells (Fig. 7C and D)
in EAE mice treated with the Glunomab [-86%, —100%
(non-detected), —79%, —90% and —100% (v), respectively
compared to control isotype treatment; 7 =6 mice per

group, P < 0.001; Fig. 7D]. Flow cytometry analysis from
spleens showed that Glunomab treatment did not influence
lymphocyte activation (Supplementary Tables 1 and 2).

Discussion

The present study reports the therapeutic effects of a strat-
egy of immunointervention targeting neuroendothelial
NMDAR in experimental multiple sclerosis. Blocking the
action of the serine protease tPA on NMDAR by using a
novel monoclonal antibody (Glunomab) results in a
reduced severity of the disease with a drastic reduction of
inflammation and demyelination. Glunomab targets endo-
thelial cells and leads to a reduced transmigration of
immune cell through the blood-spinal cord barrier, which
sustains its therapeutic effects. Glunomab is effective when
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Figure 5 Glunomab stops the progression of MOG-EAE. (A) MOG-EAE mice were injected with Glunomab (red line, 160 pg) or control
isotype (blue line, 160 ug) 3, 10 and |5 days after the onset of symptoms. Clinical score was assessed daily by one examiner blinded to the
treatment (n = 24 per group; **P < 0.001). (B) Histrogram shows cumulative clinical score (mean == SEM) for glunomab and control isotype
groups. ¥*P < 0.001. (C) Histogram shows mean score at the peak of disease (mean == SEM) for Glunomab and control isotype groups.

P < 0.001. (D) MOG-EAE mice were injected with Glunomab (red line, 160 g) or control isotype (blue line, 160 ug) 6 days after the onset of
symptoms. Clinical score was assessed daily by one examiner blinded to the treatment (n = 24 per group, **P < 0.001). (E) Histogram shows
cumulative clinical score (mean £ SEM) for Glunomab and control isotype groups. **P < 0.001. (F) Histogram shows mean score at the peak of
disease (mean + SEM) for Glunomab and control isotype groups. **P < 0.001. (G) Left: lllustrative example of spinal cord of isotype injected
mice (7 days after injection) clear demyelinating areas [eriochrome cyanine (EC) staining, bordered with a dashed line] filled with tomato lectin
(TL)-positive cells. Right: Representative image of spinal cord of Glunomab injected mice (7 days after injection) showing no signs of overt
demyelination or tomato lectin staining. Scale bar = 500 um. (H) Immuno-fluorescent staining for myelin basic protein (MBP, magenta) and tomato
lectin (TL, green) in spinal cord tissue derived from EAE-mice treated with isotype antibody or treated with Glunomab |6 days after disease onset
(7 days after glunomab or isotype treatment). Scale bar = 60 um. (I) Histogram representing the percentage of demyelinated area/white matter
area for Glunomab-treated mice compared to isotype treated mice (n = 6 mice per group, **P < 0.001; ND = non-detected).
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Figure 6 Glunomab drastically reduces endothelial activation and BSCB leakage. (A) Immuno-fluorescent staining of Tomato- Lectin
(TL; magenta), VCAM-| (white) and fibrinogen (green) in spinal cord tissue derived from EAE-mice treated with isotype antibody or treated with
Glunomab 16 days after disease onset (7 days after glunomab or isotype treatment). Scale bar = 50 um. (B) Histograms show quantification of
intensity of fluorescence of (i) TL, (i) VCAMI and (iii) fibrinogen in the spinal cord of EAE mice (16 days after disease onset and 4 days after
Glunomab (red bars) or control isotype (blue bar) treatment (arbitrary units, n =6 mice per group, **P < 0.001).

injected during the effector phase of EAE, in symptomatic
animals (clinical score 2). Noteworthy, this timing of treat-
ment corresponds to a stage of ongoing blood-brain barrier
and blood-spinal cord barrier alterations (Floris et al.,
2004), which is compatible with the proposed mechanism
of action on blood-brain/blood—spinal cord barriers. In
addition to this, Glunomab binds the luminal surface of
the neurovascular endothelium, in the vicinity of tight junc-
tion proteins. This sustains the proposed mode of action,
which resides in a blockade of blood-brain/blood-spinal
cord barrier alterations and subsequent entry of immune
cells into the parenchyma.

We describe that NMDARs are localized at the luminal
surface of neurovascular endothelium, in relation to tight
junction proteins zona occludens 1, claudin 5 and occludin.
This complements the previous observation of NMDAR in
cultured human brain endothelial cells, as well as iz vivo,
in the mouse brain vasculature (Reijerkerk et al., 2010).

The fact that NMDAR are displayed by endothelial cells
raises the question of their function. Our study highlights
their role in the regulation of the blood-spinal cord barrier
during neuroinflammatory conditions. Previous reports
showed that EAE symptoms were reduced by the voltage-

dependent NMDAR antagonist memantine (Paul and
Bolton, 2002; Sulkowski et al., 2013), together with a
reduced blood-brain barrier permeability. However, the ul-
timate mechanisms involved are not fully understood.
MDAR activation could lead to blood-brain or blood-
spinal cord barrier permeability by alteration of occludin
expression and distribution (Andras et al,, 2007) or mito-
chondrial toxicity (Kamat et al., 2015). Production of react-
ive oxygen species (Sharp et al., 2003; Scott et al., 2007) and
polyamines (Bolton and Paul, 2006), rise in intracellular cal-
cium (Sharp et al., 2003) or activation of intracellular kin-
ases (Basuroy et al., 2006) have all been proposed as
potential mediators of this effect. All of these processes are
known mediators of excitotoxicity in neurons, which sug-
gests that endothelial NMDAR-induced blood-brain or
blood-spinal cord barrier permeability could share features
with neuronal NMDAR-induced excitotoxic death. Beyond
these toxic effects due to excessive stimulation of NMDAR,
a physiological pathway mediated by NMDAR must exist in
endothelial cells. The role of this physiological pathway and
its precise description should be addressed in further studies.

The observation that Glunomab staining is strongly
increased upon TNF treatment in vitro in hCMEC/D3
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Figure 7 The treatment with Glunomab abolishes immune cell infiltration in the spinal cord of EAE mice. (A and B) Flow

cytometry analysis of immune cell populations within the whole spinal cord from control isotype or Glunomab injected EAE mice |6 days after
disease onset (7 days after Glunomab or isotype treatment). Glunomab treatment induced a decrease in the percentage of the whole myeloid
(CDI11b™), macrophage (MF, CD11b*F4/80" cells) and lymphoid (CD3" T cells) subsets extracted from the spinal cord. (C) Photomicrographs
show immunostaining in thoracic spinal cords immunolabelled for CD11b (myeloid cells), Ly-6B.2 (neutrophils), MHC-II (antigen presenting cells),
CDI Ic (dendritic cells) and CD4 (T4 lymphocytes). (D) Histograms show quantification of cell infiltration in the spinal cord of EAE mice after
Glunomab (red bars) or control isotype (blue bars) treatment (expressed in number of cells/mm? of infiltrated areas, n = 6 mice per group,

##EP < 0.001, ND = non-detected).

cells suggests that NMDAR expression by brain endothe-
lium is upregulated in inflammatory conditions. If this is
confirmed by further in vivo studies, this would suggest
that NMDAR expression on endothelial cells could be
part of the endothelium activation that occurs during in-
flammation, together with the expression of cell adhesion
molecules. On a functional point of view, this would mean
that NMDAR effects on leucocyte transmigration would be
silenced in non-inflammatory conditions and unveiled
during inflammation. In addition, endothelial NMDAR ex-
pression could also be a marker of endothelial activation
during inflammation and could be targeted by diagnostic
tools such as molecular MRI for instance.

Another important issue is the origin of the endogenous
ligands which activate endothelial NMDAR. Platelets
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(Tremolizzo et al., 2006), monocytes (Lee et al., 2011)
and lymphocytes (Garg et al., 2008) release glutamate. Of
note, glutamate plasma levels are elevated in patients with
multiple sclerosis, as compared to control patients
(Pampliega et al., 2008). These data suggest that leuco-
cyte-derived glutamate could be responsible for NMDAR
activation in multiple sclerosis.

Our data suggest that endogenous tPA is involved in the
neuroinflammatory processes during EAE. This comes in
complement to recent observations of a deleterious, pro-
inflammatory effect of exogenously administered tPA in
the same model (Wang et al., 2014). Previous studies
using tPA knockout mice had described a dual role for
endogenous tPA in EAE: tPA was suggested to participate
in leucocyte infiltration during the onset and effector phase
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of EAE (delayed lymphocyte infiltration in tPA knock-out
animals) (Cuzner et al., 1996), and to protect axons via
parenchymal fibrinolysis during the recovery phase of
EAE (fibrin accumulation on damaged axons in tPA
knock-out animals) (Akenami et al., 1996). These studies
in knock-out animals did not allow discrimination between
the multiple effects of tPA, in particular between NMDAR-
dependent and NMDAR-independent effects, which can ex-
plain the dual effects observed. The strategy used in the
present study allows selective blockade of NMDAR- de-
pendent effects of tPA at specific time points of EAE. By
using this strategy, we show here that tPA, by acting on
NMDAR during the effector phase of EAE, promotes
leucocyte infiltration through the blood-spinal cord barrier.
tPA effects on blood-brain barrier function, though never
addressed before in multiple sclerosis models, have been
previously studied in the context of stroke. In endothelial
cells, tPA induces LRP signalling through NF-«B to induce
the synthesis of metalloproteinases MMP9 and MMP3,
which in turn contribute to blood-brain barrier breakdown
and intracranial bleeding (Wang et al., 2003; Suzuki et al.,
2009). In parallel, tPA, through LRP shedding (Polavarapu
et al., 2007) on perivascular astrocytes, induces the expres-
sion of MMP9 (Wang et al., 2006), and promotes the de-
tachment of astrocyte end-feet processes (Polavarapu et al.,
2007). Our present results suggest that the mechanisms of
action of tPA in EAE differ from what previously described
in experimental stroke: in EAE, particularly during the ef-
fector phase, tPA would act on endothelial NMDAR to
sustain leucocyte infiltration, as it was previously suggested
in a cell culture model of blood-brain barrier (Reijerkerk
et al., 2010). This difference in the mechanism is consistent
with the idea that blood-brain barrier breakdown in stroke
and its animal models is different from blood-brain barrier/
blood-spinal cord barrier alteration in multiple sclerosis
and its animal models, in terms of cause, characteristics,
timing, intensity and consequences (Obermeier et al.,
2013). Our study shows the relevance of this newly-
described mechanism in an appropriate animal model.
Two recent studies allow hypothesizing on the pathway
which links tPA, NMDAR and leucocyte transmigration:
Wang et al. (2014) reported that tPA upregulates ICAM-
1 expression in brain endothelial cells through an action
dependent on the LRP1 receptor (a tPA receptor); and
Mantuano et al. (2013) showed that LRP1 associates
with NMDAR to trigger cell signalling in Schwann cells.
This suggests that in endothelial cells, tPA, through a sig-
nalling pathway dependent on the association of LRP1 and
NMDAR, could increase the expression of cell adhesion
molecules, which would facilitate leucocyte transmigration.
The main described source of tPA is endothelial cells,
which suggests that tPA could act in an autocrine fashion
on endothelial NMDAR. Another exciting hypothesis is
that immune cells could produce tPA during the processes
of adhesion/transmigration, which would act as a signal for
endothelial cells via endothelial NMDAR. In fact, neutro-
phils and macrophages have been shown to produce tPA,
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which in turn can promote their recruitment to the sites of
inflammation (Lin et al., 2014; Uhl et al., 2014). In accord-
ance with this, neutrophils have been shown to mediate
blood—spinal cord barrier opening in EAE (Aubé et al.,
2014). The drastic reduction of immune cell infiltration to
the spinal cord of the animals treated with Glunomab,
observed in the present study, is in favour of this
hypothesis.

Anti-NMDAR antibodies are present in subpopulations
of patients with CNS diseases, the prototype of which being
anti-NMDAR encephalitis (Dalmau et al., 2008), and are
known to be pathogenic in most cases. Nevertheless,
Glunomab targets a different region of NMDAR than the
epitope targeted in anti-NMDAR encephalitis (N368/G369)
(Gleichman et al., 2012). On a functional point of view,
antibodies from anti-NMDAR encephalitis patients reduce
basal NMDAR function (Mikasova et al., 2012), while
Glunomab does not, but rather reduces the potentiation
of this response by tPA (Fig. 1A). This absence of effect
on basal NMDAR function is likely to impede toxic effects
of our antibody on physiological glutamatergic
transmission.

The development of this site-specific antibody against the
tPA/NMDAR binding site provides hopes for efficient
translation to the clinical situation. NMDAR function is
crucial for various physiological processes, such as
normal synaptic transmission. For that reason, unaccept-
able side effects have been reported from clinical trials
using compounds that fully block NMDAR. Thus, com-
pounds targeting modulatory sites on the NMDAR without
affecting basal NMDAR transmission are expected to pro-
mote therapeutic effects without the unacceptable side ef-
fects. The monoclonal antibody developed in this study
fulfils this criterion, as it can block the potentiating effects
of tPA on NMDAR, rather than fully inhibit NMDAR-
mediated processes. This makes of our novel antibody-
based strategy a promising new therapeutic tool for dis-
eases in which tPA/NMDA interactions are causal of
tissue damage, including multiple sclerosis.
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Abstract

focal white matter lesion.

Spinal cord, Development

Background: The ability of oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) to give raise to myelin forming cells during
developmental myelination, normal adult physiology and post-lesion remyelination in white matter depends on
factors which govern their proliferation, migration and differentiation. Tissue plasminogen activator (tPA) is a serine
protease expressed in the central nervous system (CNS), where it regulates cell fate. In particular, tPA has been
reported to protect oligodendrocytes from apoptosis and to facilitate the migration of neurons. Here, we investigated
whether tPA can also participate in the migration of OPCs during CNS development and during remyelination after

Methods: OPC migration was estimated by immunohistological analysis in spinal cord and corpus callosum during
development in mice embryos (E13 to P0) and after white matter lesion induced by the stereotactic injection of
lysolecithin in adult mice (1 to 21 days post injection). Migration was compared in these conditions between wild
type and tPA knock-out animals. The action of tPA was further investigated in an in vitro chemokinesis assay.

Results: OPC migration along vessels is delayed in tPA knock-out mice during development and during remyelination.
tPA enhances OPC migration via an effect dependent on the activation of epidermal growth factor receptor.

Conclusion: Endogenous tPA facilitates the migration of OPCs during development and during remyelination after
white matter lesion by the virtue of its epidermal growth factor-like domain.

Keywords: Multiple sclerosis, Myelin, Epidermal growth factor, Endothelial cells, Vasophilic migration, Lysolecithin,

Background

Spontaneous remyelination enables regeneration of white
matter after lesions. This process is possible thanks to the
presence, in the adult central nervous system (CNS),
of oligodendrocyte precursor cells (OPCs) which have
the capacity to replace dead oligodendrocytes and to
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form new myelin sheaths at the sites of demyelination
[1]. Spontaneous remyelination is linked to the ability
of OPCs to proliferate, migrate and differentiate into
mature oligodendrocytes in physiological conditions
(during development and in adulthood) and in response
to injuries.

This process is important in various pathological
situations in the CNS, including multiple sclerosis
(MS). In relapsing-remitting MS (RR-MS), the most
frequent form of the disease, patients experience suc-
cessive phases of relapses (worsening of symptoms)
and remissions (neurological improvement), which are

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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considered to mostly follow a pattern of successive
demyelination and remyelination, giving rise to the
so-called ‘shadow plaques’. However, the extent of
remyelination is very variable among patients, and, in
most cases, incomplete [2, 3]. A second form of MS
exists, called primary progressive MS (PP-MS), in
which the disease progresses gradually without remis-
sion phases. Finally, in a significant subset of RR-MS
patients, the course of the disease eventually shifts to
a progressive course, termed secondary progressive
MS (SP-MS). In these progressive forms of MS (PP-
MS and SP-MS), although partial remyelination has
been observed [4], its efficiency is not sufficient for
counterbalance the progression of disease. Therefore,
there is great interest in understanding the endogen-
ous factors which govern spontaneous remyelination
in order to explain why this process fails in the differ-
ent forms of MS. This better knowledge could help
designing new therapeutic strategies aiming at boost-
ing the capacity of remyelination in MS and other de-
myelinating diseases [5, 6].

Most remyelinating oligodendrocytes are derived from
adult OPCs, which have a widespread distribution
throughout the CNS [7]. Effective remyelination depends
in great part on the ability of these OPCs to reach the
demyelinated areas. Migration of OPCs depends on the
action of chemotactic factors able to attract or repulse
OPCs, thus controlling the direction of migration, and
chemokinetic factors able to accelerate or slowdown
OPCs, thus controlling the speed of migration [8]. Al-
though embryonic OPCs, responsible for myelination
during development, and adult OPCs, responsible for
remyelination after lesion, form two distinct populations,
developmental myelination and post-lesion remyelina-
tion share mechanistic aspects [9, 10]. For this reason,
lessons learned from the description of myelination
during development can be useful to better understand
the chemotactic and chemokinetic factors involved in
remyelination.

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a serine
protease long described for its role in fibrinolysis in the
circulation. Beyond this property, tPA has been re-
ported to be expressed by many cell types in the brain,
including oligodendrocytes [11, 12] and to exert mul-
tiple functions in the healthy and diseased CNS [13].
Among these functions, tPA has been shown to facili-
tate neuron migration during development [14]. tPA
has also been shown to influence neuron and OPC
survival, in particular by exerting anti-apoptotic effects
on these cells via the action of a structural domain
homologous to epidermal growth factor (EGF) [11, 15],
a growth factor previously described to increase OPC
migration [16]. However, whether tPA could influence
OPC migration was never investigated so far.
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In the present study, we hypothesized that tPA could
facilitate OPC migration based on the following facts
described above: (i) tPA facilitates neuronal migration
[14], (ii) tPA can act on OPCs through its EGF-like
domain [11] and (iii) EGF increases OPC migration
[16]. To study this, we first explored the migration of
OPCs in the developing spinal cord and telencephalon
(giving raise to corpus callosum, the vastest white
matter area in murine brain) by comparing wild type
(WT) and tPA knock-out (tPA~'") animals. Because we
observed a delay in OPC migration during myelination,
we studied whether a similar phenotype could appear
in adult tPA '~ mice after focal white matter lesion. In-
deed, remyelination was also delayed in these animals,
indicating that endogenous tPA could facilitate OPC
migration. Finally, we show here that tPA exerts a che-
mokinetic effect on OPCs in vitro, through its domain
of homology with EGF.

Methods

Ethical statement

Experiments were performed in our laboratory (agree-
ment number D14118001) in accordance with French
ethical laws (act no. 87-848; Ministére de IAgriculture
et de la Forét), European Union Council Directives of
November 24, 1986 (2010/63/EEC) and guidelines for
the care and use of laboratory animals. Experiments
have been approved by the ethics committee n°52 on
animal experiments (CENOMEXA) and by the French
Ministry of Research under the project license number
02653.2 (30/06/2016). None of the experimental procedures
induced animal mortality. All experiments were performed
following the ARRIVE guidelines (www.nc3rs.org.uk),
including randomization of treatment as well as analysis
blind to the treatment.

Animals and surgery

Wild type and tPA ™~ [17] C57BL6-] mice (aged 2 months,
CURB, Caen, France) were housed in a temperature-
controlled room on a 12 h light/12 h dark cycle with
access to food and water ad libitum. Demyelination was
induced by stereotaxic injection of 1% LPC (L1381, Sigma-
Aldrich) in 0.1 M phosphate-buffered saline (Sigma-
Aldrich). Mice were deeply anaesthetized with isoflurane
(induction 5%, maintenance 2.5% in 70/30% NO1/O,).
Rectal temperature was maintained at 37 °C using a
feedback-regulated heating pad. Mice were placed in a
stereotaxic frame. The demyelinating agent was injected
unilaterally into the corpus callosum with a microinjec-
tion pipette (Hecht Assistent), using the following
stereotaxic coordinates: 1.1 mm anterior to the bregma,
2.7 mm lateral to the bregma and 1.3 mm deep from the
cortex surface, using an angle of 30°. Scalp incisions
were closed with Vetbond thread.
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Magnetic resonance imaging (MRI) analysis

MRI analyses were performed on 1, 3, 7, 14 and 21 days
post-injection. Experiments were carried out on a Phar-
mascan 7 T MRI (Bruker, Germany). T2-weighted images
were acquired using a multislice/multiecho sequence: TE/
TR 12.7 ms/2500 ms and a flip angle of 180° with spatial
resolution of 70 pm*70 pm and slice thickness 350 pm in-
terpolated to an isotropic resolution of 70 pm (acquisition
time =8 min). Lesion sizes were quantified on these im-
ages by an experimenter blinded to the genotype using
Image] (NIH software v1.49e, National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA).

Immunohistochemistry
1, 3, 7, 14 and 21 days post-injection mice were deeply
anesthetized and perfused transcardially with 20 ml of
cold heparinized NaCl 0.9%, followed by 2% paraformal-
dehyde and 0.2% picric acid in 150 ml of 0.1 M sodium
phosphate buffer, pH 7.4. Brains were removed, washed
in veronal buffer containing 20% sucrose, and frozen in
Tissue-Tek (Miles Scientific). Embryos were collected at
noon of embryonic days. Heads and trunks were fixed in
2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid for 24 h,
cryoprotected in veronal buffer containing 20% sucrose,
and frozen in Tissue-Tek. Cryomicrotome-cut sections
(10 um) were collected on poly-lysine slides and stored at
-80 °C before processing. Sections were incubated over-
night at room temperature with a primary antibody or a
cocktail of primary antibodies (Additional file 1: Table S1)
diluted in veronal buffer containing 0.25% Triton x100.
Three rinses were performed in veronal buffer at room
temperature. All secondary antibodies (Additional file 1:
Table S1) were diluted (1:600) in veronal buffer containing
0.25% Triton x 100. Incubation was performed at room
temperature for 1h30min followed by three washes.
Washed sections were coverslipped with antifade medium
containing DAPIL. For each set of immunostaining, the fol-
lowing controls were systematically performed on adjacent
sections: Omission of primary or secondary antibodies in
single immunolabelling experiments resulted in no spe-
cific labelling. Additionally, the absence of cross-reactivity
between the antibodies in multi-immunolabelling experi-
ments was demonstrated by omission of one of the pri-
mary antibodies and consecutively the absence of relevant
signal detection with the cocktail of secondary antibodies.
Images were digitally captured using a Leica DM6000B
microscope-coupled coolsnap camera (ORCA Flash 4-
LT; Hamamatsu), visualized with Metamorph 5.0 soft-
ware (Molecular Devices) and further processed using
Image]1.5 h software (NIH).

3D reconstruction
Images were collected using a Leica SP5 confocal
microscope with a 100x oil-immersive objective (Leica
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Microsystems). Confocal images were taken at a 1024 x
1024 pixel resolution with a z-step of 0.45 pm. The 3D
structure was reconstructed from confocal images using
Imaris software (version 5.5, Bitplane, Zurich, Switzerland).
Volume and surface functions were used.

Cell counting and quantification of MBP
immunofluoresence

The total number of positive cells was counted in the
lesion area. In the contralateral corpus callosum, an
equivalent area for each mice was selected and the
number of positive cells was counted in the selected
area. During development, the area of the whole spinal
cord or telencephalon section was measured and the
total number of positive cells was counted in the sec-
tion. For MBP immunofluorescence quantification, the
mean gray value was evaluated in the lesion area or the
equivalent contralateral area. All quantitative analyses
were done in three randomly selected sections per
mouse and the individual values for the number of
cells/mm? or for fluorescence intensity for each mouse
was estimated by averaging the values of all counted
sections for the same mouse.

Oligodendrocyte precursor cell (OPC) cultures

Primary mixed glial cultures were prepared according
to the modified technique of McCarthy and de Vellis
[18]. Briefly, forebrains of Po-P; newborn Wistar rats
were dissociated mechanically and resuspended in
DMEM (D5671, Sigma-Aldrich) containing 10% fetal
bovine serum, 10% horse serum, 2 mM glutamine
(25030024, Thermo Fisher Scientific), 0.5% penicillin
streptomycin (15140122, Thermo Fisher Scientific) and
plated on poly-D-lysine-coated (0.1 mg/mL) (P6407,
Sigma-Aldrich) 75 cm? flasks (Nunc, Wiesbaden,
Germany). After 10 days in culture the flasks were
shaken at 210 rpm at 37 °C for 3 h to remove loosely
adherent microglia. The remaining OPCs present on
the top of the confluent monolayer of astrocytes were
dislodged by shaking overnight at 270 rpm. The cell
suspension was filtered through a 40 pm nylon mesh
and then pre-plated on bacterial grade Petri dishes for
1 h. The nonadherent OPCs that remained in suspen-
sion were recovered, filtered through a 40 pm nylon
mesh, and plated again on bacterial grade Petri dishes
for 30 min. The resulting enriched OPCs cell suspen-
sion was counted and seeded in accordance to the
assay performed.

Cell proliferation assay

OPC proliferation was estimated by examination of the
cultures under bright-field microscopy and quantified
with WST-1 assay. Briefly, oligodendrocyte precursor
cell were plated on poly-D-lysine-coated (0.1 mg/mL),
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24-well (2 cm?/well) tissue culture dish at a density of
6 x10* cells/cm® and cultured in DMEM (D5671,
Sigma-Aldrich) supplemented with recombinant
PDGF-AA (PHGO0035, Thermo Fisher Scientific, 5 ng/
ml) and bFGF (15140-122, Invitrogen, 5 ng/ml), N2
supplement (17502-048, Thermo Fisher Scientific),
2 mM glutamine (25030024, Thermo Fisher Scien-
tific), 0.5% penicillin streptomycin (15140122, Thermo
Fisher Scientific). Cells were used for proliferation
assay at 2 days in vitro. To assess cell proliferation,
WST-1 reagent (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN), a tetrazolium salt, was added to the medium and
incubated for 1 h at 37 °C in 5% CO,. After WST-1
incubation with cells, bathing media from 24-well
plates was transferred into 96-plates and cell prolifer-
ation was determined by measuring the absorbance at
460 nm (reference wavelength 600 nm) for cleavage of
the tetrazolium salt to formazan. A portion of the
wells were used to evaluate the number of cells at the
beginning of the experiment (t0 value), by adding
WST-1 directly to the medium of 3 wells. Other wells
were treated with tPA, vehicle or control medium by
renewing medium. After 24 h of treatment, cells were
incubated with WST-1 to estimate the number of cells
after treatment (t1 value). Percentage of proliferation
during 24 h (with or without treatment) was calculated
using the following formula: [% of proliferation = ((t1
value/t0 value) x 100)-100].

Chemokinesis assay and immunocytochemistry

OPC migration was assessed in chemotaxis chambers
with polycarbonate membranes (pore size 8 pm; Corning
Costar). The membranes were coated with poly-L-ly-
sine (0.1 mg/mL) and laminin (0.1 mg/mL) (23017015,
Thermo Fisher Scientific) as described previously [19].
OPCs from rat were seeded (40000 cells/transwell) in
the upper chamber while in the lower compartment
the DMEM culture medium containing N2 supple-
ment, 2 mM glutamine, penicillin streptomycin was
supplemented for the different experimental groups as
follows: Control; FGF2 (0.2 pg/mL; RD Systems 233-
FB); tPA 0.1, 1, 10 pg/mL (Actilyse; BoehringerIngel-
heim); tPA buffer (vehicle); tPA 10 pg/mL + inhibitor
of EGFR kinase, AG1478 (5 puM; 1276, Tocris);
AG1478 (5 uM); tPA GGACK 10 pg/mL. Concerning
experimental groups, tPA 10 pg/mL + AG1478 5 puM
and AG1478 5 pM, the cells were also treated one
hour before and during the experiment with the EGFR
blocker AG1478 5 pM and the rest of the cultures
were exposed to an equal volume of the vehicle DMSO
(Sigma-Aldrich-Aldrich) during the course of the ex-
periment which was carried out at 37 °C, 5% CO», and
at 95% relative humidity. After 24 h, cells were fixed
with 4% paraformaldehyde (PFA; for 10 min at RT),
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washed 3 times with phosphate buffer saline (PBS,
pH 7.4) and the non-migratory cells on the upper
membrane surface were removed with a cotton swab.
The presence of transmigrated OPCs in the lower
chamber was evaluated by immunostaining with Olig2
antibody (1:200, AB9610 Millipore) and its corre-
sponding fluorescent secondary antibody. After immu-
nostaining, the Boyden filters were examined and
images were digitally captured using a Leica DM6000
microscope-coupled coolsnap camera and visualized
with Metamorph 5.0 software (Molecular Devices). To
quantify chemokinesis, 16 fields per well (x20 object-
ive) taken randomly were photographed and the num-
ber of transmigrated OPCs per field was counted using
Image] 1.49e software (NIH). The data were expressed
as number of migrating OPCs per mm”+ standard
error to the mean (SEM).

Production of proteolytically inactive tPA (GGACK tPA)
GGACK (1,5-dansyl-L-glutamyl-L-glycyl-L-arginine chlor-
omethylketone; EMD) was added to Actilyse (Boehringer-
Ingelheim) in a fourfold molar excess. The solution was
allowed to react for 24 h at room temperature and dia-
lysed for 48 h at 4 °C with PBS to remove all unbound
GGACK. The actilyse buffer was reconstituted with argin-
ine monohydrochloride (Sigma-Aldrich-Aldrich) added to
GGACK-tPA. Finally, the lack of proteolytic activity of
GGACK-tPA was confirmed with a spectrozyme assay
(American Diagnostica).

Immunoblotting

After dissociation with ice-cold TNT buffer (50 mM
Tris—HCI pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.5% Triton X-100),
cells were centrifuged (12,000 g, 4 °C, 15 min) and pro-
tein content assessed by the BCA method (Pierce,
France). Proteins (20 pg) were separated by 10% SDS-
PAGE and transferred onto a PVDF membrane. Mem-
branes were blocked with TBS (10 mM Tris; 200 mM
NaCl; pH 7.4) containing 0.05% Tween-20, 5% BSA,
and incubated overnight at 4 °C with primary anti-
bodies against Erk 1/2 (42 kDA) and phosphorylated
Erk 1/2 (42 kDA) (Cell signaling). After incubation with
the anti-rabbit peroxydase-conjugated secondary anti-
bodies (1:50000), proteins were visualized with an en-
hanced chemiluminescence ECL-Plus detection system
(Perkin ElmerNEN, France).

Statistical analysis

All results are expressed as mean+ SEM. For in vitro
experiments, the n value corresponds to n different well
pools derived from independent dissections. For group
comparison, Kruskal-Wallis tests were used followed by
Mann-Whitney U-tests as post hoc tests.
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Results

Migration of OPC is delayed in tPA™~ mice during spinal
cord and corpus callosum development

Our first step was to estimate the effects of the invali-
dation of tPA gene on ventral OPCs migration during
spinal cord development (Fig. 1). The ventral OPCs ori-
ginate from the motor neuron progenitor (pMN) do-
main that first produces motor neurons followed by
OPCs [20]. We observed a lower number of Olig2"
cells in the spinal cord parenchyma, outside the pMN
domain, in tPA™'" mice than in wild type mice at E13
(WT: 117.61 +5.34 vs tPA~'": 44.90 + 8.87, p =0.0339),
E15 (WT: 342.67 +5.69 vs tPA™/": 276.62 + 16.41, p=
0.0339) and E17 (WT: 2517.52 +107.76 vs tPA™’
1990.55 + 109.47, p = 0.0209) (Fig. 1a and corresponding
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quantifications, Fig. 1b). There was no significant differ-
ence between wild type and tPA™'" mice at PO (WT:
1957.72 + 46.20 vs tPA~'": 2216.869 + 167.66, p =0.1489)
(Fig. 1a and corresponding quantifications, Fig. 1b). Con-
versely, a higher number of Olig2" OPCs remained in the
PMN domain, in tPA™"~ mice than in wild type mice at
E13 (WT: 4854.75 + 345.08 vs tPA~/": 5889.12 + 30.20, p=
0.0339) (Fig. 1c and corresponding quantification, Fig. 1d).
There was no significant difference between wild type and
tPA~" mice at E15 (WT: 2632.84+ 19233 vs tPA~/

2230.11 + 202.74, p =0.4795). Olig2" cells were not
detected inside the pMN domain at E17 and PO, (Fig. 1c
and corresponding quantifications, Fig. 1d). This effect
was not due to an action of tPA on OPC proliferation, as
the number of Ki67"/Olig2" proliferating OPCs was not
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altered in tPA ™/~ mice, either within or outside the pMN
at E13 (Fig. le). These data suggest that the lower num-
ber of OPCs outside the pMN observed in the spinal
cord of tPA™'~ mice is due to a delay in the migration
ability of OPCs. We then asked whether this effect of
tPA is restricted to the spinal cord or could also be im-
portant for the development of other brain regions. To
answer this, we used the same strategy as before to as-
sess OPC migration in the telencephalon of mice be-
tween E15 and PO (Fig. 2), at stages of corpus callosum
formation. In accordance with what observed in the

Olig2 / DAP

NE 400
£
= 300 *
2 = =
€ 200
3
= 100
o
0
E1S E17 PO
Telencephalon Corpus
callosum

Fig. 2 Migration of OPC is delayed in tPA™" mice during corpus
callosum development. a Photomicrographs from tissue sections
show representative images (from 3 mice) of Olig2 immunostaining
(red) and DAPI staining (blue) in the telencephalon of WT (feft column)
and tPA™ " (right column) mice during corpus callosum development
at E15,E17, PO and P3. Dotted lines show corpus callosum limits.
b Corresponding quantifications of Olig2" oligodendrocytes
(mean + SEM, n =3 per group; *p < 0.05). E: embryonic day; OL:

oligodendrocyte; P: postnatal day; WT: wild type. Scale bars: 100 pm
- 4
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spinal cord, we observed a lower number of Olig2" cells
in the telencephalon parenchyma in tPA™'~ mice as com-
pared to wild type mice at E15 (WT: 179.21 + 22.48 vs
tPA " 120.54 + 2.49, p=0.0495) and E17 (WT: 342.73
+4256 vs tPA7/": 23222 +13.35, p=0.0495) (Fig. 2a
and corresponding quantifications, Fig. 2b). At PO, this
wave of OPC migration stopped, as reflected by a decrease
in the number of Olig2* both in wild type and tPA™/~ ani-
mals. This trend occurred with a delay in tPA™'", resulting
in a higher number of Olig2" cells in tPA™~ at PO (WT:
114.82+948 vs tPA™: 151.13+9.20 p = 0.0495). To-
gether, these data show that tPA deletion leads to a delay
in the migration of OPCs during the formation of the
spinal cord and the corpus callosum.

Our next step was to determine the cellular origin of
tPA during development in wild type mice (Fig. 3). tPA
expression in mature oligodendrocytes did not occur
before PO (Fig. 3a), confirming previous reports in adult
mice [11]. However, tPA was expressed in Sox2" neural
stem cells of the pMN (Fig. 3b) and in CD31" endothe-
lial cells (Fig. 3c) within the whole spinal cord from the
early stages of spinal cord development (E13) to PO.
Then, because OPC migration has been shown to be
guided by endothelial cells during development [21], we
hypothesized that invalidation of tPA may result in loss
of OPC tropism for endothelial cells. We focused on
embryonic day 13 to study oligovascular interactions be-
cause E13 signs the beginning of the first wave of OPC
migration in the mouse spinal cord [22] and because the
biggest difference in oligodendrocyte migration between
wild type and tPA™~ were observed at this stage
(Fig. 1a-b). First, in the right ventral horn of spinal cord
in wild type mice, we observed that a substantial propor-
tion of Olig2" cells (Fig. 4a) was found at the vicinity
(<10 pm) of vessels at E13. In tPA~'~ mice, we found
significantly less OPCs at the vicinity of vessels than in
wild type mice (WT: 38.86 + 2.02 vs tPA~": 31.33 + 1.25,
p=0.0495) (Fig. 4b, and corresponding quantification
Fig. 4c). Of note, the number of vessels was not altered
in tPA™"" mice as indicated by quantification of the sur-
face occupied by CD31 immunostaining (WT: 3.76 + 015
vs tPA™"": 3.79 £ 0.13, p = 0.8273) (Fig. 4d).

Migration of OPC is delayed in tPA™~ mice during
remyelination after white matter lesion in adult mice
Because remyelination after lesion of the white matter
shares mechanistic features with myelination during
development [9, 10], we then addressed the possible in-
volvement of tPA in remyelination. To do so, we in-
duced focal white matter lesions in adult mice by
stereotactic injection of lysolecithin directly in the cor-
pus callosum [23]. As seen with MRI analysis, this in-
duced the formation of a white matter lesion (Fig. 5a),
followed by progressive recovery along time from 3 to
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21 days post injection (dpi) (Fig. 5a and corresponding
quantification, Fig. 5b). At 3 dpi, tPA™'" presented larger
lesions than wild type mice (WT: 0.71 +0.05 mm? vs
tPA™: 1.18+0.13 mm?, p=0.009) (Fig. 5a and corre-
sponding quantification, Fig. 5b). However, at 1dpi, lesion
size was equivalent in wild type and tPA™/" animals (WT:
0.78 mm?®+0.09 vs tPA™"": 0.91 +0.05 mm?®, p = 0.1745)
(Fig. 5a and corresponding quantification, Fig. 5b) which
indicates that the larger lesions in tPA™'" at 3 dpi are due
to a prolonged progression of the lesion. In fact, at 3 dpi,
recovery had already started in wild type animals, while
the lesion continued growing in tPA~~ animals (Fig. 5a
and corresponding quantification, Fig. 5b). White matter
lesions were still larger in tPA™'~ at 7 dpi (WT: 049 mm”®
+0.08 vs tPA™": 0.82 mm?® +0.09, p =0.0283) (Fig. 5a
and corresponding quantification, Fig. 5b), to eventually
reach equivalent size a 14 dpi (WT: 0.5 + 0.07 vs tPA /"
0.49 £0.12, p =0.9168). This suggests a delayed recovery
in tPA™"" animals, which could be due to a defect in
OPC migration. Indeed, we observed that the number of
Olig2* cells was lower in tPA™'~ at 3dpi, 7dpi and 14 dpi,

and reached equivalent values at 21dpi (WT: 0.41 +0.11
vs tPA7": 0.34 +0.04, p =0.7540) (Fig. 5c and corre-
sponding quantification, Fig. 5d). This effect was not due
to an action of tPA on OPC proliferation, as the number
of Ki67"/Olig2" proliferating OPCs was not altered in
tPA~" at 3dpi (Fig. 5e). No difference was observed in
the number of Olig2" cells in the contralateral corpus
callosum at these times (Additional file 2: Figure S1).
We asked whether these differences in the number of
Olig2" cells within the lesion could result in differences
in remyelination. At 14 dpi, wild type and tPA™'~ corpus
callosum showed comparable MBP staining with a
remaining lesion in the ipsilateral corpus callosum (WT:
2110.94 + 79.37 vs tPA'": 2143.10 + 354.94, p =0.8273)
(Fig. 5f and corresponding quantification, Fig. 5g), indi-
cating that remyelination was incomplete in wild type
and tPA~'" animals at this stage. At 21dpi, in wild type
animals, MBP staining increased in the ipsilateral to
reach an intensity close to the contralateral, unlesioned
hemisphere, and the lesion mostly disappeared (Fig. 5f
and corresponding quantification of MBP staining,

155



Autres Travaux

Leonetti et al. Molecular Neurodegeneration (2017) 12:20 Page 8 of 16

O

A tPA / CD31/
J 50 * BwT

40 I tPA *
30
20-
10
0
3

E1l

N wT
3 I tPA ~
1
ol &= &=
E13
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Fig. 5g), which indicates effective remyelination between
14 and 21 dpi. In contrast, in tPA™'" animals, MBP stain-
ing did not increase between 14 and 21 dpi and a lesion
remained in the corpus callosum (Fig. 5f and corre-
sponding quantification of MBP staining, Fig. 5g), which
indicates that remyelination was mostly ineffective
between 14 and 21 dpi. Together, these data show that
the delay in OPC migration in tPA™'" is associated to a
defect in remyelination.

We next addressed the question of the cellular origin of
tPA during post-lesion remyelination (Fig. 6). tPA expres-
sion was found around the lesion in wild type mice in
endothelial CD31" cells and in some Olig2" oligodendro-
cytes at all tested stages (1-21 dpi), but not in Ibal® or
GFAP" cells (Fig. 6). Similar to what previously observed
during developmental myelination, oligodendrocyte migra-
tion took place preferentially along the vessels (Fig. 7a) at 3
dpi and this tropism of oligodendrocyte for vessels was
reduced in tPA™"" mice as compared to wild type mice
(WT: 2557+239 vs tPA™": 1551 +3.79, p =0.0495)
(Fig. 7b and corresponding quantification of MBP staining,
Fig. 7c). As previously observed during developmental
myelination, the area of CD31" staining was equiva-
lent in the lesion in wild type and tPA~'~ mice (WT:
1524027 vs tPA7:1.21+0.07, p=05127) (Fig. 7d),

indicating that the number of vessels was not altered
in tPA~'~ animals.

tPA exerts chemokinetic effects via its EGF-like domain
The above data show that the loss of tPA drives a delay in
developmental myelination and in remyelination after
white matter lesion. This suggests that endogenously pro-
duced tPA participates in promoting (re)myelination. To
confirm that tPA could drive this effect by promoting the
migration of OPCs, we used an in vitro system designed
to assess chemokinesis of cultured OPCs (Fig. 8). We
showed that tPA promoted the migration of OPCs in a
dose dependent manner (0.1- 10 pg/ml), while tPA vehicle
did not induce any effect (Fig. 8a and corresponding
quantification Fig. 8b). At the highest dose (10 pg/ml), the
effect of tPA on the migration of OPCs was equivalent to
what observed with the chemokinetic factor FGF2 (Fig. 8a
and corresponding quantification Fig. 8b). In accordance
to what observed in vivo (Fig. 5e), tPA did not exert this
effect by influencing OPC proliferation (Fig. 8c).

Finally, because EGFR activation in oligodendrocytes
can increase OPC migration [16] and because tPA was
reported earlier to activate EGFR on oligodendrocytes
[11], we hypothesized that the observed effects of tPA
on OPC migration implied EGFR activation.
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First, we investigated whether oligodendrocytes ex-
press EGFR, which would confer them potential respon-
siveness to EGF-like signals mediated by tPA. During
spinal cord development, EGFR was detected in the
pMN domain (ventral ventricular zone) (Fig. 9a) in
Olig2"/Sox2" OPCs (Fig. 9b, Additional file 3: Figure S2)
at early stages of OPC migration (E13), a subset of these
cells being also positive for PDGFR-a (Additional file 3:
Figure S2). In all cases, OPCs lost EGER staining at later
developmental stages, when they have left the pMN do-
main (Fig. 9a, Additional file 3: Figure S2). Interestingly,
EGFR" OPCs were found at the vicinity of tPA

immunoreactivity within the pMN domain (Fig. 9a),
which was compatible with an interaction of tPA with
EGFR on OPCs. Concerning remyelination after white
matter lesion, EGFR was expressed in the damaged cor-
pus callosum from 3dpi, and this expression gradually
disappeared with time until 21dpi (Fig. 9¢). Consistent
with a role of EGFR in the migration of OPCs, this
receptor was detected, in the remyelinating lesion, in
Olig2*/Sox2" cells (Fig. 9d, Additional file 3: Figure S2).
Together, these data indicate that EGFR, in the condi-
tions studied here, is expressed in early, Olig2+/Sox2+
oligodendrocyte precursors.
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Our last step was to address the implication of EGFR
in tPA effects in our chemokinesis assay in vitro. We
confirmed that cultured OPCs express EGFR (Fig. 9e).
As described before (Fig. 8), tPA (10 pg/ml) induced a
chemokinetic effect equivalent to the typical chemokine
FGF2 (Fig. 9f). Noteworthy, while the EGFR inhibitor
AG1478, when added alone, did not induce any effect
on OPC migration, it reversed the chemokinetic effect
of tPA (Fig. 9f). In contrast, OPC migration was not
modified when the enzymatic activity of tPA was
blocked by the inhibitory peptide GGACK (Fig. 9f).
Finally, tPA treatment in OPC induced an early (from
5 min) and transient phosphorylation of the extracellular-
regulated kinases (Erk), a downstream effectors of the
EGFR pathway (Fig. 9g), as reported earlier [11]. Together,
these data show that tPA can promote chemokinetic ef-
fects on OPCs via the protease-independent activation of
EGER.

Discussion

The present study reports the effects of tPA on the migra-
tion of OPCs during embryonic development and during
remyelination after white matter lesion. We show that, in
both situations, OPC migration is delayed in tPA ™/
animals. This was illustrated by a lower number of

OPCs leaving the pMN zone (spinal cord development) or
reaching the remyelinating corpus callosum (post-lesion
recovery) in tPA~'" mice. During development and re-
generation, we observed that tPA was expressed in
vessels. Interestingly, in both cases, OPC migration
occurred along vessels and the proportion of OPCs
surrounding these vessels was reduced in tPA™"" animals.
Finally, we highlighted the role of EGFR signaling in
these processes by showing that EGFR was expressed
on migrating OPCs and that, in vitro, tPA exerted a
chemokinetic effect on OPCs which was mediated by
the activation EGFR.

The involvement of tPA in the migration of neurons
during development of the CNS has been first shown
more than 15 years ago [14] and has been confirmed
later [24]. The present study brings new advances by
showing that oligodendrocyte migration is also facili-
tated by tPA. In fact, tPA increases the migration of
several other cell types, within or outside the central and
peripheral nervous system, such as macrophages [25, 26]
or cancer cells [27]. However, in the CNS, while most
studies report the influence of tPA on migration during
development, the issue of how the pro-migratory effects
of tPA can influence pathological situations has been
scarcely addressed [28]. Our study brings new elements by
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mice (mean + SEM, n = 3 per group; *p < 005). d Quantification

highlighting the potential role of tPA on oligodendrocyte
migration during white matter damage. This suggests
implication for several pathologies in which white matter
is damaged, such as multiple sclerosis, leukodystrophies,
periventricular leukomalacia, white matter stroke, head
trauma or spinal cord injury.

Interestingly, in our study, we show that tPA invalidation
leads to a delay in oligodendrocyte migration during
development and after white matter demyelination. This

suggests that, despite the fact that the oligodendrocyte pop-
ulations involved in these two situations are different [29],
their chemokinetic response to tPA would be equivalent.
Pro-migratory effect of tPA was observed in the corpus
callosum and in the spinal cord, which suggests equivalent
responses in these two regions of the CNS. Thus, tPA
appears to rise homogeneous responses in oligodendrocytes
migration regardless of the age (embryo, adult), region
(telencephalon, spinal cord) or pathological state.

f ™
A - B OPC number/mm? C OPC proliferation (%)
o 0 20 40 60 80 100 O 10 20 30 40 SO
control It ‘oomrol |—|
FGF20.2pg/mL }—4 *% tPA 0.1pg/mL l—|
tPA 0.1pg/mL ]—-* [tPA tpgimL |—| -
tPA 10pg/ml vehicle tPA Tpg/mL I * tPA 10pgimL
oA Ot *
vehicle
Fig. 8 tPA induces chemokinesis on cultured OLs. a Rat primary cultures of OPCs were seeded on the upper compartment of Boyden chambers
and treated in indicated conditions for 24 h. Photomicrographs show representative fields of the lower compartment after Olig2 immunostaining
(green; representative image, n =9, three independent cultures). b Oligodendrocyte chemokinesis was estimated by counting cells in the lower
compartment in control conditions or in the presence of 0.2 pg/mL FGF2, 0.1-10 pg/mL tPA or tPA vehicle. (mean + SEM; n = 9, three independent
cultures; *p < 0.05 and **p <0.01). ¢ OL proliferation (percentage) during 24 h was estimated by measuring mitochondrial activity with WST-1
test after treatment or not. Control is the basal OL proliferation during 24 h without treatment (mean + SEM; n = 15, five independent cultures).
OPC: oligodendrocyte precursor cell; ns: not significant. Scale bars: 100 pm
A 7
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Although the mechanism of action of tPA on migra- tPA can also exert protease independent chemokinetic
tion was suggested before to involve proteolytic degrad- effects on OPCs by activating the EGFR. Several previ-
ation of the extracellular matrix [24], our data show that ous in vitro studies reported protease-independent
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effects of tPA on neurons [30-32] and oligodendrocytes
precursors [11] via a mechanism termed as cytokine- or
growth factor—like. In OPCs, EGF receptor activation by
tPA was shown to mediate antiapoptotic effects, thus
sustaining protection of the white matter after experi-
mental ischemic stroke [11]. The present study indicates
that tPA can also exert pro-migratory effect on OPCs by
activating EGFR. Several differences in the experimental
approach explain why pro-migratory, rather than anti-
apoptotic effects are unveiled in the present work. First,
the lesion model used here is based on the detergent
properties of lysolecithin which toxic effects largely sup-
plants apoptosis. In effect, the lesion size at 1dpi is
mostly similar in wild type and tPA™'~ animals, and the
effect of tPA invalidation appears only from 3dpi, when
OPC migration and remyelination starts. Second, our
study addresses the effect of endogenous tPA, while in
previous works [11] tPA was injected to the animals.
The impact of tPA injection largely differs from that of
endogenous tPA in terms of dose, timing and accessibil-
ity to injured tissues. Finally, the timing in which the
study was conducted is also different: while in the Correa
et al. paper, the impact of tPA injection was assessed in
the subacute phase (1 day post ischemia), in the present
study, histological analysis were performed in subacute
and chronic phases (up to 21dpi), which enables observing
tissue regeneration, in particular OPC migration.

The activation of EGFR pathway has been previously
described as an activator of OPC migration. Migratory
NG2" cells express more EGFR than non-migratory cells
[16] and overexpression in non-migratory cells prompts
them to migrate [16]. Accordingly, EGFR-expressing
retinal progenitor cells show increased chemokinesis in
the presence of EGF [33]. In the context of white matter
lesion, overexpression or invalidation of EGFR signaling in
oligodendrocytes respectively accelerate [34] or reduces
[35] remyelination after focal demyelination of corpus cal-
losum. In light of these findings, the effect of intranasal
EGF treatment was tested in a mouse model of preterm
diffuse white matter injury [36]. This treatment led to en-
hanced generation of OPCs, leading to functional recovery
[36]. Chemokinetic effects were proposed to sustain these
effects of EGFR signaling activation, as EGF induces
neural precursor cells to differentiate to glial cells and to
acquire a motile phenotype [37]. In our study, we suggest
that this EGFR-dependent pathway could be activated by
tPA to exert pro-migratory effects on OPCs in patho-
logical conditions where white matter is damaged, without
inducing hyperplasia of OPCs as reported when EGER is
constitutively expressed [38].

The increase in the number of OPCs during remyelina-
tion upon EGFR activation has been suggested in the past
to occur via increased proliferation, enhanced differenti-
ation from neural progenitors, migration or combinations
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of these different mechanisms [39-41]. Here we show
that tPA does not influence OPC proliferation in vitro,
but rather enhances their migration via a chemokinetic
dependent on the activation of EGFR. One possibility to
explain this difference is that the activation of EGFR by
tPA, by its natural ligand (EGF) or by genetic strategies
can induce different response in target cells, in particular
because the degree of activation of downstream targets in
these different situations may vary considerably.

Our in vitro data suggest that tPA mediates its promi-
gratory effects, at least in part, by activation of EGFR
and independently of its proteolytic activity. Nevertheless,
proteolytic effects have also been suggested: tPA was
shown to proteolytically activate proBDNF into mature
BDNE which increases proliferation of OPCs in vitro [42]
andpromotes remyelination when injected intra veinously
after WM stroke [43]. In our hands, tPA invalidation did
not modify proliferation of OPC, which claims for a differ-
ent mechanism. Activation of growth factor pathways by
tPA can also occur by a regulation of expression, rather
than maturation: tPA upregulates vascular endothelial
growth factor (VEGF) by endothelial cells [44] which
others have reported to promote the migration of oligo-
dendrocyte precursor cells in vitro [45, 46]. Notheworthy,
whether the VEGF pathway targets OPC proliferation [47]
or not [46] is still a matter of debate. In any case, we re-
port here that tPA deficiency did not influence OPC pro-
liferation. Further studies may help decipher possible links
between tPA and the VEGF pathway in OPC migration in
vivo, during development and/or remyelination.

The previous point highlights the possible cooperative
role between endothelial cells and OPCs during (re)mye-
lination. This has led to the concept of « oligovascular
niche » [48]: vascular cells would secrete soluble factors
(including VEGF) which promotes migration and sur-
vival of oligodendrocytes [49]. Because tPA is mainly
produced by endothelial cells, it could be one of these
oligotrophic factors. In our hands, the common cellular
source of tPA in development and adult remyelination
was endothelial cells, which corroborates a possible role
of endothelial-derived tPA in the observed effects on
OPC migration. This is particularly relevant to the in-
creasing literature describing that migration of progenitor
cells, including OPCs, is guided by vessels. Blood vessels
form a scaffold for migration of neuroblasts to the adult
olfactory bulb [50], and more recently, a similar mechan-
ism has been described specifically for OPCs migration
[21]. A cooperation between vessels and progenitors
exists, in which neural progenitors (including OPCs)
induce local angiogenesis while migrating, which in turns
facilitates progenitor emigration from the niche [51]. This
« vasophilic » migration [50] was described during devel-
opment in previous studies, but the present work is to our
knowledge the first to describe it during remyelination
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after white matter lesion. This is particularly interesting
in regard to the description of perivascular tPA deposits
in acute MS lesions [52], a type of demyelinated plaque
where remyelination may succeed spontaneously.

Pericytes have also been suggested to influence OPC
migration [53], which raises the question of the expression
of tPA in pericytes. During development, we did not detect
pericytes in the developing spinal cord at E13, when the
phenotypic differences between wt and tPA ™'~ first occurred
(data not shown), which is likely due to the immaturity of
the vessels of the spinal cord at this stage, in which pericytes
are usually not reported [54—56). After white matter lesion,
tPA was not detected in pericytes surrounding blood vessels
at 3 dpi (Additional file 4: Figure S3), when the delay in
OPC migration was observed in tPA™~ as compared to wt
mice. This is in accordance with our previous report of the
absence of tPA in adult pericytes [12]. Nevertheless, we not
cannot exclude with certitude that tPA is not expressed in
pericytes, and this should be the purpose of future studies.

This link between angiogenesis and OPC migration is
relevant to white matter pathology, in particular multiple
sclerosis, in which angiogenesis has been described [57].
tPA could be involved in these processes in regard to a
previous study in experimental autoimmune encephalomy-
elitis, a model of multiple sclerosis, in which recovery is re-
duced in tPA™" animals [58]. Noteworthy, while wild type
animals showed remyelination in late phases of the disease,
this remyelination was severely reduced in tPA~~ animals
[58]. The present study brings new elements in a model
where demyelination is the primary insult:we here show
that the delay in OPC migration to the damaged area re-
sults in reduced remyelination in tPA™~ mice. This
strengthens the idea that the failure in recovery in tPA™'~ in
EAE could be the result of a reduced capacity of remyelina-
tion. Overall, the present data suggest that endogenous tPA
could be important for remyelination in multiple sclerosis.
In accordance with this, tPA activity has been shown to be
decreased in post-mortem tissues from MS patients [59],
alleging that a drop of tPA may participate in reducing the
opportunity of remyelination in MS patients.

Conclusion

The present study shows that tPA provides chemokinetic
effects on OPCs. This effect leads to facilitating migration
of these cells during CNS and remyelination after white
matter lesion. Our in vitro results suggest that this effect is
mediated by the activation of EGFR, expressed on OPCs,
by the virtue of the EGF-like domain contained in tPA
structure. These results highlight the potential role of tPA
on OPCs in situation of white matter lesion. They suggest
that, in combination with previously described anti-
apoptotic activity, the chemokinetic effects of tPA could
be targeted to improve myelin recovery in pathological
conditions.
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Additional files

Additional file 1: Table S1. Antibodies used in the study. Each
antibody used in this study is listed together with its supplier, species,
type (monoclonal/polyclonal), dilution and reference. (DOCX 16 kb)

Additional file 2: Figure S1. Oligodendrocyte number in the contralateral
corpus callosum of tPA™~ and WT mice. Quantification of OLs (Olig2*) in the
contralateral corpus callosum of WT and tPA™~ mice, 3, 7, 14 and 21 days
after lysolecithin injection (mean + SEM, n =3 per group). dpi: days post
injection; OL: ofigodendrocyte; WT: wild type. (TIF 523 kb)

Additional file 3: Figure S2. EGFR is expressed in early oligodendrocyte
precursors. Photomicrographs from embryonic spinal cord (ventral
ventricular zone, E13) and perilesional adult compus callosum (3dpi)
WT mice tissue sections show representative confocal images of EGFR
(green), Sox2 or PDGFRa (red) and DAPI (blue) immunoreactivities.
Asterisks indicate PDGFRa*/EGFR™ cells and amowheads indicate
PDGFRa*/EGFR* cells (Representative images from n = 3). Scale bars:
10 pm. (TIF 585 kb)

Additional file 4: Figure S3. (PA is not detected in PDFGR-B" pericytes.
(A) Photomicrographs from adult WT mice tissue sections show
representative confocal images of PDGFR-3 (green), tPA (red) and
DAPI (blue) immunoreactivities in the lesion 3 days after injection.
(Representative images from n = 3). Inlets show side view reconstructions
of the z-stack. (B) Representative fluorescent intensity/distance graph
measured from confocal image in (A) showing that tPA (Red) is not

found in colocalization with PDGFR-3 staining. (TIF 328 kb)

Abbreviations

CNS: Central nervous system; dpi: Days post injection; EGF: Epidermal growth
factor; MS: Multiple sclerosis; OPCs: Oligodendrocyte precursor cells;

pMN: Motor neuron progenitor; tPA: Tissue-type plasminogen activator;
tPA™ 7 tPA Knock-out; WT: wild type
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L. fermentum CECT 5716 prevents stress-induced intestinal
barrier dysfunction in newborn rats
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Background: Intestinal epithelial barrier (IEB) dysfunction plays a critical role in various
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barrier (IEB) functions or motility undergo profound changes during
this period.z'5 Intestinal permeability decreases over the first 30 days
of life in humans ®7 and is also higher in preterm infants as compared
to term neonates.® Similar to humans, mice or rats demonstrate age-
related decrease in intestinal permeability.”'® These changes are asso-
ciated with modifications in intestinal epithelial cells of the expression
of various tight junction (TJ) proteins. For instance, in mice, increase
in claudin-3, -4, -7, and -15, associated with a continuous reduction in
claudin-2, occurs during the first 3 weeks of life.1%1!

Dysfunction of the IEB, characterized in part by increased perme-
ability, is reported in a wide range of pediatric diseases. For instance,
increased permeability and altered TJ expression and distribution
occur in necrotizing enterocolitis (NEC) *2% and are associated with
mucosal lesions ' and behavioral comorbidity.!® Impaired IEB
functions are also reported in food allergies. 1718 1 addition, early life
adversity associated with increased IEB dysfunction may contribute
in part to the development of diseases such as irritable bowel syn-
drome or inflammatory bowel diseases in adulthood.™?° Therefore,
approaches aiming at reducing IEB dysfunction during the neonatal
period could be of major therapeutic interest for diseases of the new-
born and could help reduce the risk of development of chronic dis-
eases in adults.2*23

The gut microbiota plays a major role in the maturation of intesti-
nal immune, motor, and epithelial functions.2* Concerning the IEB, sur-
prisingly no major change in paracellular permeability 2°2 but reduced
transcellular permeability 27 occur in germ-free mice. However, adminis-
tration of specific probiotic strains in newborns reduces paracellular per-
meability."®* Interestingly, probiotic mediated effects on IEB functions
led to enhanced resistance of the IEB to colitis.'"*?’ However, whether,
during the neonatal period, probiotics prevent changes in IEB functions
induced by acute psychological stress such as water avoidance stress
(WAS) or maternal separation (MS) remains currently largely unexplored.

Among probiotics of interest, Lactobacillus fermentum CECT 5716
(L. fermentum), a strain isolated from human milk,*® could be a putative
candidate for reinforcing IEB functions. L. fermentum was shown to re-

3132 and to protect against

duce the incidence of Gl infections in infants
Gl infections caused by Salmonella choleraesuis in mice.?? L. fermentum
also exhibiteda highrate of adhesion to intestinal epithelial cells in vitro.*
Furthermore, L. fermentum possesses an immunoregulatory activity *
and increases immunological responses in healthy adults.*> However,
it remains unknown whether IEB dysfunction induced by psychological
stress in infants could be prevented by L. fermentum.

Therefore, we characterized, in a rat pup model, the impact of
oral administration of L. fermentum on the IEB functions, identi-
fied molecular targets responsible for these effects and investigated
whether L. fermentum modulated exploratory behavior.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Ethical approval

All procedures were carried out in accordance with the recommen-
dations of the French Veterinary Regulations and Ethics Committee

Key Points

e Probiotics are known to reduce stress-induced intestinal
barrier dysfunction in adulthood but their effects in new-
borns remain largely unknown.

e Inrat pups, Lactobacillus fermentum CECT5716 (L. fermen-
tum) prevented stress-induced changes in intestinal per-
meability in vivo and reduced small intestinal but not
colonic permeability. L. fermentum reduced stress-induced
changes in tight junction organization. L. fermentum en-
hanced exploratory behavior and increased IFNy produc-
tion in splenocytes.

e L. fermentum could provide a novel tool for prevention
and/or treatment of gastrointestinal disorders associated
with altered intestinal barrier functions in newborns.

standards and approval of the local Animal Care and Use Committee of
Nantes (02376.01) and the European guidelines (directive 2010/63/
UE).

2.2 | Animals

Primiparous timed-pregnant Sprague-Dawley rats (Janvier Labs, Le
Genest Saint Isle, France) were obtained on gestational day 15. Rats
were accustomed to laboratory conditions for 5 days before delivery
and individually housed in cages on a 12:12-hours light/dark cycle
with free access to food (UAR, Epinay-sur-Orge, France) and water.
The day of birth was considered to be PND 1. At birth, rat pups were
pooled and randomly assigned to a litter (9-12 per litter).

2.3 | Bacterial strain and preparation

Lactobacillus fermentum strain CECT 5716 (LF) used in infant formula
was provided by Lactalis (Craon, France). The freeze-dried strain was
re-hydrated every day in 37°C tap water and administered orally. The
dose administered, i.e. 107 CFU 100 g body weight * day *, was based
on results obtained in preliminary experiments in which we showed
that 107 but not 10° CFU 100 g body weight * day * significantly
reduced in vivo paracellular permeability. The volume of gavage was
adapted to the weight of the pups, ranging from 100 puL to approxi-
mately 400 pL.

2.4 | Study design

In a first series of experiments, newborn rats received by gavage once
a day, from postnatal day (PND) 6 to PND 21, either L. fermentum
(107 CFU 100 g body weight™* day?) or water. PND 6 was chosen to
start gavage to minimize risk of lesions and false route due to intro-
duction of cannula. At PND 20, some pups were subjected to a single
2 hour-WAS procedure. At PND 20, paracellular intestinal perme-
ability, plasma corticosterone levels and gut motility were measured
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invivo. A group of pups was also subjected to a behavioral test
(Elevated Plus Maze; EPM). At PND 21, a group of pups was subjected
to a 2 hour-water avoidance stress (WAS) and permeability was fur-
ther measured ex vivo in jejunum, ileum, and proximal colon in Ussing
chambers. Rat pups were anesthetized with isoflurane (1-chloro-2, 2,
2-trifluorethyl difluoromethyl ether; Baxter Medical, Kista, Norway)
in a sealed anesthetic chamber prior to cervical dislocation. Intestinal
tissue was collected and processed for RT-qPCR, WB and for immu-
nohistochemistry. Spleens were collected for splenocytes extraction.
In a second series of experiments, newborn rats received by ga-
vage once a day, from PND 6 to PND 9, either L. fermentum (10° CFU
100 g body weight * day™?) or water. At PND 10, some pups were
subjected to a single 4-hour maternal separation (MS). Total intestinal
permeability and plasma corticosterone levels were measured.

2.5 | Animal models of stress

2.5.1 | Maternal separation

After delivery, pups were randomly assigned to four experimental
groups: water-treated and maternal separated (LF"MS"), water-treated
and non-separated (LF"MS"), L. fermentum-treated and maternal sepa-
rated (LF'MS") or L. fermentum-treated and non-separated (LF'MS").
A single 4-hour MS (9 am-12 am) was performed once at PND 10,
during which pups were removed from their dams, and placed into
individual compartments in plastic cages whereas non-separated pups
were handled identically, but remained in their home cage with their
dam.

2.5.2 | Water avoidance stress

Asingle 2 hour-WAS (9 am-11 am) was performed at PND 20 or PND
21, during which pups were placed for 2 hours on a platform (3*3 cm?)
positioned at the center of a plastic container (42*42%19 cm?) filled
with water at room temperature up to 1 cm of the top of the platform.
Pups were randomly assigned to four experimental groups: water
treated and WAS (LF" WAS"), water treated and non-WAS (LF" WAS"),
L. fermentum and WAS (LF'WAS") or L. fermentum and non-WAS
(LF'WAS"). Non-WAS pups were handled identically, but remained in
their home cage with their dam.

2.6 | Invivo evaluation of intestinal permeability and
gastrointestinal motility

Paracellular permeability was assessed using the protocol described
in (Data S1). Total transit time was assessed as described in (Data S2).

2.7 | Exvivo assessment of intestinal permeability in
Ussing chambers

Ex vivo paracellular and transcellular permeability were assessed in
the jejunum, ileum, and proximal colon using the protocol described
in (Data S3).

P————- WILEY "

2.8 | Isolation of splenocytes, stimulation, and
assessment of IL-4 and IFNy levels in supernatant

Isolation of splenocytes was performed using a protocol described
in (Data S4). Cells were co-stimulated with purified NA/LE Mouse
Anti-Rat CD3 Clone G4.18 (554829, BD Life Sciences, Le Pont de
Claix, France) and purified NA/LE Mouse Anti-Rat CD28 Clone JJ316
(554992, BD Life Sciences) for 48 hours. Supernatants were collected
and pooled per condition per individual. IFNy and IL-4 levels in su-
pernatant were determined by enzyme immunoassay (555198 and
558861 OptEIA Set, BD Life Sciences).

2.9 | Elevated plus maze

The EPM was used to test anxiety-like behavior, ethological pa-
rameters, and locomotor activity. The EPM apparatus consisted of
two open and two closed arms (each 35 cm long and 5 cm wide)
with the closed arms surrounded by 16 cm high walls, and a center
area (5 x 5 cm). The maze was raised at 50 cm of the ground. Rat
pups were placed in the center area facing a predetermined open
arm.

The total recording time was 5 minutes during which the fol-
lowing behaviors were recorded: distance travelled in the whole
maze per minute (in cm), to assess general locomotor activity; open
and closed arm entries (number) defined as four paws into an arm,
to assess anxiety-like behaviors; and rears (number) defined as rat
reared on its hind-paws in the central platform or in the closed
arms, to assess exploratory activity. Activity was videotaped using a
camera mounted above the maze and scored using the open-source
Kinovea 0.8.15 software. In order to validate the EPM setup, we
first verified that the percentage of entries in open arms obtained
with the control group were consistent with the results previously
reported with young rats in the same age range as in the present
study. We found that the percentage of entries in open arms was
33.8+7.2% % for PND 21 rats, which is similar to the values pre-
viously reported (range between 30% and 38%) for PND 21 to
PND 30 rats.?¢=%8

2.10 | Morphological analysis

Morphological parameters including height of the villi, crypts, submu-
cosa, and of the muscle layers were evaluated in segments of ileum
using a protocol described in (Data S5).

2.11 | Immunofluorescence

Preparation of samples and parameters of acquisition are detailed in
(Data S6). We developed macros in the open source Fiji analysis soft-
ware (Fiji Is Just ImageJ) *% to quantitatively assess the length and
intensity of ZO-1 pericellular network. Tight junctions between two
adjacent cells are known as bicellular tight junctions, while tricellular
tight junctions are observed at the site in which three epithelial cells
meet. The length of the cytoplasmic plaque-associated ZO-1 stained
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TABLE 1 Morpho-anatomical

il EE parameters of postnatal day-21 rat pups
Mean+SEM Mean+SEM P-value supplemented with Lactobacillus fermentum
(LF") or water (LF"). L. fermentum increased
BMI (g cm ) 0.281+0.00 0.276+0.00 >.05 body length and weight and did not impact
Weight (g) 50.27+0.71 53.19*+0.62 <.05 body mass index (BMI) as compared to
Body length (cm) 13.41+0.11 13.81"*+0.09 <01 LF" pups (n=42). L. fermentum increased
Length of small intestine (cm) 69.58+1.26 7698"+1.37 <001 the lengthof the gastrolntestinal fradk o5
compared to LF™ pups (n=30).
Length of large intestine length (cm) 10.9+0.37 11.66***+0.28 <.001 Administration of L. fermentum did not
Length of small+large intestine (cm) 80.48+1.29 88.63****+1.50 <.0001 modify histological parameters of ileum as
Length of small+large intestine length  592.14+8.57 633.17"+9.95 <01 compared to LF™ pups (n=6). Data are
(% body length) expressed as Mean+SEM, significance
Height of villi (um) 279.40417.46 268.9+8.07 >.05 SEARARLES fa deterined i lng
Mann-Whitney test. *, **, *** and ****
Depth of crypts (um) 82.52+6.81 77.00+3.74 >.05 significance is described in column 4.
Thickness of submucosa (pm) 8.82+0.35 9.34+0.60 >.05
Thickness of serosa+muscular layers 44.4+3.11 36.5+1.89 >.05
(pm)
network was measured as an index of the continuity of the pericel- 3 | RESULTS

lular staining. Intensity of ZO-1 staining was evaluated as an index
of ZO-1 content at the bicellular TJ and tricellular TJ respectively.
The measurements of the length of stained network and intensity
of stained segments (bicellular tight junctions) and intersections (tri-
cellular tight junctions) were made by tubeness processing “° and

41,42

analyzed with Skeletonize plugins on the projection of 20 image

planes of a stack.

2.12 | Quantification of mMRNA by RT- qPCR

Gene expression of the tight junction-associated protein ZO-1 in the
terminal ileum was determined by RT-qPCR as previously described *
and detailed in (Data S7).

2.13 | Plasma corticosterone concentration

Corticosterone concentration in plasma was determined by enzyme
immunoassay (Immunodiagnostic System, Paris, France) according to
the manufacturer's instructions.

2.14 | Western blot

lleal expression of ZO-1 was assessed by WB as previously described
4 and further described in (Data S8).

2.15 | Statistical analysis

Values are expressed as means*standard error of the mean (SEM). The
significance of differences was determined using either the Mann-
Whitney U test or the two-way ANOVA followed by a Bonferonni
post hoc test using GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA). Differences were considered statistically significant
when P<.05.

3.1 | L.fermentum promotes body and
gastrointestinal growth

At PND 21, the length and weight of LF' rat pups were significantly
increased as compared to LF~ pups (+3.02%, P<.01 and 5.81%, P<.05,
respectively, n=42). However, body mass index was similar between
the two groups (Table 1). At PND 21, the total length of the small and
large intestine was significantly greater in LF" pups as compared to
LF™ pups (+10.13%, P<.0001, n=30) even when normalized to animal
length (+6.93%, P=.02, n=30) (Table 1). Both segments length was in-
creased in LF" as compared to LF~ pups (Table 1).

In view of the effect of L. fermentum upon intestinal length, we in-
vestigated its impact upon morphological parameters in the distal ileum.
Parameters such as the height of the villi, crypts, submucosa, and mus-
cle layers were similar between LF" pups and LF~ pups (n=6) (Table 1).

3.2 | L.fermentum modulates intestinal permeability
in vivo in basal conditions

At PND 20, L. fermentum administration reduced by 20% in vivo in-
testinal permeability to FSA (P<.01, n=25), but did not modify total
transit time, as compared to LF™ pups (Figures 1A and B). However,
no significant change in permeability to FSA or HRP was observed ex
vivo in the jejunum, ileum or proximal colon between the two groups
(Figures 1C and D).

3.3 | L. fermentum reduces MS-induced changes in
intestinal permeability and corticosteronemia

We next aimed to determine whether L. fermentum modulated
changes in intestinal permeability induced by MS. In 10-PND LF
pups subjected to MS, intestinal permeability to FSA was significantly
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increased at T4 h (+41.63%, P<.05, n=12) and remained increased
until T8 h (+77.58%, P<.05, n=12) as compared to non-MS counter-
parts (Figure 2A). In contrast, at T4 h and T8 h, MS did not signifi-
cantly increase permeability to FSA in LF " pups as compared to their
non-MS counterparts (+17.96%, P>.05 and +30.65%, P>.05, respec-
tively, n=12) (Figure 2A). Analysis of the area under the curve (AUC)
of permeability to FSA over 24 hours showed that LF~ had enhanced
intestinal permeability after MS (+56.90%, P<.001, n=12) (Figure 2B).
However, in LF* pups, MS failed to increase AUC of intestinal perme-
ability to FSA as compared to their non-MS counterparts (+23.58%,
P>.05, n=12) (Figure 2B). Furthermore, following MS, AUC of perme-
ability to FSA was significantly lower in LF* as compared to LF~ pups
(-20.76%, P<.05, n=12) (Figure 2B).

Next, we aimed to determine whether L. fermentum modulated
MS-induced changes in plasma levels of corticosterone. At PND 10,
LF and LF' pups exhibited similar corticosterone concentrations
(Figure 2C). MS significantly increased plasma corticosterone levels in
LF (+123.02%, P<0.01, n=12) but not in LF" pups (+32.11%, P>.05,
n=12) (Figure 2C).

3.4 | L.fermentum reduces WAS-induced changes in
intestinal permeability and corticosteronemia

In PND-20 LF pups, WAS significantly increased in vivo permeabil-
ity to FSA at T4 h as compared to non-WAS counterparts (+71.51%,
P<.001, n=6) (Figure 2D). In contrast, at T4 h, WAS did not increase

Jejunum lleum

Proximal colen

permeability to FSA in LF" pups as compared to non-WAS coun-
terparts (+32.46%, P>.05, n=6) (Figure 2D). Analysis of the AUC of
permeability to FSA over 24 hours showed that LF™ had increased
intestinal permeability after WAS (+42.37%, P<.05, n=6) (Figure 2E).
However, in LF" pups, WAS failed to increase the AUC of intestinal
permeability to FSA as compared to their non-WAS counterparts
(+35.95%, P>.05, n=6) (Figure 2E). Furthermore, following WAS,
AUC of permeability to FSA was significantly lower in LF" pups as
compared to LF™ pups (-27.86%, P<.05, n=6) (Figure 2E).

At PND 20, LF~ and LF" exhibited similar corticosterone concen-
trations (Figure 2F). Interestingly, WAS significantly increased plasma
corticosterone levels in LF~ pups (+120.17%, P<.01, n=6) but not in
LF' pups (+31.42%, P>.05, n=6) (Figure 2F).

3.5 | L.fermentum decreases ex vivo permeability
in the small intestine but not in the colon
following WAS

We next aimed to assess ex vivo whether L. fermentum modulated
changes in permeability to FSA and HRP in specific regions of the in-
testinal tract, i.e. jejunum, ileum, and proximal colon.

After WAS, in 21-PND rat pups, permeability to FSA in the jeju-
num and ileum was significantly lower in the LF' group as compared
to the LF ™ group (-33%, P<.001, n=16-17 and -18%, P<.05, n=17, re-
spectively) but no difference was observed between LF~ and LF" pups
in the proximal colon (Figure 3A). In addition, permeability to HRP in
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FIGURE 2

Intestinal permeability and plasma corticosterone levels in postnatal day (PND)-10 rat pups subjected to a 4 hour-maternal separation

stress (MS") or not (MS™) and in PND-20 rat pups subjected to a 2 hour-water avoidance stress (WAS) or not (WAS"), following supplementation
of Lactobacillus fermentum (LF") or not (LF"). A, time course of intestinal permeability as determined by plasma fluorescein sulphonic acid (FSA)
concentration measured 4-24 hours after oral gavage of rat pups at PND 10 (n=12), LF-MS" (filled circles), LF-MS" (empty circles), LF'MS™ (filled
triangles), LF'MS" (empty triangles). D, time course of intestinal permeability as determined by plasma FSA concentration measured 4-24 hours after
oral gavage of rat pups at PND 20 (n=6), LF"WAS (filled circles), LF"-WAS" (empty circles), LF'WAS™ (filled triangles), LF'WAS" (empty triangles).
B and E, the analysis of the AUC reveals that L. fermentum administration prevented the stress-induced increase in intestinal permeability both in
PND 10 and PND 20 rat pups, respectively. C and F, MS and WAS induced a significant increase in plasma corticosterone levels in LF~ but not in LF"
pups. Data are expressed as mean+SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 compared to corresponding non-stressed counterparts, “P<.05 compared to
LF"MS" group in (B), "P<.05 compared to LF"WAS" group in (E), two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test.

ileum was significantly reduced in LF' pups as compared to LF~ pups
(-41%, P<.01, n=16) (Figure 3B) and tended to be decreased in jeju-
num (-31%, P=.09, n=15-17) (Figure 3B). Again, no difference in HRP
flux was observed between LF~ and LF' pups in the proximal colon.

3.6 | L.fermentum modulates ZO-1
expression and prevents WAS-induced ZO-1
reorganization in the ileum

We next assessed the impact of L. fermentum and WAS upon the or-
ganization and distribution of the key tight junction-associated pro-
tein ZO-1 in intestinal epithelial cells of the ileum.

Using quantitative imaging analysis, we first evaluated the length of
Z0-1 stained pericellular segments. The mean length of segments was
similar between LF~ pups and LF" pups. However, WAS significantly
decreased the length of segments (-50.26%, P<.05, n=6) in LF" pups
as compared to their non-WAS counterparts (Table 2). Interestingly,
L. fermentum prevented the WAS-induced decrease in the length of
segments (Table 2).

Next, we analyzed the intensity of ZO-1 stained segments and in-
tersections as an index of ZO-1 protein expression at the bicellular
and tricellular TJ respectively. WAS did not change the intensity of
Z0-1 staining in segments and intersections (Table 2) as compared
to non-WAS counterparts (Figures 4A and B). However, under basal
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3.7 | L.fermentum promotes a Thi-oriented immune
response in splenocytes

To investigate putative effects of L. fermentum on systemic inflam-
mation, representative Th1 and Th2 cytokines (IFNy and IL-4, respec-
tively) were assayed in the supernatant of anti-CD3/CD28 activated
splenocytes isolated from 21-PND pups. Following anti-CD3/CD28
stimulation, IFNy concentration was significantly greater in LF" pups
as compared to LF pups (+85.53%, P<.01, n=14-15) (Figure 5A).
Furthermore, following anti-CD3/CD28, the levels of IL-4 were in-
creased in LF~ pups (P<.01, n=15) but not in LF" pups (P>.05, n=15)

3.8 | L.fermentum increases exploratory behavior of

Finally, we aimed to determine the ability of L. fermentum to modu-
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FIGURE 3 Exvivo permeability of intestinal segments after

a 2 hour-water avoidance stress in postnatal day-21 rat pups
supplemented with Lactobacillus fermentum (LF") or not (LF). A
and B, Ussing chambers measurements of mucosal-to-serosal
permeability to fluorescein sulphonic acid (FSA) (n=15-17 per
group) and horseradish peroxidase (HRP) (n=13-17 per group) reveal
decreased permeability to both FSA and HRP permeability in the
ileum and decreased permeability only to FSA but not to HRP in
the jejunum of LF" pups (empty triangles) as compared to LF~ pups
(empty circles). Permeability to FSA and HRP were similar between
LF" and LF™ pups in the proximal colon. Data are expressed as
mean+SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001, Mann-Whitney test.

conditions, ZO-1 intensity was significantly increased in LF" pups both
in segments and intersections as compared to LF ™ pups (+31.33% and
+23.00%, respectively, P<.05, n=6) (Figure 4C, Table 2). Furthermore,
following WAS, ZO-1 intensity in segments and intersections was in-
creased in LF" pups as compared to LF~ pups (segments: +35.36%, in-
tersections: +31.79%, P<.05, n=6) (Figure 4D, Table 2). However, using
WA analysis and qPCR neither WAS nor L. fermentum modulated ZO-1
protein expression and mRNA expression in ileal segments (Table 2).

late behavior by characterizing the response of rat pups in the EPM.
The percentage of entries in open and closed arms was similar be-
tween LF™ and LF" groups (Figures 6A and B). During the first two
minutes of the test, LF~ pups and LF" pups travelled similar distance
(Figure 6C). However, as from the third minute, a significant reduction
of the travelled distance was observed for the LF~ group while the LF*
group maintained a similar distance travelled per minute throughout
the test (P<.05, n=6) (Figure 6C). Increased number of rears during the
5 minute-testing period was observed in LF' pups as compared to LF
pups (P < 0.05, n = 6) (Figure 6D).

4 | DISCUSSION

Our study showed that oral administration of L. fermentum strain CECT
5716 (L. fermentum) prevented psychological stress-induced barrier
dysfunction in rat pups. In particular, we showed that L. fermentum
reduced permeability to both, FSA and HRP, in the small intestine (in
particular the ileum) but not in the proximal colon. We further showed
that L. fermentum increased cellular expression of ZO-1 and prevented

TABLE 2 Z70-1 pericellular staining continuity (mean length of segments) and intensity, protein relative expression and mRNA relative
expression in the ileum of rat pups subjected to water avoidance stress (WAS') or not (WAS") following gavage of Lactobacillus fermentum (LF")

or not (LF")
LF” WAS™ LF” WAS* LF* WAS™ LF'WAS*

Parameter (% mean controls) MeantSEM MeantSEM Mean+SEM MeantSEM
Mean length of segments 100.00+20.26 50.72*+6.82 89.41+15.37 83.66+11.09
Staining intensity of segments 100.00+3.33 87.67+4.83 131.33'+11.80 118.67'+11.96
Staining intensity of intersections 100.00+3.50 82.83+4.42 123.00'+8.09 109.174+9.06
Z0-1 protein relative expression 100.00+6.76 116.11+12.24 106.44+6.64 91.22+8.70
Z0-1 mRNA relative expression 100.00+5.12 103.22+7.06 97.22+6.93 104.33+5.10

Two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc test.
*P<05 vs LF WAS .
p<.05 vs LF" WAS .
p<.05 vs LF* WAS".,
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WAS -induced ZO-1 disorganization in the ileum. L. fermentum signifi-

cantly reduced stress-induced (WAS and MS) increase in corticoster-
onemia. We showed enhanced IFNy but reduced IL-4 production by
stimulated splenocytes derived from L. fermentum treated pups as
compared to controls. Finally, L. fermentum increased exploratory be
havior as compared to controls. These results suggest that L. fermen
tum could provide a novel tool for the prevention and/or treatment
of gastrointestinal disorders associated with altered IEB functions in
the newborn.

A major finding of this study was the ability of L. fermentum, to
prevent changes in intestinal barrier functions induced by acute psy
chological stressors. In order to demonstrate L. fermentum effects,
we used different acute psychological stressors (WAS and MS) in
rat pups which increased intestinal permeability together with an
increase in corticosteronemia. These findings were consistent with
previous studies reporting an increase in intestinal permeability and
corticosteronemia in rats pups following MS ? or in adult rats following
WAS.*>47 Furthermore, the increase in intestinal permeability induced
by the different stressors was associated with alterations in organi
zation and distribution of ZO-1. Consistently, genetic deletion of
Z0-1 in intestinal epithelial cells increases paracellular permeability.*®
Although never identified in the newborn, similar changes in ZO-1
distribution has been reported in adult rats subjected to acute immo
bilization stress.*”” These acute stress-induced alterations in tight junc
tion distribution may result from changes in cytoskeleton organization
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FIGURE 4 Immunofluorescent staining
of zonula occludens-1 (ZO-1) in epithelial
cells of ileal whole-mounts. Ex vivo
permeability of intestinal segments after a
2 hour-water avoidance stress (WAS") or
not (WAS") in postnatal day-21 rat pups
supplemented with Lactobacillus fermentum
(LF") or not (LF"). A-D, representative
immunofluorescence confocal image of
Z0O-1 in the ileum of rat pups in LF"-WAS
(A), LFFWAS' (B), LF'WAS™ (C), LF'WAS"
(D), Scale bar: 5 pm.

or post-traductional modifications of ZO-1 °® ** rather from a loss of
mRNA or protein expression.*?

Another important finding of our study was to identify the small
intestine as a major target of L. fermentum effects. Indeed, following
acute stress, L. fermentum reduced the permeability to FSAand to HRP
in the small intestine, and in particular in the ileum, but not in the
colon. However, no significant decrease in permeability (P=.12) in the
small intestine was detected ex vivo under basal conditions. This could
be due to the fact that the amplitude of changes in permeability to FSA
induced by L fermentum is at the limit of detection of the Ussing cham
bers. The underlying mechanism for this region-specific targeting by L.
fermentum remains currently unknown. To the best of our knowledge,
although no region-specific action of probiotics upon permeability
have been reported previously, such differences were observed for GI
motility. Indeed, Wu and colleagues showed that different strains of
probiotic (Lactobacillus rhamnosus (JB-1) or Lactobacillus reuteri (DSM
17938)) had differential effects upon migrating motor complex in the
small intestine and colon.? For instance, while JB-1 increased velocity
of migrating motor complexes in the jejunum, the latter were reduced
in the colon by JB-1. Concerning modulation of IEB functions by probi-
otics, previous studies have shown that strains such as B. lactis CNCM
1-2494 and Lactobacillus farciminis can prevent stress-induced increase
in permeability in adults.*>*** However, our study is the only one
showing that a probiotic can reduce simultaneously permeability to
both small and large molecules in the newborn in response to an acute
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FIGURE 5 Cytokines levels in the supernatant of stimulated splenocytes from postnatal day-21 rat pups supplemented with Lactobacillus
fermentum (LF") or not (LF ). A, analysis of the levels of IFNy and IL-4 in the supernatant of anti-CD3/CD28 activated splenocytes reveals an
increase in IFNy levels which was significantly higher in LF" rat pups as compared to LF~ pups (n=14-15 per group). B, anti-CD3/CD28 induced
a significant increase in IL-4 levels in LF~ but not in LF" pups (n=14-15 per group). Data are expressed as Mean+SEM. **P<.01, ****P<,0001,
compared to corresponding non-stimulated group, "*P<.01 compared to LF~ stimulated group, two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test.
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FIGURE 6 Assessment of rat pups behavior supplemented with Lactobacillus fermentum (LF') or not (LF) using the Elevated Plus Maze
(EPM) test. A, entries in open arms (% of total entries). B, entries in closed arms (% of total entries). C, distance travelled per minute during the

5 minutes of the testing session, LF~ (filled circles), LF" (filled triangles). Distance travelled during the last 3 minutes was significantly reduced in
LF ™ pups but not LF" pups as compared to its initial value (i.e. during the first minute) (n=6 per group). D, number of rears was significantly larger
in LF" pups as compared to LF~ pups. **P<.01 compared to the distance travelled during the first minute in (C), *P<.05 compared to LF~ group in

(D), Mann-Whitney test.

psychological stress. However, it remains currently to be determined
whether changes in permeability to HRP are reflecting changes in
transcellular or paracellular permeability, especially during the post-
natal period when paracellular permeability is significantly increased.”
Similar studies in the newborn using probiotics have focused rather on
the ability of probiotics to protect the IEB from chronic MS stress or
inflammatory insults. For instance, in neonatal rat pups subjected to
chronic MS, probiotic administration ameliorated MS-induced increase
in HRP in the colon.*” In neonatal rodent NEC models, administration
of probiotic strains such as Bifidobacterium bifidum and Bifidobacterium
infantis decreased intestinal permeability through normalization of ei-
ther expression or localization of TJ proteins,. %

Although the mechanisms responsible for L fermentum mediated
reduction in permeability to FSA and HRP remain unknown, they

probably combine direct effects upon intestinal epithelial cells and

also indirect ones on the activation of HPA axis. Indeed, L. fermentum
increased in vivo ZO-1 expression in intestinal epithelial cells, which
could ultimately contribute in part to the reduction of stress-induced
changes in ZO-1 redistribution. Consistently, a previous study has
shown that increased expression of ZO-1 induced by a probiotic was
associated with increased barrier effects.”® However, we did not mea-
sure any change in ZO-1 mRNA or protein expression in the whole ileal
tissue. This could be due to the fact that, in whole tissue samples, we
also measured the contribution of other cells present expressing ZO-1
such as endothelial cells. Besides ZO-1, whether other tight junction-
associated proteins could be modulated by L. fermentum but remain to
be studied. For instance, pretreatment with L reuteri 15007 was shown
to increase not only ZO-1 but also claudin-1 and occludin levels in
the jejunum and ileum of newborn pigs.>” Administration of L. planta-
rum into the duodenum of healthy human volunteers was also shown
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to increase ZO-1 and occludin levels in the TJ of the small intestine.*
Besides modulating ZO-1 expression, L. fermentum was also shown to
reduce stress-induced increase in corticosteronemia. Such findings
concur with other studies in which other strains have demonstrated
similar action upon HPA axis response to stress. For instance, adminis-
tration of L. farciminis attenuated HPA response to acute stress in adult
rats.*> Similarly, treatment with a combination of L helveticus R0052
and B. longum R0175 also reduced HPA response to chronic stress.>
Mechanisms responsible for the modulation of HPA activity by L. fer-
mentum remain unknown but could involve, for instance, a modulation
of CRF dependent pathways. Indeed, a recent study has demonstrated
the ability of a probiotic strain, L. farciminis, to decrease hypothalamic
CRF mRNA in chronically stressed rodents.*®

A secondary objective of this study was to determine whether L
fermentum could modulate the immune system. For this purpose, we
studied the production of two key cytokines representative of a Th1l
and Th2 response from splenocytes following T cell activation. We
chose to limit the study of key cytokines such as IFNy, a marker of Th1
response and IL-4, a marker of Th2 response. Future studies would
gain in studying more extensively larger profiles of cytokines and chi-
miokines and in investigating the impact of L. fermentum on immune
cells derived from gut-associated lymphoid tissue and mesenteric
lymphoid ganglia. Following L. fermentum administration, activated
splenocytes released larger amounts of IFNy than activated spleno-
cytes from controls. Conversely, activation of splenocytes increased
IL-4 release in controls but not in L. fermentum treated rat pups. Our
results are consistent with previous studies in which consumption of
L. fermentum CECT5716 was associated with enhanced production of
Th1 cytokines by mice spleen cells.** Similar effects of other lactic acid
bacteria which increased Th1 cytokines production in splenocytes has
been reported in adult animal models.’”*° Whether such changes ob-
served in the newborn are maintained over time remains to be de-
termined. This would in turn contribute to the preventive effect of
L. fermentum for developing Th2-driven pathologies such as allergies
and/or asthma.

Besides modulating systemic immune response, our study also re-
vealed that chronic L. fermentum administration modified behavior pat-
terns in rat pups as measured using EPM. Although we did not observe
changes in anxiety-like behavior, as indicated by similar percentage of
entries in open and closed arms between conditions, we did however
show that L. fermentum increased exploratory behavior during the
5-min testing period. Typically, rats exposed to a novel environment
display initial high levels of exploratory behavior (i.e. novelty period),
followed by a progressive reduction in exploratory activity that occurs
as the novel environment becomes familiar (i.e. habituation phase).?*¢?
Our results showed that locomotor activity was unchanged during the
test period in rat pups treated with L. fermentum suggesting increased
exploratory behavior as compared to control pups. In addition, L. fer-
mentum increased rearing activity of rat pups which reflects interest
in the novelty of the environment.? The importance of microbiota
in exploratory behavior has been demonstrated in antibiotic-treated
adult mice ¢® but, to the best of our knowledge, the impact of a sin-
gle probiotic on this behavior has never been reported in newborn
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rats. However, in view of the small-sized samples, further studies with
larger samples should be performed in the future to confirm the data
obtained in combination with additional tests. The absence of effect
of L. fermentum upon anxiety-like behavior found in our study could
result from an already low anxiety level of newborn rat pups.®* It could
also result from a selective effect of L. fermentum on exploratory ac-
tivity while sparing the anxiety-like behavior. Indeed, these two types
of behavior have been shown to be dissociated in mice lacking the
serotoninergic receptor 5-HT,, which displayed increased exploratory
activity but no change in anxiety-related behavior.?*

In conclusion, L. fermentum could provide a novel tool for the pre-
vention and/or treatment of gastrointestinal disorders associated with
altered intestinal epithelial barrier functions in the newborn.
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