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Résumé 

L'élaboration de nouvelles stratégies pour la détection de l'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 à un anticorps 
spécifique de la protéine P-sélectine ou de MAdCAM-1. Durant cette thèse, nous avons 
démontré que l’IRM moléculaire spécifique de la P-sélectine est capable de détecter les 
événements pathologiques qui se déroulent dans la moelle épinière de modèles murins de 
SEP chronique et récurrente-rémittente. De façon intéressante, nous montrons ici que cette 
technique d'IRM peut prédire l'apparition des poussées et des récupérations dans l’EAE. De 
plus, nous avons démontré que l’IRM moléculaire de MAdCAM-1 est capable de détecter 
l’inflammation intestinale dans des modèles 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 l'activation 
vasculaire. Enfin, nous rapportons dans la dernière partie de cette thèse que le système 
glymphatique existe également dans le parenchyme de la moelle épinière de la souris. Dans 
l’EAE, l’activité de ce système est réduite dans la moelle épinière mais pas dans le cerveau ou 
le cervelet. Cette altération est associée à l'accumulation de cellules inflammatoires dans 
l'espace péri-vasculaire, à la désorganisation de l'AQP4 et entraine une forte augmentation du 
volume ventriculaire. Ces perturbations pourraient contribuer à la physiopathologie de la SEP. 
Nos résultats sont très prometteurs pour l'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

Mots clés : sclérose en plaques, EAE, P-sélectine, MAdCAM-1, IRM,  MPIO, Système 
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, MAdCAM-1, MRI, MPIO, Glymphatic system 
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1. Conformation vasculaire du SNC 

 

1.1.  Généralités  

 

Le système nerveux central (SNC) est constitué de l’encéphale, de la moelle épinière et de 

la rétine. Ces organes énergivores sont extrêmement vascularisés, afin de permettre un 

apport sanguin suffisant à leur bon fonctionnement. Ainsi, le débit sanguin cérébral du 

cerveau est d’environ 50 ml/100g/min, ce qui 

correspond à 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 contrôlés, conférant à 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 

nerveuse. Le compartiment sanguin contient quant à 

lui une grande quantité de molécules et de cellules 

dont les concentrations peuvent varier au cours du 

temps en fonction de l’environnement. Ainsi, plusieurs éléments vasculaires sont présents afin 

d’isoler le SNC du sang pouvant perturber l’homéostasie cérébrale (Abbott et al., 2010). Parmi 

les spécificités vasculaires du SNC participant à cette protection, la plus connue est très 

certainement la présence d’une barrière sanguine appelée barrière hémato-encéphalique 

(BHE). Cependant, d’autres éléments y participent, comme la présence d’une barrière 

épithéliale entre le sang et le liquide céphalorachidien (LCR) et d’un système d’élimination des 

déchets spécifiques du SNC. La structure et le fonctionnement de ces trois entités seront 

détaillés dans cette première partie.  

 

Figure 1 : Photo de la surface d’un cerveau 
humain vivant durant une chirurgie, témoignant 
de son importante vascularisation. (Robert 
Ludlow, UCL Instutute of Neurology, London) 
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1.2.  La barrière-hémato encéphalique 

1.2.1. Définition 

La BHE est le terme utilisé pour décrire les propriétés uniques que possèdent les vaisseaux 

sanguins du SNC, à savoir le passage limité et contrôlé des molécules et des cellules à travers 

la paroi vasculaire. 

1.2.2. Histoire 

La première mise en évidence du phénomène selon lequel certaines molécules ne peuvent 

pas atteindre le cerveau après leur injection intraveineuse fut faite par Paul Ehrlich en 1885. 

Dans son étude ayant pour but de comparer la consommation d’oxygène des différents 

organes, Ehrlich injecta des colorants dont la couleur change en 

fonction de leur stade d’oxydoréduction (l’absence de coloration 

résultant d’une faible oxygénation). Il remarqua que, contrairement 

aux autres organes, le cerveau n’était que très peu, voire pas du tout 

coloré (Bechmann, Galea and Perry, 2007). Cependant, il ne pensa pas 

que ce manque de coloration du cerveau puisse être attribué à des 

propriétés spéciales des cellules endothéliales du cerveau. Cette idée 

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

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

intrathécales et parentérales d’éléments neurotoxiques (Saunders et 

al., 2014). Ces éléments qui n’allaient pas dans le sens de son étude 

sur l’oxygénation des organes, furent sévèrement rejetés par Ehrlich 

qui est considéré comme le « découvreur réticent » de la BHE, bien qu’il ne soit pas à l’origine 

du terme « barrière hémato-encéphalique ». Il est aujourd’hui admis que ce terme revient à 

Lewandowsky, lequel, dans son article de 1900 montre que des toxines sont effectives à 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 à l’égard de certaines molécules. Les premières observations de la 

structure moléculaire de la BHE furent réalisées bien après, en 1967 grâce à l’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 manière intéressante, dans la même étude les auteurs 

Figure 2 : Portrait du 
scientifique Allemand Paul 
Ehrlich, prix Nobel de 
physiologie ou médecine en 
1908. 
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noteront la pénurie de vésicules de transport dans les capillaires cérébraux, pénurie qu’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 possèdent un 

phénotype particulier qui consiste en l’expression de jonctions cellulaires étanches appelées 

jonctions serrées. Autour de ces cellules endothéliales, viennent s’enrouler deux lames 

basales. La première est constituée de protéines de la matrice extracellulaire produites par les 

cellules endothéliales et les péricytes alors que la deuxième est produite par les astrocytes. 

Sur cet ensemble, on retrouve des péricytes (sous les lames basales) ainsi que des pieds 

astrocytaires permettant le contrôle local de ce phénotype particulier (Daneman, 2012; 

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

 

Figure 3 : Structure cellulaire de la barrière 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. 
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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 manière paracellulaire. En outre, les cellules 

endothéliales de la BHE ne présentent que très peu de pinocytose/transcytose, limitant ainsi 

les passages transcellulaires.  En contrepartie, de nombreux transporteurs impliqués dans 

l’efflux de médiateurs solubles sont exprimés au niveau des cellules endothéliales et 

permettent l’apport contrôlé de nutriments aux cellules du SNC (Daneman, 2012).  

Les lames basales, composants non cellulaires de la BHE : Les lames basales, qui jouent 

un rôle important dans la stabilité des cellules de la BHE, sont produites par les astrocytes et 

les péricytes  qui sécrètent des molécules de la matrice extracellulaire. Parmi ces molécules, 

on trouve essentiellement des protéines structurales, comme le collagène 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 rôle stabilisateur, les lames basales jouent également un rôle de barrière physique 

en limitant le passage des cellules et des molécules à travers la BHE (Daneman, 2012; 

Obermeier, Daneman and Ransohoff, 2013).  

Le rôle des péricytes dans la régulation de la BHE : Les péricytes effectuent diverses 

tâches, comme le maintien de l’intégrité de la BHE, via le contrôle de l’expression et de 

l’alignement des jonctions serrées. Ils régulent également l’angiogenèse ainsi que 

l’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 

diamètre 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 rôle des astrocytes dans la régulation de la BHE : Les astrocytes interagissent avec les 

cellules endothéliales via leurs prolongements et recouvrent ainsi près de 90% des micro-

vaisseaux. En libérant des facteurs solubles, ils contrôlent 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 barrière (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 contrôlant le débit sanguin cérébral en fonction de l’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 possèdent une densité plus faible 

de jonctions serrées et la présence d’un espace péri-vasculaire empêche leur contact direct 

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

 

1.2.4. Implications dans les pathologies cérébrales 

En conditions pathologiques, de nombreux éléments peuvent compromettre l’intégrité de 

la BHE. En effet, une augmentation anormale de la perméabilité de la BHE peut être 

provoquée par un stress oxydatif, par la sécrétion de facteurs angiogéniques et de cytokines 

pro-inflammatoires, par l’adhésion et l’infiltration de cellules immunitaires, mais également 

par l’infection par un agent pathogène. Ces différents facteurs peuvent conduire à la réduction 

de l’expression des protéines de jonction serrées, à un détachement des pericytes et des pieds 

astrocytaires ainsi qu’à 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 

Table 1 : Différences structurelles de la BHE des artérioles, capillaires et veinules (Bechmann, Galea and Perry, 
2007). 
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microgliale et la sécrétions de cytokines. Il en résulte une inflammation du SNC, une 

dysfonction neuronale pouvant aller jusqu’à 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), l’épilepsie (Oby and Janigro, 2006), la 

neuromyélite optique (Shimizu et al., 2012), la maladie d’Alzheimer (Zlokovic, 2008) ou encore 

la sclérose en plaques (Minagar and Alexander, 2003). Bien que l’altération de la BHE semble 

être 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 être mesurée dans l’hippocampe au 

cours du vieillissement (Montagne et al., 2015). Cette altération précoce de la BHE pourrait 

contribuer à 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 choroïdes, dont les structures et 

fonctions sont détaillées dans la partie qui suit.  

 

1.3.  La barrière sang-LCR 

Les plexus choroïdes (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 possèdent 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 fenêtrés. À défaut d’avoir un endothélium vasculaire 

imperméable, les PC possèdent des cellules épithéliales reliées entre elles par des jonctions 

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

La structure anatomique des PC a été décrite pour la première fois par Hérophile (330-

250 avant JC) qui disséquait des cadavres en publique. En 1664, Willis fut le premier à 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 grâce à l’utilisation de la 

microscopie. Les plus anciennes traces de l’observation d’une perméabilité différente entre 

les vaisseaux du parenchyme cérébral et ceux des plexus choroïdes datent de 1913, où 

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 à parler de « barrière » furent, en 1918, 

Stern et Gautier qui notèrent que « la barrière qui s’oppose au passage dans le liquide 

céphalo-rachidien de substances circulant dans le sang présente des différents notables 

suivant les espèces 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 à aller à l’encontre des croyances de l’époque 

selon lesquelles le LCR n’était qu’un plasma sanguin filtré (Mortazavi et al., 2014). Par la suite, 

de nombreuses études ont contribué à 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 espèces, les PC ont 

une structure et une fonction qui se sont conservées au cours de l’évolution chez les vertébrés. 

Présents dans les ventricules cérébraux, les PC sont hautement vascularisés et présentent une 

structure à l’image de leur rôle sécréteur. Ils se composent d’une monocouche de cellules 

épithéliales cuboïdales  qui entourent un stroma composé de tissu conjonctif et de vaisseaux 

fenêtrés. Ces cellules épithéliales sont reliées entre elles par des jonctions serrées formant la 

barrière sang-LCR et empêchant le passage passif paracellulaire de molécules indésirables. À 

l’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’antigène (CPA) sont présentes sur la surface apicale de l’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).  

  

Contrairement à la BHE, la barrière sang-LCR est extrêmement perméable à l’eau grâce 

à la présence sur sa surface apicale d’un grand nombre de canaux à eau comme l’aquaporine-

1 (AQP-1). En accord avec cela, les souris déficientes en AQP-1 voient la perméabilité à l’eau 

de leur PC diminuée de 80% (Oshio et al., 2005). De plus, les cellules épithéliales possèdent 

un nombre important de transporteurs d’ions (particulièrement pour le Cl-, le Na+ et l’HCO3
-), 

provoquant une différence contrôlée d’osmolarité entre le LCR et le stroma. C’est cette 

différence d’osmolarité qui entraîne les molécules d’eau à travers l’épithélium via l’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 à la production du LCR. Pour cela, les PC sont hautement perfusés en sang, à raison 

de 4 ml/min/gramme de PC, soit environ 10 fois plus que l’apport sanguin du parenchyme 

cérébral. De toutes les cellules sécrétrices du corps humain, les cellules épithéliales des PC 

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



Introduction 

18 
 

sont parmi les plus efficaces : 500 à 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 l’homme).  

Cependant, la surface totale estimée des PC est d’environ 0,021m² contre environ 20 m² 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 arachnoïdiens, 

puis retourne dans la circulation sanguine au niveau des sinus veineux par des villosités sous 

arachnoïdiennes (ou granulations arachnoïdiennes) (figure 5). 

 

 

La BHE et le LCR sont également impliqués dans la formation d’un système d’élimination 

des déchets propre au SNC, appelé système glymphatique. Les structures et fonctions de ce 

dernier sont détaillées dans la section qui suit.  

Figure 5 : Le circuit du LCR dans le cerveau (Damkier, Brown and Praetorius, 2013). Produit 
au niveau de la barrière sang-LCR des PC, le LCR circule dans les ventricules et les espaces 
sous arachnoïdien, pour ensuite être éliminé au niveau des sinus veineux. SSS= sinus 
sagittal supérieur ; BBB= BHE ; SAS= espace sous arachnoïdien ; BSCFB= barrière sang-LCR 
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1.4.  Le flux de LCR péri-vasculaire : « système glymphatique » 

1.4.1.  Définition 

Le concept de système 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 particulièrement des astrocytes) mais 

également du LCR. En circulant des espaces péri-artériolaires vers les espaces péri-veineux, le 

LCR entraîne avec lui les déchets cérébraux, permettant leur évacuation hors du parenchyme. 

Proposé pour la première fois par Maiken Nedergaard (Iliff et al., 2012), la perturbation de ce 

système serait impliquée dans de nombreuses pathologies. 

 

1.4.2. Structure et fonction 

Lorsque les artères pie-mériennes (présentes dans l’espace sous arachnoïdien) 

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 artères 

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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Le passage du LCR entre les pieds astrocytaires est facilité par la présence  de l’AQP-4 

(canaux spécifiques de l’eau): en faisant passer les molécules d’eau à travers les pieds 

astrocytaires, elle créé un flux de LCR entre les pieds. En circulant dans le parenchyme grâce 

à la combinaison de la pulsativité artérielle, de la respiration, d’une lente vasomotricité et d’un 

gradient de pression, le LCR va entraîner avec lui le liquide interstitiel et les solutés (<100kDa) 

qu’il contient vers les espaces péri-veineux. Le LCR chargé de déchets est éliminé via les 

vaisseaux lymphatiques présents au niveau de la dure mère et via le sang (Johnston et al., 

2004) (figure 7).  

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 
l’espace de Virchow-Robin, permettant au LCR de circuler autour des vaisseaux. 
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1.4.3. Les techniques utilisées pour étudier le système glymphatique 

La preuve de concept du système glymphatique s’est faite avec l’injection dans la 

grande citerne (ou Cisterna magna) de traceurs fluorescents de poids moléculaires différents. 

Grace à 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 (Iliff et al., 

2012) (figure 8).  

Figure 7 : Organisation du système glymphatique (Iliff et al., 2012). Le flux de LCR, allant des espaces péri-
veineux vers les espaces péri-artériels, il entraîne avec lui les déchets du liquide interstitiel. L’apport de LCR dans 
les espaces péri-artériels se fait via les artères plongeantes. Après avoir traversé le parenchyme et atteint les 
espaces péri-veineux, le LCR retourne en périphérie du cerveau pour être expulsé dans le sang et dans les 
vaisseaux lymphatiques. Ce flux de LCR est entraîné par le courant d’eau créé par l’AQP-4. 
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 Une seconde étude du même auteur a montré qu’il était également possible de 

visualiser le système glymphatique grâce à l’imagerie par résonance magnétique (IRM) 

pondérée en T1 après injection de gadolinium dans la grande citerne (Iliff et al., 2013) (figure 

9).  

 

Cette technique a ensuite été utilisée dans notre unité de recherche pour l’étude du système 

glymphatique dans des modèles d’ischémies et d’hémorragies (Gaberel et al., 2014).   

 

 

Figure 8 : Technique utilisée pour 
la preuve de concept du système 
glymphatique (Jessen et al., 
2015). Après leur injection dans la 
grande citerne, le traceur de 
grand poids moléculaire reste 
bloqué autour des vaisseaux, alors 
que le traceur de petit poids 
moléculaire diffuse dans le 
parenchyme cérébral en quelques 
minutes. 

Figure 9 : IRM du système glymphatique (Iliff 
et al., 2013). Après son injection dans la grande 
citerne, il est possible de voir la diffusion du 
gadolinium dans le cerveau grâce à l’utilisation 
de séquences IRM pondérées en T1. 
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1.4.4.  Implications dans les pathologies cérébrales 

Avec l’âge, le système glymphatique devient moins efficace. Il a été montré que 

l’activité du système glymphatique des souris âgées est réduite de 80 à 90%. Ceci aurait des 

implications importantes dans les pathologies touchant les personnes âgées, d’autant plus 

que 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 β-

amloïde injecté par voie intra-parenchymateuse voit sa clairance diminuée de 40% chez les 

souris âgées par rapport aux souris jeunes. Cette baisse d’efficacité avec l’âge peut s’expliquer 

par une perte de la polarisation de l’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 à -66% avec l’âge (provoquant 

une baisse de la pression du LCR de 27%) contribue certainement au déclin du système 

glymphatique (Chen et al., 2009; Fleischman et al., 2012). En accord avec cela, une 

suppression du système glymphatique a été observée dans un modèle animal de maladie 

d’Alzheimer (Peng et al., 2016). Enfin, une altération du système glymphatique a été montré 

dans d’autres modèles de pathologies, comme dans des modèles d’accidents vasculaires 

cérébraux (Gaberel et al., 2014), de diabète (Jiang et al., 2017) et de micro-infarctus multiples 

(Wang et al., 2017). Cependant, la perfusion du système glymphatique n’a pas été étudiée 

dans certaines pathologies touchant la moelle épinière, comme c’est le cas de la sclérose en 

plaques.  
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2. La sclérose en plaques 

 

2.1.  Généralités 

La sclérose en plaques (SEP) a été décrite pour la première 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 épinière, causant des troubles neurologiques 

variés et récurrents. Une telle description au 19ème siècle, où 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 symptômes sont très 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 symptômes 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 particulièrement étudiée. Dans cette partie, nous ferons l’état des lieux 

des connaissances actuelles concernant la SEP, son épidémiologie, ses différentes formes et 

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

 

2.2.  Épidémiologie  

La SEP est la première cause de handicap non traumatique chez le jeune adulte. L’âge 

moyen d’apparition de la maladie est compris entre 30 et 40 ans, bien que des formes 

pédiatriques et des formes débutant après 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 

l’équateur pour se rapprocher des pôles, plus les cas de SEP sont fréquents (Ascherio, Munger 

and Lünemann, 2012). Un gradient nord-sud est également présent à l’échelle de la France. 

Bien que ce gradient soit principalement attribué au niveau d’ensoleillement, l’hypothèse d’un 

effet de l’hygiène de vie sur le développement du système immunitaire et du microbiote n’est 

pas exclue. En effet, plusieurs études montrent que les personnes migrant vers un pays avant 
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l’adolescence héritent du risque du pays d’accueil, alors que ceux migrant après cet âge 

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 à 3% lorsqu’un frère ou sœur est 

atteint, et à environ 35% lorsqu’un frère 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 à 6000 nouveaux cas diagnostiqués chaque année en France, les ¾ sont des 

femmes (chiffres de la fondation pour l’aide à 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 à 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 garçons et pendant la grossesse, le risque d’être confronté à une poussée de SEP 

est plus faible. Paradoxalement, bien que les femmes aient plus de risque d’être touchées par 

la SEP, leur pronostic semble meilleur que celui des hommes concernant l’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 l’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 hétérogène selon les patients. Certains sont touchés par des 

poussées et des rémissions successives et imprévisibles, alors que d’autres voient leur déficit 

croître constamment avec le temps. Aujourd’hui, les SEP sont classées en 3 catégories, que 

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

La forme récurrente-rémittente se caractérise par une succession de survenues ou 

d’aggravations de symptômes (appelées poussées) espacées de récupérations plus ou moins 

complètes (figure 10). Une poussée est définie par une apparition de symptômes typiques 
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d’un évènement 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 être confrontés à des périodes de 

stabilité clinique, pendant lesquelles les symptômes ne s’aggravent pas. Contrairement à 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 à une forme récurrente-rémittente. Ainsi, les patients débutent la maladie par une 

succession de poussées et de rémissions, puis évoluent progressivement vers une aggravation 

clinique constante (figure 10). On estime qu’environ 80% des SEP récurrentes-rémittentes 

évoluent vers une forme secondairement progressive une à deux décennies après la pose du 

diagnostic (Dendrou, Fugger and Friese, 2015).  

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 être gênés dans leur 

vie quotidienne. Les formes bénignes de SEP sont caractérisées par des SEP dont le score EDSS 

(pour « Expanded Disability Status Scale ») n’excède pas 3.0 dix ans après la première 

manifestation clinique (correspondant à un handicap modéré d’un paramètre fonctionnel 

sans problème de déambulation). La proportion des formes bénignes est comprise entre 5 et 

40% selon les études. Cependant, le terme de SEP bénigne est à 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 

l’intégrité de la BHE. Bien que plus de 100 gènes de susceptibilité aient été identifiés comme 

jouant un rôle dans la maladie (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC) 

et al., 2013), l’origine de la SEP reste inconnue. En accord avec l’aspect auto-immun de la 

maladie, la majorité de ces gènes de susceptibilité sont des gènes de l’immunité. Une des 

principales caractéristique de la SEP est la présence de zones de démyélinisation (appelées 

« plaques » ou « lésions ») dans le cerveau et/ou la moelle épinière des patients. Ces lésions 

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 à une évolution vers 

une forme progressive participant à une atrophie cérébrale accompagnée d’un élargissement 

ventriculaire (Dendrou, Fugger and Friese, 2015) (figure 11).  
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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 

manière plus diffuse et provoquant des atteintes disséminées de la myéline et des axones 

(Kutzelnigg et al., 2005).  

 

 

 

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 être principalement neurodégénératives. 
Plus la maladie progresse, plus vont s’accumuler les dommages irréversibles associés à une perte 
axonale et une  atrophie cérébrale. Ce schéma montre que pour être symptomatiques, les 
dommages doivent être 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). 
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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 gènes 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 rôles souvent délétères, mais parfois bénéfiques, joués par ces 

cellules dans la SEP.  

2.4.2.1. Les Lymphocytes T 

Les lymphocytes T (LT) appartiennent au système immunitaire adaptatif, répondant de 

manière durable à un antigène spécifique (à l’opposé du système immunitaire inné qui répond 

de manière immédiate et non spécifique à 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 II qui est 

exprimé par les CPA et associé à la présentation d’antigènes provenant du milieu 

extracellulaire. Les LT CD4+ agissent comme des intermédiaires de l’immunité, c’est-à-dire 

qu’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 l’antigène. À l’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 I qui est exprimé par toutes les cellules nucléées 

du corps humain (sauf les cellules germinales) et est associé à la présentation d’antigènes 

provenant du milieu intracellulaire. Les LT qui sont détectables dès 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 être séparés en 3 catégories, les TH1 et les 

TH17 considérés comme délétères et les TREG qui sont considérés comme bénéfiques. Les TH1 

dont la signature est la production de la cytokine IFN-γ ont longtemps été considérés comme 

étant les principaux lymphocytes pathogéniques modulant l’inflammation dans la SEP et ses 
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modèles. En effet, le transfert adoptif des TH1 suffit à induire la maladie (Pierson et al., 2012), 

et la déficience en T-bet, un facteur de transcription essentiel à l’expression de IFN-γ, confère 

une résistance à la maladie (Bettelli et al., 2004). Cependant, une étude plus récente montre 

que les souris déficientes en T-bet n’ont certes pas une inflammation médiée par les TH1 mais 

peuvent tout de même 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 l’expression de leur signature respective (IFN-γ 

pour les TH1 et IL-17 pour les TH17) par les lymphocytes circulant augmente chez les patients 

atteints de SEP. De façon intéressante, il a été montré que les TH1 s’infiltrent 

préférentiellement dans la moelle épinière de manière dépendante à l’α4 alors que les TH17 

le font principalement dans le cerveau, de manière indépendante à l’ α4 (Rothhammer et al., 

2011). Cependant leur rôle 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 à la fois IFN-γ et IL-17 a été identifié dans la SEP et ses 

modèles animaux (Kebir et al., 2009).  Les TREG sont des LT CD4+ anti-inflammatoires exprimant 

CD25 et FoxP3 et produisant de l’IL-10 et du TGF-β. Leur rôle physiologique est de tempérer 

les réactions inflammatoires afin d’éviter qu’elles ne menacent l’intégrité de l’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 

système immunitaire prêt à défendre l’organisme contre les agents pathogènes, sans 

présenter de risques pour l’organisme en réagissant contre les auto-antigènes (Lowther and 

Hafler, 2012). Chez les patients atteints de SEP, cet équilibre est rompu par une perturbation 

du bon fonctionnement des TREG (Feger et al., 2007; Venken et al., 2008). Ce 

dysfonctionnement, qui semble participer à la progression de la SEP, ne semble pas en être à 

l’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 rôle protecteur, il a été montré que le 

transfert adoptif de TREG est bénéfique dans un modèle animal de SEP (Kohm et al., 2002) et 

que ces derniers s’accumulent dans le CNS lors des phases de récupération chez l’Homme et 

l’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 pour y 

dégrader les protéines et ainsi induire l’apoptose de la cible. Pour reconnaître et éliminer une 

cellule cible, les LT CD8+ interagissent avec le CMH I de cette dernière. Bien que le CMH de 

classe I soit normalement associé à la présentation d’antigènes synthétisés par la cellule elle-

même, il a été montré qu’un antigène extérieur internalisé par une cellule peut ensuite être 

présenté via le CMH I. Ainsi, les cellules endothéliales de la BHE ont la capacité de présenter à 

leur surface des antigènes du parenchyme cérébral pour que ces derniers soient reconnus par 

les LT CD8+ (Galea et al., 2007). Il été montré de façon intéressante que l’expression du CMH 

I par les oligodendrocytes et les neurones augmente dans la SEP, et ce en fonction de la 

sévérité de la maladie ou de l’activité des lésions (Höftberger et al., 2004). En accord avec cela, 

des contacts étroits entre les axones démyélinisés et les LT CD8+ ont été observés dans les 

lésions 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 rôle régulateur dans la SEP et ses modèles 

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

Ainsi, les rôles des différents lymphocytes sont extrêmement variés et complexes. Les 

sous-populations de lymphocytes CD4+ et CD8+ peuvent avoir des rôles opposés en 

contribuant dans certains cas à l’aggravation de la maladie, ou, dans d’autres, en diminuant 

l’inflammation. De plus, la plasticité des lymphocytes participe à cette complexité. En effet, il 

a été montré que les lymphocytes peuvent se différencier, et ainsi passer  d’un phénotype à 

un autre. Les TH17 peuvent ainsi se différencier en TH1 (Hirota et al., 2011) et les TREG ont la 

capacité de réduire leur pouvoir immunosuppresseur en sécrétant de l’IFN-γ (correspondant 

normalement au phénotype TH1) (Dominguez-Villar, Baecher-Allan and Hafler, 2011). 

Inversement, les TREG sont capables de se différencier en TH17 pro-inflammatoires (Komatsu 

et al., 2013). 

 



Introduction 

32 
 

2.4.2.2. Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B (LB) sont les cellules immunitaires responsables de la production 

d’anticorps (aussi appelés immunoglobulines). Après avoir été activés contre un antigène, les 

LB vont se différencier en LB mémoires (permettant une réaction plus rapide en cas d’une 

seconde exposition à l’antigène) ou en plasmocytes capables de produire des anticorps. En se 

fixant sur leur antigène, les anticorps vont permettre aux cellules phagocytaires de 

reconnaître la cible plus aisément. Une des principales preuves d’un rôle joué par les LB dans 

la SEP est l’augmentation de la quantité d’immunoglobulines dans le LCR chez plus de 95% des 

patients (Freedman et al., 2005). De façon 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 lésée présente au niveau 

des plaques de démyélinisation (von Büdingen 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 soupçonnés d’être les principaux 

auto-antigènes rencontrés dans la SEP (Owens et al., 2009). D’autres éléments vont en faveur 

d’un rôle délétère 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 rôle de CPA. En internalisant 

les antigènes solubles, les lymphocytes B ont la capacité de présenter des antigènes aux LT via 

leur CMH de classe II, et ce aussi efficacement que les cellules spécialisées dans la présentation 

d’antigènes (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’antigène. Les macrophages circulants sont appelés 

monocytes. Au moment de s’infiltrer, les monocytes subissent la dernière 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 à 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 rôles 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 lésion permet 

d’accélérer significativement la remyélinisation. Cet effet bénéfique s’expliquerait en grande 

partie par la capacité des macrophages à 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 

que les macrophages issus de souris jeune phagocytent les débris de myéline plus rapidement 

que les macrophages de souris âgées. Cette baisse d’efficacité pourrait s’expliquer par la 

baisse d’expression des gènes RXR (retinoid-X receptor) par les macrophages au cours du 

vieillissement. En présence d’un agoniste RXR, les macrophages issus de souris âgées voient 

leurs capacités de phagocytose des débris de myéline améliorées. Ces observations ont abouti 

à un essai clinique du bexarotene (agoniste RXR) chez les patients atteints de SEP récurrente-

rémittente afin d’évaluer sa capacité à promouvoir la remyélinisation (Kotter et al., 2001; 

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

La microglie joue un rôle primordial dans le maintien de l’homéostasie cérébrale (Prinz 

et al., 2014). Il a été montré que l’activation microgliale se produit très tôt 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 

lésions contient des débris de myéline et d’axone, exprime le CMH de classe II et libère une 

importante quantité de molécules pro-inflammatoires et neurotoxiques (Bogie, Stinissen and 

Hendriks, 2014). La microglie pourrait ainsi participer à l’auto-immunité contre la myéline et 

les axones (Huizinga et al., 2012). Différents stades d’activation de la microglie et des 

macrophages ont pu être 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 

l’inflammation en libérant des cytokines pro-inflammatoires et en présentant les antigènes 

aux lymphocytes, alors que la microglie M2 interviendrait dans un second temps pour rétablir 

l’homéostasie en libérant des molécules anti-inflammatoires comme l’IL-10 ou le TGF-β 

(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 premières cellules à être recrutées sur un site d’inflammation (Kolaczkowska 

and Kubes, 2013). Impliqués dans l’immunité innée, les neutrophiles peuvent phagocyter leur 

cible et possèdent un nombre important de vésicules remplies de molécules pro-

inflammatoires, et sont ainsi capables de libérer très 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 extrêmes 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 l’Humain. Cependant, une étude montre qu’en condition naturelle, les neutrophiles 

circulants peuvent vivre jusqu’à 12h chez la souris et 5 jours chez l’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 à l’invalidité 

clinique. De plus, la déplétion en neutrophiles est bénéfique dans les modèles animaux de SEP 

(Rumble et al., 2015). Il est à noter que les neutrophiles sont moins nombreux dans la SEP que 

dans d’autres maladies auto-immunes comme la neuromyélite optique, mais qu’ils possèdent 

une capacité d’adhésion vasculaire et de migration accrue, ainsi qu’une synthèse augmentée 

de dérivés réactifs de l’oxygène (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’antigènes 

et jouent le rôle de messagers entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Ces cellules 

sondent constamment l’organisme à la recherche d’agents pathogènes. Elles sont capables de 

phagocyter les pathogènes pour ensuite présenter des fragments de ces derniers à leur 

surface via le CMH II. Ces cellules sont capables de retourner dans les nœuds lymphatiques 

pour y activer les lymphocytes naïfs, et participent ainsi au déploiement de l’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 rôle important dans la SEP. Elles sont 

retrouvées en grand nombre dans les lésions 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 modèle animal de 

SEP que les cellules dendritiques sont capables de présenter de manière 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 être autorisés à s’infiltrer dans le SNC, 

les lymphocytes doivent êtres réactivés par des cellules dendritiques présentes sur place 

(Greter et al., 2005). Il semblerait que les cellules dendritiques puissent également jouer un 

rôle 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 à 

cibler les actions pro-inflammatoires des cellules dendritiques sont actuellement examinées 

pour l’élaboration de nouveaux traitements contre la SEP (Comabella et al., 2010).  

 

 



Introduction 

36 
 

 

 

Pour exercer leurs effets sur le SNC, les cellules immunitaires sont capables de 

s’infiltrer à 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 privilège immunitaire du SNC est rompu. L’altération des barrières 

vasculaires et l’expression de molécules à la surface des cellules endothéliales permettent 

l’infiltration de cellules immunitaires dans le parenchyme du SNC. Cette infiltration se fait en 

plusieurs étapes étroitement contrôlées : (1) la capture et le roulement du leucocyte sur la 

paroi vasculaire ; (2) l’activation leucocytaire ; (3) l’arrêt et la patrouille du leucocyte ; (4) la 

diapédèse du leucocyte (Takeshita and Ransohoff, 2012). Chacune de ces étapes est 

caractérisée et contrôlée par l’expression de chimiokines et de molécules d’adhésion 

spécifiques (figure 12).  

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



Introduction 

37 
 

 

Le roulement (ou « rolling ») est la première étape de contact entre les leucocytes 

circulants et les cellules endothéliales. Cette étape fait intervenir l’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 

façon surprenante, il a été montré que le roulement des leucocytes ne semble pas nécessaire 

à leur infiltration. En effet, le blocage ou l’absence d’expression de la P-sélectine bloque le 

roulement mais n’empêche pas l’infiltration des leucocytes et ne modifie pas l’apparition et 

l’évolution de la maladie dans les modèles animaux de SEP (Kerfoot et al., 2006; Takeshita and 

Ransohoff, 2012; Sathiyanadan et al., 2014). De manière intéressante, il a été montré que le 

roulement des leucocytes se produit dès 48h avant les premiers symptômes, et que 

l’expression de la P-sélectine dans le cerveau et la moelle épinière augmente avant 

l’apparition des premiers déficits pour ensuite diminuer dans les phases tardives de la maladie 

(Kerfoot and Kubes, 2002).  

Figure 12 : L’infiltration leucocytaire à travers la BHE. Cette infiltration peut être séparée en différentes étapes : 
(1) la capture et le roulement (« rolling ») du leucocyte, (2) l’activation par les chimiokines, (3) l’adhésion (arrest) 
et la patrouille  (crawling) du leucocyte et (4) la diapédèse paracellulaire ou trancellulaire (adapté de Ley et al., 
2007). 
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L’activation des leucocytes, qui fait suite à leur roulement sur l’endothélium 

vasculaire, est rendu possible grâce à l’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 l’expression pathologique de CXCL12 par la BHE était 

corrélée à 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 à l’endothélium vasculaire (Laudanna et al., 2002).  

L’adhésion (ou arrêt) des leukocytes sur la paroi vasculaire est possible grâce à 

l’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 l’arrêt des leucocytes, l’interaction VLA-

4/VCAM-1 et LFA-1/ICAM-1 génère des cascades de signalisation au niveau des leucocytes et 

des cellules endothéliales, qui sont nécessaires à l’infiltration. Contrairement au roulement, 

l’adhésion semble cruciale pour l’infiltration, comme le montre cette étude selon laquelle un 

anticorps dirigé contre VLA-4 prévient l’apparition de la maladie dans un modèle de SEP 

(Yednock et al., 1992). Cette découverte donnera lieu à l’élaboration d’un traitement contre 

les formes récurrentes-rémittentes de la SEP : le Natalizumab® (Polman et al., 2006). Une fois 

arrêtés, les leucocytes vont pouvoir patrouiller sur l’endothélium (le plus souvent dans une 

direction contraire au flux sanguin) grâce à l’intégrine Mac-1 (pour « Macrophage integrin-1 », 

composée du CD18 et du CD11b) afin de scanner la lumière 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 grâce à un gradient 

de chimiokines (Massena et al., 2010). 

La diapédèse des leucocytes peut se faire de manière 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 à 5 minutes aux leucocytes, tandis que traverser la 

lame basale est plus long, et dure 5 à 15 minutes (Ley et al., 2007). La diapédèse paracellulaire 

des leucocytes semble être dépendante des concentrations intracellulaires de Ca2+ des cellules 

endothéliales. Une augmentation de la concentration de Ca2+ dans les cellules endothéliales 

entraînerait l’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, entraînerait 

la mobilisation des leucocytes au niveau des jonctions endothéliales pour permettre la 

diapédèse paracellulaire (Muller, 2003). Les leucocytes peuvent également réaliser leur 

diapédèse de manière transcellulaire en transperçant les cellules endothéliales (Feng et al., 

1998), bien que ce phénomène ne semble concerner que 5 à 20% des diapédèses 

leucocytaires. Pour cela, les lymphocytes utilisent des podosomes (microdomaines 

d’adhérence formés au niveau de la membrane, possédant un cœur d’actine encerclé de 

protéines structurales, de signalisation, et de métalloprotéases) afin de « palper » la surface 

des cellules endothéliales, et former des pores à travers l’endothélium. La formation des 

podosomes pour la diapédèse transcellulaire des lymphocytes semble nécessaire puisque son 

blocage stoppe ce phénomène (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 l’ouverture de la BHE, 

l’interaction avec d’autres molécules d’adhésion, comme ALCAM (pour « Activated Leukocyte 

Cell Adhesion Molecule » ou CD166) aurait l’effet inverse et permettrait un rétrocontrôle 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 l’endothélium vasculaire des 

lésions actives sont plutôt bien décrites. Cependant des zones d’ombre persistent sur les 

évènements précoces qui provoquent la rupture du privilège immun du SNC dans la SEP. Une 

composante intestinale et une implication des PC dans ces évènements précoces sont 

fréquemment évoqués.  
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2.4.4. L’hypothèse de l’implication des plexus choroïdes dans la SEP 

Le privilège immun est une adaptation biologique consistant à protéger certains 

organes vitaux du système immunitaire, afin d’éviter qu’ils ne soient lésés en cas 

d’inflammation. Le SNC a longtemps été considéré comme possédant ce privilège 

immunitaire, grâce à la présence de la BHE qui l’isole du reste de l’organisme. Cependant, 

plusieurs éléments viennent modérer cette idée, et laissent penser que le SNC serait soumis 

à une surveillance immune via les PC. En effet, les LCR de patients sains contiennent environ 

1000 à 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 rôle 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 à 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 sécrètent 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 être observée avant tout phénomène 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 l’hypothèse d’une implication des PC 

lors de l’inflammation du SNC dans la SEP et ses modèles. Les PC étant un lieu de surveillance 

immunitaire de routine, une première vague de LT mémoire issue de l’immunité adaptative 

s’infiltrerait au niveau des PC. Ces LT pourraient être 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 à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires permettant l’activation 



Introduction 

41 
 

vasculaire des vaisseaux méningés, et à l’infiltration d’une seconde vague plus agressive, 

dirigée contre les gaines de myéline (figure 13) (Ransohoff and Engelhardt, 2012).  

 

 

Dans ce sens, il a été montré qu’une infiltration précoce de LTH17 à travers les PC est 

présente dans un modèle de SEP (Reboldi et al., 2009) et que le nombre de lymphocytes 

augmente au niveau des méninges et de l’espace sous-arachnoïdien avant que ce ne soit le 

cas dans le parenchyme (Kivisäkk et al., 2009).  

Figure 13 : Hypothèse de l’implication des plexus choroïdes dans la réaction auto-immune rencontrée dans la 
SEP et ses modèles : L’immunité adaptative conduit à l’infiltration à travers les PC d’une première vague de LT 
mémoire qui sont réactivé par les CPA. Leur réactivation conduit à l’expression de molécules pro-inflammatoires, 
entrainant l’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). 



Introduction 

42 
 

Bien que cette hypothèse 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. L’essor des travaux sur l’axe intestin-cerveau a conduit à de nouvelles hypothèses 

plaçant le système immunitaire intestinal comme pouvant être à l’origine de la déclaration 

d’une SEP.  

 

2.4.5. L’hypothèse de l’axe intestin-cerveau 

Plusieurs éléments vont dans le sens de liens étroits entre l’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 l’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 être 

dues à des gènes de susceptibilité communs, elles peuvent aussi s’expliquer par les similitudes 

de la composition et de l’architecture cellulaire entre la barrière intestinale (BI) et des 

barrières sanguines du SNC, mais également par l’action du microbiote intestinal sur 

l’inflammation.  

 

2.4.5.1. Similitudes entre la barrière intestinale et la BHE 

Les tissus intestinaux sont innervés par un important réseau nerveux, connu sous le 

nom de système nerveux entérique (Schemann and Neunlist, 2004). Parfois appelé 

« deuxième cerveau », le système nerveux entérique est présent dans la muqueuse intestinale 

et possède un nombre important de neurones, mais également de cellules gliales très proches 

des astrocytes, qui contrôlent  l’activité neuronale (Savidge, Sofroniew and Neunlist, 2007), et 

l’intégrité de la barrière intestinale (Savidge et al., 2007). À l’image de la BHE et de la barrière 

sang-LCR, la BI possède une monocouche de cellules épithéliales polarisées reliées entre elles 
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par des jonctions serrées (figure 14). Cette dernière a la capacité de laisser passer les 

nutriments tout en bloquant l’entrée des agents pathogènes (Groschwitz and Hogan, 2009). 

Comme c’est le cas pour la BHE, la BI 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 l’organisme d’agents pathogène et de peptides bactériens 

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

caractéristiques physiologiques et pathologiques avec la BHE et la barrière sang-LCR (Figure 

14). 

 

Les vaisseaux sanguins de l’intestin expriment également des molécules d’adhésion 

pour permettre la diapédèse des cellules immunitaires et ainsi soumettre l’intestin à une 

surveillance immunitaire, au même titre que les autres organes périphériques. MAdCAM-1 

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

Figure 14 : Similitudes physiologiques et pathologiques de la barrière intestinale et de la barrière hémato-
encéphalique. Les deux barrières sont caractérisées par une monocouche de cellules polarisées et reliées entre 
elles par des jonctions serrées. Que ce soit pour la BI ou la BHE, ce phénotype de barrière est contrôlé par des 
cellules gliales. En condition pathologique, une altération de ces barrières provoque une réaction inflammatoire 
et le passage incontrôlé de molécules et de cellules toxiques (Savidge, Sofroniew and Neunlist, 2007). 
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exprimée par les vaisseaux de l’intestin, mais pas par ceux du cerveau. MAdCAM-1 interagit 

avec l’intégrine LPAM (pour « Lymphocyte Peyer patch adhesion molecule » composée des 

sous unités α4 et β7), qui a la particularité d’avoir la sous unité α4 en commun avec VLA-4 (von 

Andrian and Engelhardt, 2003). Ainsi, le Natalizumab® (anticorps monoclonal dirigé contre α4) 

qui est utilisé dans le traitement de la SEP, a également montré des effets bénéfiques dans les 

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

 

2.4.5.2. Mimétisme moléculaire 

L’hypothèse d’un mimétisme moléculaire dû à une homologie entre un peptide viral et 

un auto-antigène 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 à un auto-antigène donné est de 20n 

(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 

que deux peptides soit confondus (car les différents acides-aminés contribuent différemment 

à l’immunogénicité globale du peptide) (Westall, 2006).  

Le microbiote intestinal, ensemble de micro-organismes résidant dans le tube digestif, 

est aujourd’hui connu pour jouer un rôle dans les fonctions digestive, immunologique et 

neurologique. On estime qu’il existe entre 400 et 1000 espèces différentes de bactéries 

résidant dans l’intestin, correspondant à environ 1011-1012 micro-organismes par gramme de 

tube digestif (soit presque 2 à 10 fois plus que le nombre de cellules du corps humain) (Rhee, 

Pothoulakis and Mayer, 2009; Antoni et al., 2014). De manière intéressante, il semblerait que 

des peptides exprimés par ce microbiote puissent présenter un mimétisme moléculaire avec 

des peptides immunogènes liés à la SEP (Westall, 2006). De plus, il a été montré qu’une 

altération de la BI se produit dans un modèle animal de SEP progressive (Nouri et al., 2014). 

Ainsi, une altération de la BI pouvant engendrer le passage d’un peptide bactérien présentant 

un mimétisme avec un anto-antigène du SNC, peut-être envisagée comme une possible cause 

du développement d’une SEP. En accord avec cette hypothèse, 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 sévère (Lee et 

al., 2011). 

Ainsi, la démonstration de l’implication de l’intestin dans la physiopathologie de la SEP 

s’avère intéressante dans l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques et 

diagnostiques. 

 

2.5.  Diagnostic de la SEP 

La première poussée est appelée syndrome cliniquement isolé (SCI) et peut être mono- ou 

poly-symptomatique. Aujourd’hui la démarche diagnostique face à un malade présentant un 

SCI et suspecté  d’être atteint d’une SEP consiste en la recherche d’une dissémination spatiale 

et temporelle des lésions détectées lors des différents examens. Depuis 2001, l’IRM occupe 

une place majeure dans le diagnostic de la SEP (McDonald et al., 2001). Pour cela les 

neurologues ont à leur disposition différentes séquences IRM permettant de voir des lésions 

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 à une ouverture de la BHE, objectivée par 

une prise de contraste  (hypersignal) en T1 après l’injection de gadolinium (figure 15).  

 

Les critères 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 

Figure 15 : IRM du cerveau 
d’un patient atteint de SEP.  
(A) Image axiale, FLAIR. 
Plusieurs lésions rondes et 
ovoïdes sont visibles en 
hypersignal. (B) Séquence 
pondérée en T1 après 
injection de gadolinium. 
Cette dernière montre la 
prise de contraste de la 
plupart des lésions, exceptée 
pour l’une d’entre elle 
(flèche) correspondant 
certainement à une ancienne 
lésion (Filippi et al., 2012). 
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et al., 2011).  Ainsi, pour diagnostiquer la SEP dès la première poussée grâce à l’IRM, il est 

nécessaire de voir des lésions situées à des endroits différents (dissémination spatiale) mais 

également d’âges 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 première poussée), il faudra 

attendre une seconde poussée pour pouvoir diagnostiquer de façon certaine une SEP. Pour 

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

Les lésions de l’encéphale touchent fréquemment le nerf optique, mais sont également 

souvent péri-ventriculaires, juxta-corticales et infratentorielle. Elles sont fréquemment de 

forme ronde ou ovoïdale et perpendiculaire au corps calleux. Le rehaussement des lésions 

après injection de gadolinium se présente sous forme d’anneaux plus ou moins complets. Des 

lésions de la moelle épinière sont retrouvées chez plus de 80% des patients (Bot et al., 2004), 

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

 

 

Les lésions de la moelle épinière sont rarement rehaussées en T1 après injection de 

gadolinium, et peinent ainsi à objectiver une dissémination temporelle des lésions. Bien que 

le suivi des lésions de la moelle épinière ne soit pas recommandé pour objectiver la 

dissémination spatiale et temporelle (Rovia À et al., 2015), il permet un diagnostic différentiel 

avec d’autres pathologies présentant des symptômes d’une affection de la moelle épinière. 

Par exemple, la neuromyélite optique (ou maladie de Devic) présente des lésions de la moelle 

épinière, mais ces dernières sont plus étendues (>3 segments vertébraux) que celles 

rencontrées dans la SEP (<3 segments).  

Figure 16 : IRM sagittale pondérée en T2 de la moelle 
épinière cervicale d’un patient atteint de SEP. L’examen 
IRM du patient révèle 3 lésions visible en hypersignal et 
localisées entre C1 et C6 (Salinas-González et al., 2016). 
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La réalisation d’une ponction lombaire et l’étude du LCR peuvent également être 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 l’est encore 

fréquemment pour les formes progressives primaires qui sont plus difficiles à diagnostiquer 

avec l’IRM seule.  

En résumé, bien que l’IRM ait révolutionné le diagnostic de la SEP, elle possède encore de 

nombreuses limitations, pouvant engendrer dans certains cas une errance diagnostique de 

plusieurs années. Cependant, la recherche préclinique, qui utilise des modèles animaux 

mimant la SEP humaine, a permis de mieux comprendre sa physiopathologie et a conduit à 

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

 

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

 

3.1.  Les modèles animaux 

 

3.1.1. Utilité des modèles animaux 

La SEP est une maladie confuse dans laquelle interagissent deux systèmes biologiques des 

plus complexes que sont le SNC et le système immunitaire. Bien que l’utilisation de modèles 

in vitro soit importante dans l’étude de mécanismes précis, l’utilisation de modèles in vivo 

permet d’appréhender la pathologie dans sa globalité grâce à l’utilisation d’un organisme 

complet. Les modèles animaux ont déjà permis l’élaboration de traitements utilisés en 

clinique dans la SEP. Sont aujourd’hui majoritairement utilisés : des modèles viraux, des 

modèles génétiques, des modèles toxiques et des modèles induits par immunisation. Les 

principes, les points forts et les points faibles de ces différents modèles seront présentés ci-

dessous.  
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3.1.2. Modèles murins 

3.1.2.1. Modèles viraux 

Une grande variété de virus à ARN peut causer une démyélinisation du SNC, comme le 

virus de Theiler, le virus de la forêt de Semliki et le virus de l'hépatite murine. Le virus de 

Theiler, qui est le plus utilisé d’entre eux, est un petit virus de 8100 nucléotides, décrit pour la 

première 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 première, qui commence 3 à 12 jours après l’injection, consiste 

en la réplication du virus et touche principalement les neurones, alors que la seconde phase, 

arrivant environ un mois après, est caractérisée par des phénomènes 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 modèles diffèrent de la SEP dans la mesure où l’infection par le virus 

persiste après l’injection. Bien que l’apparition d’une SEP suite à la contamination par un virus 

est envisagée chez l’Homme, la persistance de l’infection virale dans le SNC n’est pas 

démontrée (Ransohoff, 2012).  

 

3.1.2.2. Les modèles génétiques 

L’essor du génie génétique a permis l’élaboration d’animaux génétiquement modifiés 

présentant des anomalies de structure de la myéline et des phénomènes de démyélinisation 

et de remyélinisation. Par exemple, l’utilisation d’un promoteur spécifique permet 

l’expression du récepteur de la toxine diphtérique par un type cellulaire particulier et 

l’injection de la toxine diphtérique permet l’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 à une démyélinisation dans le SNC. Cette démyélinisation 

entraîne une ataxie et des tremblements dus à une conduction axonale altérée dans la moelle 

épinière. De manière intéressante, les animaux récupèrent après quelques jours grâce à une 

remyélinisation spontanée (Traka et al., 2010).  
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Les modèles génétiques encore récents sont peu utilisés. Une meilleure caractérisation 

de ces modèles est nécessaire pour évaluer tout leur potentiel. Par exemple, il serait très 

intéressant de savoir si l’apoptose induite des oligodendrocytes suffit à créer une réaction 

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

 

3.1.2.3. Modèles de démyélinisation par des agents chimiques 

Deux modèles de démyélinisation induits par un agent chimique sont majoritairement 

utilisés. Le premier consiste en l’administration orale de cuprizone, entraînant 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 à la cuprizone peut s’expliquer par le fait qu’ils ne possèdent pas de réserves 

de glycogène et ont un besoin énergétique très élevé pour le maintien de la myéline. La mort 

des oligodendrocytes est observée 3 semaines après le début du traitement à la cuprizone. De 

manière intéressante, toutes les régions ne sont pas touchées de la même façon. Alors que le 

corps calleux y est très sensible, les gaines de myéline présentes sur le nerf optique et dans la 

moelle épinière sont épargnées. L’arrêt du traitement à la cuprizone provoque une 

remyélinisation spontanée des fibres nerveuses (Matsushima and Morell, 2006) (figure 17). 

 

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 à  la cuprizone. 
(A) Souris normale non traitée. La myéline entourant les axones est visible en noir. (B) Démyélinisation 
complète chez une souris traitée à la cuprizone. (C) Remyélinisation après arrêt du traitement. Barre 
d’échelle=1,2µm. (Matsushima and Morell, 2006) 
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De façon intéressante, il a été montré dans ce modèle que les phénomènes de 

démyélinisation et de remyélinisation se chevauchent. Ces deux phénomènes n’interviennent 

pas l’un après l’autre, le recrutement et la prolifération des progéniteurs d’oligodendrocytes 

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

Bien que ce modèle soit utile pour étudier spécifiquement les phénomènes de 

démyélinisation et de remyélinisation, ce dernier présente des différences avec la SEP 

rencontrée chez les patients, comme l’absence de réaction auto-immune et d’ouverture de la 

BHE (McMahon, Suzuki and Matsushima, 2002). Ainsi, ce modèle n’est pas préconisé dans 

l’étude de l’infiltration de cellules immunitaires.  

Le second modèle 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 épinière 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 modèle, et comme pour le modèle 

curpizone, une remyélinisation spontanée suit la démyélinisation. Cependant, le point fort de 

ce modèle et la prévisibilité spatiale et temporelle de la démyélinisation et de remyélinisation. 

De plus contrairement au modèle cuprizone, où l’importance de la démyélinisation va 

déprendre de la quantité ingérée (qui varie en fonction des souris), le modèle lysolécithine 

présente une taille de lésion très reproductible car dépendante de la quantité injectée par 

l’expérimentateur. Cependant, ce modèle possède comme principal point faible le fait que la 

lysolécithine est un détergeant non spécifique, pouvant induire des dommages à 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 phénomènes d’inflammation. Les 

modèles de démyélinisation induits par des molécules chimiques sont ainsi particulièrement 

préconisés dans l’étude de ces phénomènes.  
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3.1.2.4. Modèles auto-immuns 

Les modèles auto-immuns de SEP sont regroupés sous le nom d’encéphalite auto-

immune expérimentale (ou encéphalite allergique expérimentale, EAE). L’EAE est le modèle 

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 après avoir été vaccinées 

contre la rage. En effet, les vaccins contre la rage ont longtemps été préparés à partir de tissus 

nerveux. En 1925, cette encéphalite post-vaccinale a été imitée chez l’animal par Koritschoner 

et Scweinburg, en injectant des débris de moelle épinière humaine chez des lapins (Pachner, 

2011). Au fil des années, les similitudes entre ce modèle d’encéphalite, aujourd’hui appelé 

EAE et la SEP humaine l’ont placé au rang de modèle le plus utilisé dans la recherche sur la 

SEP. Par la suite, les broyats de myéline ont été remplacés par des peptides immunogènes, 

injectés dans des souches de souris génétiquement susceptibles. Les peptides issus de la PBM 

ont été les premiers à être utilisés, suivis par la PLP et la glycoprotéine oligodendrogliale de la 

myéline (MOG) (Ransohoff, 2012).  

Aujourd’hui, l’EAE la plus utilisée consiste en l’injection d’un mélange de peptide 

MOG35-55 et d’adjuvant complet de Freund (ACF) sur des souris C57BL/6 mâles. Dix à douze 

jours après l’injection, les souris développent une paralysie de l’arrière-train s’aggravant 

progressivement, sans récupération complète. Ainsi, ce modèle 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 l’Homme (McRae et al., 

1992).  

Il est également possible d’induire une EAE dite « passive » sur une souris naïve 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, grâce à l’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 l’effet de cette molécule sur la capacité des lymphocytes 

à induire la maladie.  
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Un des inconvénients majeur de l’EAE classique, est que l’auto-immunité est 

provoquée par une immunisation, incluant de puissants adjuvants. Ainsi, ce modèle ne permet 

pas d’étudier les éléments déclencheurs de l’apparition d’une SEP. L’utilisation de l’EAE 

spontanée chez des souris transgéniques exprimant un TCR (récepteur des cellules T) 

spécifique de la myéline permet cependant de pallier ce problème (Goverman et al., 1993). 

Chez ces animaux, l’EAE se développe spontanément, sans avoir recours à une immunisation 

ou au transfert de lymphocytes activés.  

Dans l’EAE, les zones d’infiltration et de démyélinisation dans l’EAE peuvent se 

développer à n’importe quel endroit du SNC et leur survenue est imprévisible. Ainsi, bien que 

l’utilisation de ce modèle soit essentielle dans l’étude de l’inflammation, elle est moins 

préconisée dans l’étude des phénomènes de démyélinisation et de remyélinisation. Malgré 

cela, la physiopathologie de l’EAE étant très proche de celle de la SEP, ce modèle a permis 

d’améliorer considérablement nos connaissances sur cette maladie. Un des traitements 

majeur de la SEP, le natalizumab (tysabri), a été développé à par partir des recherches sur 

l’EAE (Yednock et al., 1992).  

 

3.1.3. Autres espèces 

Bien que les modèles murins soient plus couramment utilisés dans la recherche sur la SEP, 

d’autres espèces peuvent être utilisées dans certains cas précis. Ainsi, le recours à des 

primates non-humains peut-être intéressant grâce à leur proximité génétique avec l’Homme. 

Il est donc possible d’induire une EAE sur des macaques ou des marmousets afin d’évaluer 

avec plus de fiabilité l’efficacité thérapeutique ou l’innocuité d’un traitement destiné à 

Table 3 : Avantage et inconvénients des différents modèles murins utilisés dans l’étude de SEP. 
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l’Homme (Raine et al., 1999). Il est également possible d’induire de la démyélinisation chez le 

macaque grâce à l’injection de lysolécithine dans le nerf optique ou dans la moelle épinière 

(Lachapelle et al., 2006). Cependant, les coûts, les infrastructures nécessaires et les aspects 

éthiques rendent l’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 génétiquement modifiés permet de faciliter 

ce dernier. La larve de poisson zèbre et le têtard sont majoritairement utilisés car ils sont peu 

chers, transparents et leur composition en myéline est similaire à celle des mammifères. De 

plus, avec ses 300 œufs par ponte pour le poisson zèbre, et 3000 pour le Xénope, la 

transgénèse est très efficace. Afin d’étudier la démyélinisation, des lignées de ces animaux 

permettant l’ablation conditionnelle des oligodendrocytes myélinisants ont été créées. La 

portion proximale de la séquence régulatrice de la PBM spécifique des oligodendrocytes 

contrôle l’expression d’une protéine transgénique fluorescente et toxique en présence de 

métronidazole. Ainsi, en présence de métronidazole, qui est simplement ajouté à l’eau, la 

protéine recombinante spécifiquement exprimée par les oligodendrocytes va produire un 

dérivé toxique entraînant leur mort, et donc une démylinisation. Après l’arrêt du traitement 

au métronidazole, une remyélinisation spontanée se produit. La transparence de l’animal 

permet l’observation de la demyélinisation et de la remyélinisation à l’aide d’un microscope. 

A la fin de la demyélinisation, les animaux sont placés dans une eau contenant la molécule à 

tester afin d’évaluer l’amélioration de la remyélinisation (Buckley, Goldsmith and Franklin, 

2008; Kaya et al., 2012).  

En plus de son intérêt dans l’amélioration de la compréhension de la physiopathologie 

de la SEP, l’utilisation des modèles animaux a permis le développement de techniques 

prometteuses d’IRM moléculaires capables de mesurer l’inflammation. Les principes et les 

applications potentielles de l’IRM moléculaire de l’inflammation seront détaillés dans la partie 

si dessous.  
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3.2.  L’IRM moléculaire de l’inflammation 

 

Les interactions entre les cellules immunitaires et la BHE jouent un rôle primordial dans la 

pathophysiologie de la SEP, comme le montre l’efficacité des stratégies thérapeutiques ciblant 

ces dernières. A ce jour, il n’existe pas de marqueur non invasif disponible en clinique 

permettant de visualiser l’inflammation du SNC. Le développement récent de nouveaux 

agents de contraste compatibles avec l’IRM a permis l’essor de l’imagerie moléculaire, 

permettant la visualisation in vivo de l’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 être utilisés pour détecter 

l’inflammation du SNC et l’infiltration des leucocytes à travers la BHE, comme le 5HT-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 5HT-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 possèdent un électron non-apparié, et vont 

ainsi se polymériser entre elles, provoquant une accumulation de Gadolinium dépendante de 

l'activité de la MPO, et donc de l’infiltration de neutrophiles/macrophages (Breckwoldt et al., 

2008). Néanmoins, l’efficacité de cet agent de contraste est dépendante de l’importance de 

l’altération de la BHE. Ainsi, le niveau du signal sera fonction de la capacité du traceur à 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 grâce à une 

diminution du signal sur les séquences pondérées en T2*. Cependant, l’extrême petite taille 

de ces particules leur permet d’entrer dans le parenchyme cérébral de manière 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 être injectés 24h avant l’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 l’inflammation. 

Il est également possible de coupler les USPIOs à des anticorps afin de les rendre 

spécifiques d’une molécule d’intérêt, 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 même titre que les UPIOs seules, ces dernières peuvent diffuser de manière 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 dû à une ouverture de la BHE, à une activation 

vasculaire, à l’infiltration de monocytes, ou à plusieurs de ces éléments.  

Les MPIOs sont beaucoup plus grosses (1,08 μm) que les USPIO et sont également utilisées 

en IRM préc-clinique pour visualiser l’inflammation du SNC chez l’animal (McAteer et al., 

2007). Ces billes sont couplées à 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, même altérée, ce qui les rend 

spécifiques de l’activation vasculaire. De plus, leur demi-vie vasculaire est très 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 après 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 l’examen IRM de l’animal seulement quelques minutes après leur injection. Les 

MPIOs contiennent une importante quantité de fer (généralement 0,1-1,6 pg de fer / MPIO) 

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

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

Pour résumer, contrairement aux autres techniques d’IRM moléculaire, l’utilisation des 

MPIOs permet de visualiser l’expression des molécules d’adhésion avec une grande résolution 

spatio-temporelle, de manière indépendante du degré d’altération de la BHE (figure 18).   

 

 

 

 

 

Figure 18 : Schéma résumant les effets des différents agents de contraste utilisés dans l’IRM moléculaire de 
l’inflammation (cerveau de rongeur). La région inflammatoire touchée par une altération de la BHE est 
représentée en rouge foncée, et celle épargnée par l’altération de la BHE est représentée en rouge clair. Les 
MPIOs produisent un signal indépendant de l’altération de la BHE, alors que les autres agents de contraste 
produisent un signal qui n’est pas seulement spécifique de l’inflammation, mais dépend aussi de l’altération de 
la BHE (Gauberti et al., 2014). 
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3.2.2. Utilisation des MPIOs 

L’utilisation de l’IRM moléculaire n’est pas nouvelle puisqu’elle remonte à plus de 10ans. 

Cependant, les récentes avancées en matière d’imagerie ont permis d’améliorer 

considérablement la résolution spatiale de cette technique, initialement de basse qualité 

(figure 19). 

 

 

 

L’IRM moléculaire a été majoritairement utilisée avec des MPIOs-αVCAM-1 dans des 

modèles 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 l’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 à des IgG contrôles 

confirme l’absence d’extravasation des billes même en cas d’altération de la BHE. Les MPIOs-

αVCAM-1 permettent ainsi une mesure qualitative et quantitative de l’activation vasculaire 

aux stades avancés des différents modèles de pathologies cérébrales (figure 20).  

Figure 19 : Evolution de la qualité des images d’IRM moléculaire (cerveaux de souris EAE). (A) MPIOs-αP/E-
sélectine dans l’EAE MOG (van Kasteren et al., 2009). (B) MPIOs-αVCAM-1 dans l’EAE PLP (Serres et al., 2011). (C) 
MPIOs-αVCAM-1 dans l’EAE MOG (Montagne et al., 2012). 
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Au contraire, il a été montré, dans un modèle d’accident ischémique transitoire, que 

l’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 légère, les MPIO-αP-sélectine se sont montrées plus efficaces que 

les MPIOS-αVCAM-1. Ceci peut s’expliquer par le fait que la P-sélectine est exprimée de 

manière 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 l’activation vasculaire dans d’autres pathologies 

inflammatoires des organes périphériques tels que les reins ou le cœur (Belliere et al., 2015). 

Bien que la moelle épinière soit une zone du SNC particulièrement touchée dans l’EAE (Ajami 

Figure 20 : Exemple d’IRM moléculaire de VCAM-1 dans le cerveau de modèles de pathologies cérébrales 
(Gauberti et al., 2014). 
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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 l’organe et par la difficulté 

due à la par la sensibilité aux mouvements des séquences utilisées dans ce type d’imagerie.  
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Détection de l’expression de la P-sélectine dans l’EAE avec l’IRM moléculaire : 

À l’heure actuelle, l’IRM est devenue l’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 accès à cette information nécessite la réalisation d’une ponction lombaire, qui n’est 

pas sans risque de complications. Bien que l’IRM ait considérablement amélioré le diagnostic 

de la SEP, le peu d’informations qu’elle apporte peine encore à faire un diagnostic précoce et 

à prédire l’évolution de la maladie.  

La démyélinisation, qui est à l’origine des symptômes, 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 à la surface des 

cellules endothéliales. La détection de ce phénomène, grâce à l’utilisation de l’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 thèse (ARTICLE 1):  

- Mettre au point une méthode IRM permettant de visualiser l’activation vasculaire dans 

la moelle épinière de souris soumises à deux modèles de SEP 

- Juger la valeur prédictive de cette technique pour l’apparition des poussées et des 

rémissions d’un modèle de SEP récurrente-rémittente 

 

Détection de l’inflammation intestinale avec l’IRM moléculaire : 

L’intestin et le cerveau possèdent de nombreuses similitudes physiologiques et 

pathologiques. Comme pour le cerveau, l’intestin peut lui aussi être touché par des 

pathologies inflammatoires. Le diagnostic de ces pathologies intestinales avec l’IRM est 

difficile, voire pour certaines d’entre elles impossible. De plus, une composante intestinale 

semble jouer un rôle dans pathophysiologie de la SEP. Ainsi, le développement d’une 

technique d’IRM moléculaire spécifique de l’intestin pourrait considérablement améliorer le 

suivi de l’inflammation intestinale dans ces différentes pathologies. 
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Objectifs des travaux présentés dans cette thèse (Partie 2 des résultats):   

- Mettre au point une méthode permettant de visualiser l’activation vasculaire dans 

l’intestin de souris soumises à différents modèles de pathologies intestinales 

- Utilisation de cette technique afin de démasquer l’inflammation intestinale d’un 

modèle de SEP récurrente-rémittente 

 

Etude de la perfusion du système glymphatique dans l’EAE : 

L’activation vasculaire dans la SEP et l’EAE permet le recrutement de nombreuses cellules 

immunitaires, et l’ouverture de la BHE. Ces phénomènes pourraient être à l’origine d’une 

perturbation de la circulation du LCR périvasculaire, et ainsi d’une perturbation du 

fonctionnement du système glymphatique.  

Objectifs des travaux présentés dans cette thèse (ARTICLE 2):   

- Mise en évidence de l’existence d’un système glymphatique dans la moelle épinière 

- Etude de la perfusion du système glymphatique dans l’encéphale et la moelle épinière 

de souris soumises à un modèle de SEP 
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Etude 1 : Prédiction de l'activité de la maladie dans les modèles de 

sclérose en plaques avec l’imagerie par résonance magnétique 

moléculaire de la P-sélectine 

 

 

Contexte de l’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 l’ouverture de la BHE. L’élaboration de nouvelles 

stratégies permettant la détection des évènements 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 être rapidement exprimée à la surface des cellules endothéliales 

dans les jours précédents l’apparition d’une poussée d’un modèle de SEP (Kerfoot and Kubes, 

2002). En accord avec cela, l’IRM moléculaire de la P-sélectine développée par notre unité de 

recherche a prouvé son efficacité dans la détection de l’inflammation précoce (Quenault et 

al., 2017). 

 

Hypothèse 

L’IRM moléculaire de la P-sélectine est-elle capable de détecter l’activité de la maladie et de 

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

 

Méthodes  

Des séquences IRM adaptées à l’imagerie de la moelle épinière chez l’animal en 

respiration libre ont été utilisées dans deux modèles murins de SEP. En parallèle, l’imagerie 
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optique ex vivo et l’immunohistochimie nous ont permis de mesurer la perméabilité de la BHE 

ainsi que l’infiltration leucocytaire.  

 

 

Principaux résultats  

 

 L’IRM moléculaire de la P-sélectine permet la mesure de l’activité de la maladie dans 

des modèles de SEP progressive et récurrente-rémittente. 

 

 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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Etude 2 : Imagerie moléculaire de l’inflammation intestinale 

 

Contexte de l’étude 

 

Les patients atteints de pathologies inflammatoires de l’intestin montrent une 

augmentation du risque de présenter des lésions 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, l’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 

l’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 

 Développement d’une modalité d’IRM moléculaire adaptée à la détection et la mesure 

de l’inflammation intestinale. 

 Utilisation de cette technique dans l’étude de l’inflammation intestinale d’un modèle 

de SEP.  
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Méthodes 

Des séquences IRM adaptées à l’imagerie de l’intestin chez l’animal en respiration libre 

ont été utilisées dans des modèles d’inflammation systémique, de colite, d’ischémie 

mésentérique et de SEP. L’immunohistochimie a permis de vérifier la spécificité de la 

technique.  

 

 

Principaux résultats  

 En ciblant MAdCAM-1, l’IRM moléculaire permet la détection du niveau 

d’inflammation dans des modèles murins de pathologies intestinales.  

 

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

plusieurs examens chez le même sujet.  

 

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

inflammation intestinale dans un modèle de SEP récurrente-rémittente.  

 

 

 

Article en préparation  
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Etude 3 : Imagerie moléculaire de l’inflammation intestinale 

 

Introduction 

L’axe intestin-cerveau désigne les interactions et les influences que peut avoir l’intestin 

sur le cerveau (et inversement). De récentes études suggèrent que ce dernier pourrait jouer 

un rôle dans la SEP. En effet, il a été montré que les patients atteints de maladies 

inflammatoires de l’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 

l’inflammation du SNC pendant l’EAE (Lee et al., 2011) et qu’une augmentation de la 

perméabilité de la barrière intestinale a lieu pendant l’EAE chronique (Nouri et al., 2014). 

Ainsi, les perturbations intestinales semblent jouer un rôle 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 l’inflammation intestinale puis de déterminer si cette technique 

permet de suivre l’activité de la maladie chez des souris atteintes d’un modèle de SEP 

récurrente-rémittente. 

 

Matériel et Méthodes 

 

Animaux 

Les animaux utilisés dans cette étude sont des souris swiss mâles et des SJL/J femelles 

(8 semaines). Les animaux sont hébergés dans des cages standards répondant aux normes 

européennes de type 4, dans une pièce sous atmosphère de 20 à 30 Pa, maintenue sous une 

température de 21°C +/-1°C. Ces derniers sont nourris ad libitum, la litière et l’eau son 

changées toutes les semaines. Les expériences sur les animaux ont été effectuées 

conformément aux directives françaises (décret 87/848) et européennes (directive 86/609). 
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Modèle d'inflammation systémique induite par le LPS 

 Les souris swiss reçoivent 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 après 

l'administration du LPS. 

 

Ischémie mésentérique 

 Les souris swiss sont profondément anesthésiées avec 5% d’isoflurane dans un 

mélange contenant respectivement 30% et 70% d’O2/N20. Une fois l’anesthésie stabilisée, les 

souris sont maintenues sous anesthésie à 2,5% d’isoflurane dans un mélange 30% et 70% 

d’O2/N20 et sont placées sur le dos sur une couverture chauffante contrôlée par une sonde 

anale. L’abdomen de l’animal est rasé et nettoyé avec une solution alcoolisée. Une incision est 

réalisée sur l’abdomen afin d’extraire l’intestin grêle, et d’occlure l’artère mésentérique 

supérieure à l’aide de clamps vasculaires. L’intestin est placé entre deux compresses imbibées 

de solution saline afin d’éviter son asséchement. Après 60 minutes d’occlusion, les clamps 

sont retirés, l’intestin est replacé dans l’abdomen et la peau est suturée. Les mêmes 

manipulations sont réalisées pour les animaux contrôles, excepté que l’artère n’est pas occlue. 

Les animaux sont ensuite réveillés et replacés dans leur cage. Ils sont enfin surveillées de façon 

rapprochée jusqu’à l’examen IRM.  

 

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

 Ce modèle est réalisé selon un protocole précédemment décrit (Wirtz et al., 2007). 

Brièvement, le DSS (Sigma-Aldrich, Lisle d'Abeau, France) est dilué dans l’eau de boisson des 

souris swiss à une concentration de 4% pendant 8 jours. La solution est changée aux jours 3 

et 5. Les animaux contrôles reçoivent la même eau de boisson sans DSS. Les animaux sont 

pesés quotidiennement à la même 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 : très molles ; 

3 : diarrhée liquide.  

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

traces de sang visibles dans les selles ; 3 : saignement anal important.  
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Encéphalite auto-immune expérimentale 

L'EAE est induite chez des souris SJL/J femelles de 8 semaines (Janvier) via une 

immunisation avec 200μg de protéine protéolipidique recombinante (PLP139-151, Eurogentec) 

dans une émulsion mélangée (rapport volumique 1: 1) avec adjuvant complet de Freund (CFA; 

Difco Laboratories) contenant 800 μg de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (MBT; Difco). Les 

animaux contrôle (CFA) sont injectés avec une solution saline mélangée avec du CFA 

contenant 800 μg de MBT. L'émulsion est administrée grâce à des injections sous-cutanées 

situées au niveau de l'épaule et des flancs (quatre sites au total, 50 μL à chaque site 

d'injection). Une injection intrapéritonéale de 200 ng de toxine dérivée de Bordetella pertussis 

(Sigma-Aldrich) dans 200μL de solution saline est réalisée sur l’ensemble des animaux 48 

heures après 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’O2 et N20 respectivement. Une fois 

l’anesthésie stabilisée, les souris sont maintenues sous 3% d’isoflurane dans un mélange 

contenant 30% et 70% d’O2/N20. Les animaux sont perfusés par voie intra-cardiaque avec 

50ml de liquide physiologique hépariné (0,9%) à 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 à 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 à -80°C jusqu’à utilisation. 

Ils sont ensuite coupés à l’aide d’un cryotome (Leica CM3050), avec une épaisseur de coupe 

de 10µm. Ces coupes sont récoltées sur des lames recouvertes de poly-lysine et stockées à -

80°C.  

 

Immunohistochimie 

 Les lames sont passées dans quatre bains de tampon Coons azide (contenant du 

véronal sodique, du chlorure de sodium, de l’acide chlorhydrique, de l’azide et de l’eau) à 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-

collagène-4 de chèvre, 1/800e, SouthernBiotech et anti-MAdCAM-1 de rat, 1/1000e, 
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BioLegend)  pendant une nuit à température ambiante. Le lendemain, les lames sont rincées 

dans un tampon Coons azide. Les anticorps primaires fixés sont révélés grâce à des anticorps 

secondaires dilués au 1/600e dans du tampon Coons azide pH 7,4 avec 0.25% de Triton. Les 

lames sont incubées avec les anticorps secondaires pendant 1h30 à température ambiante. 

Les coupes, une fois rincées, sont montées entre lame et lamelle dans un milieu de montage 

contenant du DAPI, marquant l’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 à 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; BioLegend) ou anti-IgG (Jackson 

ImmunoResearch) sont couplés aux MPIOs (diamètre 1,08 μm) dans du tampon borate (pH 

9,5) par incubation à 37 ° C pendant 48 h. Un total de 40 μg d'anticorps est utilisé pour 1 mg 

de MPIO. Les MPIOs sont ensuite lavés dans du PBS contenant 0,5% de BSA à 4°C et incubés 

pendant 24h à 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 à faible intensité est effectuée pendant 60s. Par la suite, les MPIOs sont stockés 

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

 

Imagerie par résonnance magnétique (IRM) 

 Une IRM pondérée en T2* (résolution spatiale de 150 μm × 75 μm × 75 μm, résolution 

isotrope de 75 μm, 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 système nerveux central. Une 

deuxième séquence d’IRM pondérée en T2* (résolution spatiale de  380μm ×  98μm ×  98μm, 

résolution isotrope de  98 μm, 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 grêle et 

le colon. Toutes les images pondérées en T2* à haute résolution de cette étude sont des 

projections d'intensité minimale de trois tranches consécutives. Le cas échéant, les souris 

reçoivent de manière aléatoire des MPIOs-αIgG, des MPIOs-αMAdCAM-1 ou des 

MPIOs-αP-sélectine. Bien que les injections de MPIOs soient effectuées en dehors de l'aimant, 
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les positions des souris pendant les acquisitions pré et post-MPIOs ne changent pas (les souris 

sont placées exactement à la même 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 l’examen IRM, et le contenu de leur tube digestif 

est éliminé par l’administration de colopeg ® (qui est ajouté à l’eau de boisson). Deux heures 

avant l’examen IRM, du phloroglucinol (spasfon®) est administré aux souris par voie orale afin 

de limiter les mouvements importants de l’intestin pendant l’acquisition des images IRM.  

 

Expérience de compétition 

Afin d’évaluer la spécificité des MPIOs, l’anticorps anti-MAdCAM-1 seul est injecté une 

heure avant l’injection des MPIOs-αMAdCAM-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’IgG. Ensuite, les animaux sont réveillés et replacés dans leur cage. Une heure après, les 

animaux sont ré-anesthésiés pour la réalisation de l’imagerie.  

 

 

 

Résultats 

I. Mise au point de l’IRM moléculaire spécifique de l’inflammation intestinale.  

Dans un premier temps, dans le but de développer les séquences IRM et de déterminer la 

molécule d’adhésion la plus adaptée à la détection de l’inflammation intestinale, un modèle 

d’inflammation systémique induit par l’injection de lipopolysaccharide (LPS) comprenant 

classiquement une inflammation intestinale a été utilisé. La première étape de cette étude a 

consisté à déterminer la molécule d’adhésion vasculaire la plus spécifique de l'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, l’injection de 

MPIOs-αP-sélectine dans ce modèle d'inflammation induit par le LPS ne montre aucune chute 

de signal T2* dans l’intestin (figure 1).  
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Notre second choix s’est tourné vers la molécule intestinale d’adhésion vasculaire 

MAdCAM-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 à la hausse sur 

l'endothélium intestinal au stade très 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-αMAdCAM-1 provoque une chute de signal T2* dans l’intestin grêle 

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

 

Figure 1 : Image représentative de l’intestin grêle de 

souris soumises à une inflammation systémique 

(LPS) après injection de MPIOs-αP-sélectine 

(séquence pondérée en T2*).  

 

Figure 2 : L’IRM moléculaire de MAdCAM-1 révèle l’inflammation de l’intestin grêle dans un modèle 

d’inflammation systémique.  Images représentatives de l’intestin grêle de souris contrôles ou soumises à une 

inflammation systémique (LPS) avant et après l’injection de MPIOs-αMAdCAM-1 (séquence pondérée en T2*).  
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Cette technique fonctionne également pour le colon. En effet, l’injection i.v. de MPIOs-

αMAdCAM-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 contrôles 

(figure 3). 

 

 

Les MPIOs-αMAdCAM-1 étant capables de détecter l'inflammation intestinale, notre 

prochaine étape a consisté à évaluer leur spécificité. Après l’examen IRM, les animaux ont été 

perfusés et des immuno-marquages ont été réalisés sur des coupes de leurs intestins grêles. 

Nous montrons que les MPIOs-αMAdCAM-1 se fixent seulement dans les vaisseaux positifs 

pour MAdCAM-1. Aucun MPIO n’est retrouvé en dehors de la lumière des vaisseaux (figure 4).  

Figure 3 : L’IRM moléculaire de MAdCAM-1 révèle l’inflammation du colon dans un modèle d’inflammation 
systémique. Images représentatives d’IRM moléculaire de colon (délimité en jaune) de souris contrôles ou 
soumises à une inflammation systémique induite par le LPS. Les MPIOs-αMAdCAM-1 sont visibles en hyposignaux 
(flèches jaunes).  
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L’inflammation peut induire des phénomènes d’augmentations de la perméabilité 

vasculaire. L’IRM moléculaire ayant pour but de détecter les molécules d’adhésions vasculaire, 

il est important que le signal observé ne soit pas dû à une extravasation des MPIOs. En accord 

avec le fait que le signal induit par les MPIOs n’est pas dû à des phénomènes de 

microthromboses ou à une extravasation de ces derniers, l’injection de MPIOs-αIgG contrôles 

n’induit pas de chute du signal dans l’intestin grêle et dans le colon des animaux LPS (figure 

5).  

 

 

Figure 4 : Images immuno-

histologiques de vaisseaux 

intestinaux (marqués en vert par 

col IV) de souris LPS après 

injection de MPIOs-αMAdCAM-1. 

Les MPIOs-MAdCAM-1 se lient 

seulement dans la lumière des 

vaisseaux positifs pour MAdCAM-

1 (marqués en rouges). 

 

Figure 5 : La spécificité de l’IRM moléculaire de MAdCAM-1 n’est pas due à une microtrombose ou une 
extravasation des MPIOs. L’injection de MPIOs-αIgG n’induit pas de chute de signal dans l’intestin grêle (A) ou 
le colon (B) des animaux soumis à une inflammation induite par l’injection de LPS.  
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Afin de confirmer que le signal observé est bien dû à la fixation des MPIOs sur la 

protéine MAdCAM-1, une expérience de compétition a été réalisée dans le modèle LPS. 

L’injection d’un anticorps anti-MAdCAM-1 une heure avant l’injection des 

MPIOs-αMAdCAM-1 empêche la fixation de ces derniers (figure 6B). L’injection d’IgG 

contrôles ne modifie pas la fixation des MPIOs-αMAdCAM-1 (figure 6A).  

 

 

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 modèle LPS montrent que les MPIOs-αMAdCAM-1 ne se fixent pas 

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

 

  

Afin d’évaluer la compatibilité de cette technique avec la réalisation d’examens 

répétés, des IRM moléculaires ont été réalisées avant et à différents temps après l’injection 

des MPIOs-αMAdCAM-1 (10 minutes, 1 heure, 4 heures et 24 heures après injection) (figure 

8). Aucun signal n’est observé avant l’injection des MPIOs aussi bien dans l’intestin grêle 

(figure 8A) que dans le colon (figure 8B) des animaux LPS. Inversement, un important signal 

est observé 10 minutes après l’injection des MPIOs. De façon intéressante, une disparition du 

signal est observée de manière dépendante au temps. Ainsi, très peu de signal persiste 4h 

Figure 7 : Séquences pondérées en 

T2* de cerveaux d’animaux 48h 

après l’injection de LPS. Aucune 

fixation de MPIOs-αMAdCAM-1 

n’est observée malgré 

l’inflammation cérébrale dévoilée 

par les MPIOs-αVCAM-1.  

 

Figure 6 : Le signal induit par les 
MPIOs-αMAdCAM-1 est dû à leur 
fixation sur la protéine 
MAdCAM-1. (A) L’injection d’IgG 
n’empêche pas la fixation des 
MPIOs. (B) l’injection de 
l’anticorps anti-MAdCAM-1 
prévient la fixation des MPIOs.  
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après l’injection des MPIOs, pour être complètement absent 24h après l’injection. Les 

cinétiques de décrochage des MPIOs sont semblables pour l’intestin grêle (figure 8A) et le 

colon (figure 8B). 

 

 

II. L’IRM moléculaire de MAdCAM-1 détecte l’inflammation dans des modèles de colite et 

d’ischémie mésentérique. 

 

Par la suite, dans le but d’être plus proche de la clinique, des examens d’IRM 

moléculaires de MAdCAM-1 ont été réalisés sur un modèle de colite intestinale induite par 

l’administration orale de dextran sodium sulfate (DSS) (figure 9). En accord avec la pathologie 

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 grêle avant et 10 minutes, 1 heure, 4 heures et 24 
heures après l’injection des MPIOs-αMAdCAM-1. (B)  IRM moléculaire de MAdCAM-1 du colon avant et 10 
minutes, 1 heure, 4 heures et 24 heures après l’injection des MPIOs-αMAdCAM-1. 
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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 dès 6 jours après de début du 

traitement au DSS. Le suivi longitudinal des animaux avec l’IRM moléculaire de MAdCAM-1 

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

9D).  

 

 

L’ischémie mésentérique est due à l’occlusion d’une ou de plusieurs artères irriguant 

l’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 l’IRM pourrait s’avérer bénéfique dans le 

diagnostic de l’ischémie mésentérique. L’étape suivante de cette étude a ainsi consisté à 

tester la capacité de l’IRM moléculaire à révéler l’inflammation intestinale dans un modèle 

Figure 9 : L’IRM moléculaire de MAdCAM-1 révèle l’augmentation de l’inflammation du colon dans un modèle 
de colite. (A) La diminution du poids des animaux débute après une semaine de traitement au DSS. (B) Les 
saignements s’intensifient au cours du temps pour atteindre un pic à 9 jours. (C) La perte de consistance des selles 
débute après 6 jours de traitement au DSS, et devient maximale après 8 jours. (D) Le signal induit par les 
MPIOs-αMAdCAM-1 augmente avec l’aggravation clinique des animaux soumis au traitement avec du DSS.  
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murin d’ischémie mésentérique. 48h après l’ischémie (occlusion de 60 minutes, puis 

reperfusion), l’IRM moléculaire de MAdCAM-1 révèle une activation vasculaire visible en 

hyposignaux dans la région ischémiée (Figure 10B). Aucun signal n’est détecté chez les 

animaux contrôles (figure 10A).  

 

 

Ainsi, la première partie de cette étude a consisté en la mise au point d’une technique 

d’IRM moléculaire adaptée à l’imagerie de l’inflammation intestinale. Pour cela, les MPIOs ont 

été couplé à des anticorps reconnaissant la protéine intestinale d’adhésion vasculaire 

MAdCAM-1. Cette technique s’est avérée efficace dans la détection de l’activation vasculaire 

de différents modèles de pathologies intestinales, comme des modèles d’inflammation 

systémique, de colite ou d’ischémie mésentérique. De manière intéressante, cette technique 

n’est pas adaptée à la détection de l’inflammation du SNC, et n’interfère donc pas avec l’IRM 

moléculaire de la P-sélectine. La seconde étape de ce projet a consisté en l’utilisation de l’IRM 

moléculaire de MAdCAM-1 et de P-sélectine dans l’étude de l’axe intestin-cerveau dans un 

modèle de SEP. 

 

 

Figure 10 : L’IRM moléculaire de MAdCAM-1 révèle l’inflammation intestinale dans un modèle d’ischémie 
mésentérique. (A) Image représentative d’IRM moléculaire de MAdCAM-1 des animaux contrôles, chez lesquels 
l’ensemble des manipulations chirurgicales ont été réalisées à l’exception de l’occlusion des artères 
mésentériques. (B) Image représentative d’IRM moléculaire de MAdCAM-1 des animaux ayant subi une occlusion 
des artères mésentériques. Les IRM moléculaires sont effectuées 48h après la reperfusion.  
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III. L’IRM moléculaire de MAdCAM-1 démasque l’inflammation intestinale dans l’EAE 

récurrente-rémittente. 

 

Afin d’étudier l’inflammation du SNC et de l’intestin dans un modèle de SEP récurrente-

rémittente, deux types de MPIOs ont été utilisés. Dans un premier temps, les 

MPIOs-αMAdCAM-1 sont injectés en i.v. et l’animal est placé de façon à imager l’intestin, en 

laissant le cathéter veineux en place. Une fois l’acquisition des images de l’intestin terminée, 

les MPIOs-αP-sélectine sont injectés par le même cathéter et l’animal est replacé de façon à 

imager le SNC.  

Les signaux IRM induits par les MPIOs-αMAdCAM-1 révèlent que l’activation 

endothéliale de l’intestin a lieu pendant la phase active de la maladie (pendant la poussée). 

Cette inflammation intestinale survient ainsi pendant l’activation vasculaire du SNC. Au 

contraire, cette inflammation diminue aussi bien dans l’intestin que dans le SNC pendant la 

récupération (figure 8). Ainsi, l’inflammation intestinale semble suivre l’inflammation du SNC 

révélée par les MPIOs-αP-sélectine. L’inflammation intestinale, qui est plus faible chez les 

animaux contrôles, indique que l’inflammation observée dans l’EAE n’est pas due à l’injection 

des adjuvants injectés pendant l’induction (figure 11).  
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IV. Conclusion 

 Cette étude fait état pour la première fois d’IRM moléculaire de l’intestin. En ciblant la 

protéine MAdCAM-1, nous montrons qu’il est possible de détecter de manière précise 

l’inflammation intestinale et ainsi de démasquer les perturbations ayant lieu dans différents 

modèles de pathologies intestinales et pendant les poussées d’un modèle murin de SEP. Cette 

étude pourrait faciliter le diagnostic des pathologies inflammatoires de l’intestin et pourrait 

aider à prendre en compte la gestion de l’inflammation dans les soins aux patients atteints de 

SEP. 

 

 

Figure 11 : L'IRM moléculaire de MAdCAM-1 démasque l'inflammation intestinale pendant la poussée de l’EAE. 

À gauche: l’imagerie moléculaire de la P-Sélectine et de MAdCAM-1 ne révèle pas de chute du signal induit par 

les MPIOs dans l'intestin et le SNC des animaux simulés. En retour, l'imagerie moléculaire de la P-Sélectine et de 

MAdCAM-1 révèle 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). 
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Etude 3 : Une voie péri-vasculaire entraîne la circulation du liquide 

céphalo-rachidien dans la moelle épinière de la souris et est 

modifiée dans un modèle de sclérose en plaques 

 

Contexte de l’étude 

Le flux de LCR dans le parenchyme du cerveau est décrit chez la souris sous le concept 

de « système glymphatique » (Iliff et al., 2012). Brièvement, 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 être perturbé dans de nombreux modèles de pathologies cérébrales.  

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

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

plaques.  

 

Objectifs 

 Mise en évidence de l’existence d’un système glymphatique dans la moelle 

épinière des souris. 

 Etude du système glymphatique dans un modèle murin de SEP.  

 

Méthodes 

Une injection de Gadolinium dans la grande citerne (cisterna magna) suivie d’examens 

IRM ont permis d’analyser le système glymphatique (Gaberel et al., 2014). L’imagerie optique 

ex vivo nous a permis d’étudier la diffusion d’un marqueur fluorescent (Indocyanine green) 

après son injection dans la grande citerne. Enfin, l’immunohistochimie nous a permis 

d’observer l’expression d’aquaporine-4 et l’infiltration leucocytaire dans la moelle épinière 

d’un modèle de SEP.  
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Principaux résultats  

 Un système glymphatique, semblable à celui précédemment observé dans le cerveau, 

est présent dans le parenchyme de la moelle épinière des souris.  

 Le système glymphatique est altéré dans la moelle épinière, mais pas dans le cerveau, 

d’un modèle murin de SEP.  

 En accord cela, nous montrons dans la moelle épinière du même modèle, une 

perturbation de la polarisation de l’expression de l’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(Iliff 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(Iliff 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 (Iliff 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(Iliff 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 T1 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 2I). 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 μL 

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 μm).  

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 T1-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 ImageJ 

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 IV, blue: cell nuclei, AQP4: aquaporine 4). Scale bar = 10µm. 
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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, AQP4: 

aquaporine 4). Scale bar = 10µm. (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 = 50µm. 
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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= 10µm. (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= 10µm. 
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Figure 4: In vivo assessment of ventricle enlargement in EAE mice. (A) Axial T1-weighted 

brain images from EAE and sham mice at the level of the lateral ventricle (LV), third ventricle 

(3V) and fourth ventricle (4V). (B) Corresponding quantification of ventricle size (n=4 /group; 

*P<0.05).  
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Figure S1: Organisation of AQP4 expression in Brain of EAE mice. Representative 

immunohistological images of the AQP4 distribution in EAE and sham brain (green: AQP4; 

red: collagen IV; blue: cell nuclei, AQP4: aquaporine 4). Scale bar = 10µm. 
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Les outils actuellement disponibles en clinique peinent à diagnostiquer précocement 

la SEP. Ainsi, le diagnostic de la SEP peut parfois prendre plusieurs années. De nouvelles 

stratégies pour détecter l'activité de la SEP sont donc recherchées pour améliorer le diagnostic 

et le suivi des patients. Aujourd'hui, alors que l'imagerie par résonance magnétique (IRM) est 

largement utilisée pour diagnostiquer et suivre l’évolution de la SEP, aucun outil d'imagerie 

ne permet de prédire l'évolution de la maladie et l'efficacité des stratégies thérapeutiques.  

Dans la première étude de cette thèse, nous montrons que l'IRM moléculaire ciblant 

la molécule d'adhésion endothéliale P-sélectine démasque les événements pathologiques qui 

se produisent dans le SNC de souris soumises à différents modèles de SEP. Cette approche 

fournit un suivi spatiotemporel quantitatif de l'évolution de la maladie. De plus, elle prédit 

l’apparition d’une rechute chez des souris asymptomatiques ou d’une rémission chez des 

souris symptomatiques. Cette étude suggère que l'IRM 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 dépôt de brevet Européen (n°EP16305132.9).  

La deuxième partie de cette thèse concerne l’adaptation de l’imagerie moléculaire à la 

détection de l’inflammation intestinale dans des modèles animaux de SEP. En effet, la 

littérature scientifique suggère qu’il existe de nombreux liens entre les pathologies 

inflammatoires de l’intestin et la SEP. En accord avec cela, cette étude montre que l’IRM 

moléculaire ciblant la molécule d'adhésion intestinale MAdCAM-1 démasque une importante 

inflammation intestinale durant les poussées d’un modèle animal de SEP récurrente-

rémittente. Cette étude pourrait aider à prendre en compte la gestion de l’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 l'inflammation intestinale. 

La troisième partie de cette thèse concerne l’étude de la circulation de LCR dans le 

tissu du SNC (concept de système glymphatique). Grâce à l’utilisation de techniques 

d’imagerie in vivo et ex vivo, nous avons pu mettre en évidence l’existence d’un tel flux dans 

le parenchyme de la moelle épinière, ainsi que son altération dans un modèle 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 l’inflammation dans le SNC de souris. En ciblant la P-sélectine et en 

utilisant des séquences d'IRM adaptées à l'imagerie de la moelle épinière, nous avons réalisé 

un suivi diagnostique des animaux soumis à une EAE chronique ou récurrente-rémittente. 

Cette étude montre la validité de l'imagerie moléculaire visant la P-sélectine pour le suivi de 

la maladie et la prédiction de rechutes ou rémissions chez les souris soumises à des modèles 

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. Grâce à l’utilisation du Gadolinium, les 

neurologues peuvent déterminer si une plaque est associée ou non à une altération de la BHE, 

et ainsi déterminer si cette dernière 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 à une infiltration de cellules immunitaires et à une démyélinisation 

(Ladewig et al., 2009; Weise and Stoll, 2012). Ainsi, l’utilisation de l’IRM 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 accès à 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, l’effet 

prédictif que nous observons chez l’animal nous pourrait permettre d’observer une zone 

d’infiltration avant même 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 même que cette zone ne soit visible avec l’IRM conventionnelle. 
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En plus d’aider au diagnostic de la SEP, l’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 façon 

objective que le patient répond bien au traitement en cours. À l’inverse, cette technique 

pourrait également permettre une meilleure réactivité pour un éventuel changement de 

traitement si celui-ci s’avère inefficace. De plus, l’effet prédictif de cette technique pour 

l’apparition des rechutes permettrait de traiter les patients plus tôt.  

Bench to bedside 

La principale limitation de la translation de cette technique à la clinique réside dans le fait 

que les MPIOs utilisées dans cette étude ne sont pas biodégradables. Ces dernières 

s’accumulent de manière non spécifique et définitive dans le foie. Bien que cette accumulation 

ne modifie pas l’évolution de la maladie, le développement d’un agent de contraste 

biodégradable est nécessaire pour envisager une utilisation chez l’Homme. Le récent 

développement de nouvelles générations de MPIOs biodégradables compatibles avec l’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 l’utilisation des MPIOs non-biodégradables. Par exemple, l’utilisation de la 

tomographie par émission de positrons (TEP) permettrait de s’affranchir de l’injection de 

MPIOs en les remplaçant par un traceur radioactif couplé à 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 être compensée par l’utilisation de l’imagerie TEP-IRM, permettant d’allier les 

données morphologiques de l’IRM ainsi que les données métaboliques et fonctionnelles de la 

TEP. Cependant, la validité de l’utilisation de la TEP pour la détection de l’expression de 

molécules d’adhésion nécessiterait l’utilisation d’un traceur radioactif à courte demi-vie 

plasmatique et ne pouvant pas traverser la BHE altérée. 

Quelques heures après leur fixation sur la paroi des vaisseaux, les MPIOs se décrochent, 

dans nos études chez l’animal, ce qui permettrait d’envisager la répétition de l’examen sur le 

même sujet. Cependant, les liaisons d’un anticorps sur son antigène 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 prélèvements sanguins, si une telle augmentation de la 

P-sélectine chez les patients asymptomatiques est prédictive de l’apparition d’une poussée.  

Caractérisation d’une dissémination spatiale et temporelle 

Dans cette étude, nous montrons dans la modèle d’EAE chronique induit par la MOG, que 

le signal induit par la fixation des MPIOs-αP-sélectine suit la même 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 l’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 à penser qu’il en est de même pour la 

fixation des MPIOs : plus ces contraintes sont importantes, moins ces dernières seraient aptes 

à fixer la paroi vasculaire. Ainsi, la bonne capacité des MPIOs-αP-sélectine à révéler 

l’infiltration 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 l’activation 

vasculaire dans la moelle épinière des souris atteintes d’EAE progressive. En effet, l’activation 

vasculaire touche seulement la partie caudale de la moelle épinière au début de la maladie, 

et s’étend pour atteindre également la partie supérieure de la moelle épinière au pic de la 

maladie. Cette observation est confirmée par une dissémination spatio-temporelle semblable 

de l’altération de la barrière hémato-spinale et de l’infiltration lymphocytaire. Nos 

observations sur les animaux atteints d’EAE récurrente-rémittente laissent penser que la 

même dissémination spatiale des évènements pathologiques se produit dans la moelle 

épinière de ce modèle, mais de manière plus rapide (la moelle épinière étant entièrement 

touchée dès le score clinique 2). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’origine de cette 

dissémination particulière. En effet, il semblerait que la barrière hémato-spinale soit plus 

perméable dans la moelle épinière caudale que dans la moelle épinière 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 
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semble plus faible dans la moelle épinière lombaire que dans la moelle épinière 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 

épinière.  

Cette étude montre que l’infiltration des lymphocytes a lieu majoritairement dans la 

substance blanche. En accord avec cela, les MPIOs-αP-sélectine se fixent préférentiellement 

dans cette dernière. Cependant, comme l’activation du système immunitaire dans l’EAE est 

périphérique (immunisation contre les peptides de myéline), il est en effet intrigant que 

l’infiltration ne touche pas toutes les régions du SNC. Cette question fait l’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 à recruter les LT activés contre un peptide de myéline. Une deuxième explication 

possible est qu’une première vague discrète d’infiltration ait lieu de manière diffuse dans 

toutes les régions du SNC, entraînant 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 l’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 manière 

plus précoce que celle ayant lieu dans la moelle épinière. A l’aide de l’immunohistochimie, 

nous montrons que la P-sélectine, qui n’est pas détectée en condition contrôle, est détectée 

dans le stroma des PC deux jours avant la date d’apparition moyenne des premiers 

symptômes. Au contraire, VCAM-1 est détectée de manière constitutive dans les PC, 

empêchant 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 à travers les PC 
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dépend de la P-sélectine (Kivisakk et al., 2003; Ransohoff and Engelhardt, 2012; Strazielle et 

al., 2016). 

 

 

Ainsi, grâce à son expression dans les PC, la P-sélectine serait un bon marqueur précoce 

d’activité de la maladie. La détection de l’expression de la P-sélectine dans les PC grâce à l’IRM 

moléculaire serait d’autant plus intéressante que la fenestration des vaisseaux des PC ne 

permet pas son étude avec l’injection de gadolinium. Nos résultats préliminaires utilisant l’IRM 

moléculaire montrent que l’activation des PC se produit bien deux jours avant l’apparition des 

Figure 21 : Figure 20 : La P-sélectine est une cible de choix pour détecter l’activation des cellules endothéliales 
des PC dans l’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 symptômes de l’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 façon constitutive dans le stroma des PC. 
(n=3/condition). 
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premiers symptômes, et donc au moins un jour avant l’activation vasculaire du parenchyme 

de la moelle épinière et du cerveau/cervelet (figure 22). 

 

Notre hypothèse est la suivante : après l’immunisation de l’animal contre un peptide de 

myéline, les cellules dendritiques présentent ce peptide aux cellules T dans les organes 

lymphoïdes. C’est l’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 être 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). Grâce au flux de LCR, les cellules immunitaires vont pouvoir se déplacer rapidement jusqu’à 

la moelle épinière pour y activer les cellules endothéliales, et entraîner le recrutement d’une 

seconde vague plus agressive d’infiltration. Cette seconde vague agressive provoquerait la 

démyélinisation à l’origine des symptômes de la SEP (figure 23).  

Figure 22 : L’IRM moléculaire de la P-sélectine révèle une activation des PC deux jours avant l’apparition de 
l’EAE.  (A) Images représentatives de l’IRM moléculaire de la P-sélectine en condition contrôle, et chez des 
animaux EAE, trois, deux et un jour avant l’apparition des premiers symptômes. (B) La quantification du signal 
confirme l’activation précoce des PC, précédant celle de la moelle épinière et du cerveau (n=3-5/condition, 
#p<0.05 par rapport à la même structure du groupe sham ; *p<0.05 ; ***p<0.001). 
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Cette hypothèse est d’autant plus plausible que, lors d’un traumatisme médullaire, des 

macrophages sont capables de s’infiltrer à travers les PC et de voyager jusqu’à la lésion de la 

moelle épinière grâce au flux de LCR sous-arachnoïdien (Shechter et al., 2013).  

 

2. L’IRM moléculaire de l’inflammation intestinale ciblant 

MAdCAM-1 

Cette étude rapporte l’adaptation de l'imagerie moléculaire pour la détection de 

l’inflammation intestinale. En ciblant MAdCAM-1, une protéine intestinale d’adhésion 

vasculaire et en utilisant des séquences IRM adaptées à l'imagerie de l’intestin, nous avons pu 

détecter avec une haute résolution spatio-temporelle l’activation vasculaire intestinale des 

animaux soumis à des modèles 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 à prendre en compte la gestion de l’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 l'inflammation intestinale. 

Une spécificité pour l’intestin 

Il a été montré que MAdCAM-1, qui peut être exprimée sur les cellules épithéliales des 

plexus choroïdes, 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-αMAdCAM-1 

dans le cerveau des animaux LPS, malgré une importante inflammation révélée par les MPIOs-

αVCAM-1. Ainsi, l’utilisation des MPIOs-αMAdCAM-1 n’interfère pas avec le signal induit par 

les autres MPIOs spécifiques du SNC, permettant ainsi d’imager à la fois l’intestin et le SNC sur 

les mêmes animaux.  

Utilités pour la clinique 

Les examens endoscopiques et les biopsies des zones saines et malades sont aujourd’hui 

essentiels pour évaluer l’intensité des poussées, l’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 



Discussion 

127 
 

localisant les régions touchées et en mesurant le niveau de l’inflammation. Ainsi, elle pourrait 

permettre de réduire la fréquence d’utilisation des examens invasifs actuellement pratiqués 

en clinique. Aujourd’hui, l’IRM n’est pas utilisée dans le diagnostic de l’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 modèle 

animal d’ischémie mésentérique pourrait ainsi permettre d’améliorer considérablement le 

diagnostic de cette pathologie. 

Cette étude montre également que l’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 après 

l’injection, la majorité du signal a disparu. Ainsi, cette technique IRM semble compatible avec 

le suivi longitudinal des pathologies et le suivi de l’efficacité des traitements. 

En plus d’aider au diagnostic et au suivi des pathologies intestinales, l’imagerie moléculaire 

de MAdCAM-1 pourrait également permettre de prendre en compte l’inflammation 

intestinale des patients atteints de SEP. En effet, en accord avec la description d’une altération 

de la barrière intestinale dans un modèle 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 modèle de SEP récurrente-rémittente. Cette 

inflammation intestinale ne peut pas être attribuée à l’injection des adjuvants utilisés dans 

l’EAE car ces derniers sont également injectés aux animaux contrôles. Ainsi, l’utilisation de 

probiotiques efficaces contre l’inflammation intestinale pourrait s’avérer bénéfique chez les 

patients atteints de SEP accompagnée d’une inflammation intestinale. Il a déjà été suggéré 

que la gestion de l’inflammation intestinale puisse s’avérer bénéfique dans la SEP car il n’est 

pas exclu que l’effet bénéfique du Natalizumab® dans la SEP puisse être en partie dû à un effet 

sur l’intestin, étant donné que l’intégrine VLA-4 partage sa sous unité α4 avec l’intégrine LPAM 

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

Plusieurs éléments laissent penser qu’une SEP peut être 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 après 

une infection intestinale par le pathogène Campylobacter jejuni (van den Berg et al., 2014). La 

réaction inflammatoire qui suit la contamination par cet agent pathogène conduit à la 

production d’anticorps qui réagissent de manière 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) à l’animalerie pour que 

ces derniers puissent déclencher une EAE. Dans le cas contraire, l’incidence de l’EAE se voit 

considérablement réduite. Nous considérons que durant cette période, l’animal va entrer en 

contact avec les pathogènes endémiques à l’animalerie. Il serait intéressant de déterminer 

grâce à l’utilisation de l’IRM moléculaire de MAdCAM-1 si la présence d’une inflammation 

intestinale est nécessaire à l’induction d’une EAE chez la souris. De plus, nous pouvons 

imaginer que le niveau d’inflammation intestinale pré-symptomatique mesuré avec l’IRM 

moléculaire de MAdCAM-1 sera prédictif de la sévérité de l’EAE.  

 

Il est décrit qu’un stress aigu est capable d’engendrer une inflammation intestinale 

accompagnée d’une augmentation de la perméabilité de la barrière intestinale (Kelly et al., 

2015; Vanhaecke et al., 2017). De manière intéressante, les études épidémiologiques 

montrent qu’un stress aigu de la vie (décès d’un proche, divorce, déménagement, etc…) est 

souvent associé à 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 l’application d’un 

stress aigu d’évitement de l’eau (water avoidance stress, WAS) multiplie par deux l’incidence 

des rechutes d’un modèle de SEP récurrente-rémittente (figure 24). 
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Ainsi, en accord avec les données épidémiologiques, cette expérience montre qu’un 

stress aigu augmente le risque de survenue des poussées d’un modèle murin de SEP. Cette 

augmentation du risque de poussées pourrait-être due à une augmentation de l’inflammation 

et de la perméabilité intestinale. Cette hypothèse pourrait être vérifiée avec l’IRM moléculaire 

de l’inflammation ciblant MAdCAM-1, associée à des mesures de perméabilité de la BHE pour 

écarter l’effet direct du stress sur cette dernière. L’utilisation de probiotiques permet 

d’atténuer l’effet du stress aigu sur l’inflammation intestinale (Vanhaecke et al., 2017). Il serait 

également intéressant d’évaluer l’efficacité de ces probiotiques contre l’augmentation du 

risque de poussées suite à un stress aigu dans la SEP et ses modèles.  

 

 

Figure 24 : L’application d’un stress aigu augmente l’incidence des rechutes d’un modèle de SEP récurrente-
rémittente. (A) Photo du dispositif du stress d’évitement de l’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 l’eau 
est appliqué pendant la récupération complète des animaux (environ 3 semaines après l’induction de l’EAE). (C) 
Le stress aigu est validé par l’augmentation du nombre de fèces des animaux stressés. (D et E) L’incidence des 
deuxième et troisième poussées est augmentée chez les animaux EAE stressés par rapport aux animaux EAE non 
stressés. 
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3. Le système glymphatique dans l’EAE 

Grâce à l’injection de traceurs compatibles avec l’IRM ou l’imagerie optique, cette étude 

met en évidence l’existence d’une circulation du LCR à travers le parenchyme de la moelle 

épinière. L’imagerie par IRM avec agent de contraste s’avère intéressante car elle permet de 

visualiser avec une bonne résolution spatiale et temporelle la circulation du LCR à travers le 

parenchyme du SNC in vivo. Ainsi, l’injection de gadolinium dans la citerne conduit à un 

rehaussement des espaces sous-arachnoïdiens de la moelle épinière, correspondant au flux 

de LCR sous-arachnoïdien précédemment décrit dans la littérature, mais également au 

rehaussement du parenchyme. Ce rehaussement décroît avec le temps, pour disparaître 

complètement en 24h. Ainsi, cette circulation du LCR dans le parenchyme, connu sous le 

concept de « système glymphatique », n’est pas restreinte à l’encéphale. En accord avec cela, 

les immuno-marquages révèlent la présence d’AQP-4 autour des vaisseaux sanguins de la 

moelle épinière, comme cela avait été décrit pour le cerveau.  

Un système altéré en condition pathologique 

L’utilisation des mêmes techniques révèle une altération de la diffusion du LCR dans le 

parenchyme de la moelle épinière chez les animaux soumis à une EAE. La diffusion du LCR 

n’est cependant pas altérée dans le cerveau chez ces mêmes animaux. Ainsi, le faible signal 

observé dans la moelle épinière en IRM et en imagerie optique ne peut pas être attribué à une 

mauvaise injection des traceurs. En accord avec ces observations, les immuno-marquages des 

animaux révèlent que l’infiltration leucocytaire, qui est faible dans l’encéphale, touche 

principalement la moelle épinière. 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 

CD4+. Ainsi, en venant obstruer les espaces péri-vasculaires, ces cellules pourraient bloquer la 

circulation du LCR dans ces derniers. De manière intéressante, les immuno-marquages réalisés 

sur les animaux EAE révèlent également une perte de polarité de l’AQP-4 dans la moelle 

épinière : cette dernière n’est plus spécifiquement exprimée autour des vaisseaux, mais l’est 

également à l’intérieur du tissu. Cette expression anarchique de l’AQP-4, qui peut être due à 

une astrogliose, pourrait perturber la circulation du LCR dans le parenchyme spinal.  
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Tous ces éléments laissent penser que l’altération de la circulation du LCR dans le 

parenchyme de la moelle épinière n’est pas la cause de la maladie mais une conséquence de 

l’infiltration leucocytaire. En accord avec cette idée, la diffusion du LCR dans la moelle épinière 

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

Enfin, étant donné que l’altération de cette diffusion peut diminuer le drainage du LCR et 

entraîner une accumulation de ce dernier dans l’encéphale, nous avons étudié la taille des 

ventricules chez les animaux EAE. De manière frappante, les ventricules sont deux à trois fois 

plus grands chez les animaux EAE par rapport aux animaux contrôles. Il est peu probable que 

cet élargissement ventriculaire, qui apparaît en seulement 48h, puisse être attribué à une 

atrophie cérébrale. 

Perspectives 

Il a été suggéré que la circulation du LCR dans le parenchyme cérébral puisse être en partie 

provoquée par la pulsatilité artérielle. En effet, lors d’une systole cardiaque, un certain volume 

sanguin est expulsé du cœur et se propage dans les artères, provoquant des changements de 

pression à l’origine d’une onde pulsatile. Bien que la faiblesse des animaux EAE puisse 

provoquer des perturbations cardiaques, il est peu probable que ces dernières soient à 

l’origine de l’altération de la diffusion du LCR dans la moelle épinière sans toucher le cerveau. 

Il serait cependant intéressant de vérifier si une modification de la perfusion sanguine locale 

n’a pas lieu spécifiquement dans la moelle épinière des souris EAE. 

Les souris déficientes en AQP-4, soumises à une EAE, développent une maladie moins forte 

que les souris sauvages (Li et al., 2011). Cet effet bénéfique de l’absence d’AQP-4 pourrait être 

dû à une diminution du flux de LCR à travers le parenchyme cérébral, entraînant 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 l’évolution de celle-ci. L’injection d’acétazolamide, un inhibiteur de l’AQP-4 

(Kamegawa et al., 2016), dans la citerne d’animaux pré-symptomatiques, permettrait de 

répondre à cette question. 
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Conclusion 

 

Les critères diagnostics de la SEP ont considérablement évolués au cours du temps. Les 

premières lignes directrices concernaient uniquement les résultats des examens cliniques 

neurologiques du patient. Par la suite, les critères 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 critères de McDonald développés en 2001 puis révisés en 2005 et 2010 notent la 

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

À n’en pas douter, le diagnostic de la SEP sera encore amené à évoluer afin d’y ajouter de 

nouveaux critères 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 évènements à l’origine de ces phénomènes 

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, l’activation vasculaire de la 

P-sélectine, qui fait partit des premières étapes des processus inflammatoires impliqués dans 

les modèles de SEP. De plus, l’IRM moléculaire de MAdCAM-1 développée dans cette thèse 

permet la mesure du niveau d’inflammation intestinale pouvant participer à la 

physiopathologie du modèle de SEP. Les stratégies développées dans ces études pourraient 

conduire à 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 choroïdes et l’intestin. À l’image de cette complexité, nous avons mis en 

évidence l’altération du système glymphatique dans la moelle épinière des souris touchées 

par un modèle de SEP. Bien que l’altération de ce nouvel acteur semble être une conséquence 

de la maladie, due à l’accumulation de cellules immunitaires dans l’espace péri-vasculaire, elle 

pourrait avoir des implications importantes dans la physiopathologie de la SEP.  
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