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Résumé	

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie autoimmune inflammatoire et 

neurodégénérative du système nerveux central (SNC) chez le jeune adulte résultant d’une 

altération ciblée de la myéline. Les premiers symptômes de la SEP sont une détérioration 

cognitive, des vertiges, des douleurs, de la fatigue et une perte de la vision. En condition 

physiologique, les axones des neurones sont entourés par une gaine de myéline synthétisée 

par les oligodendrocytes permettant d’accélérer la vitesse de conduction des influx nerveux et 

de prévenir la mort neuronale. Le modèle expérimental le plus utilisé dans l’étude des 

mécanismes de la SEP est le modèle de l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 

(EAE). Après une immunisation contre la glycoprotéine oligodendrocytaire de la myéline 35-

55 (MOG35-55), les lymphocytes T Cluster of differentiation (CD)4+ helper (Th)1 et Th17 

auto-réactifs induisent une réponse inflammatoire aiguë à la périphérie puis migrent dans le 

SNC. Ils provoquent alors une réponse inflammatoire dirigée contre la myéline, avec 

l’intervention des cellules myéloïdes. Cela aboutit à la destruction des gaines de myéline 

diminuant la vitesse de conduction des influx nerveux et une perte axonale, responsables des 

symptômes mentionnés précédemment. A l’heure actuelle, les traitements contre la SEP 

peuvent ralentir la progression de la paralysie et diminuer la sévérité ainsi que l’incidence des 

symptômes diminuant l’inflammation. En revanche, ils n’ont pas d’effets sur les formes 

progressives de la maladie au cours desquelles les processus neurodégénératifs s’amplifient et 

dominent ceux de l’inflammation. Il est donc nécessaire de trouver de nouvelles thérapies qui 

pourront à la fois bloquer l’inflammation et promouvoir la remyélinisation et la 

neurorégénération. 

Dans cette optique, de nouvelles cibles thérapeutiques ont émergé pour traiter la SEP : 

le Vasoactive Intestinal Peptide (VIP), le Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide 

(PACAP), l’orexine A, leurs récepteurs ainsi que leurs analogues. En effet, ces neuropeptides 

présentent des activités anti-inflammatoires et neuroprotectrices. Mes travaux de thèse ont 

porté sur l’étude des effets d’un agoniste de VPAC2, l’un des récepteurs de VIP et PACAP, et 

de l’orexine A sur les processus inflammatoires et neurodégénératifs dans le modèle d’EAE 

ainsi que dans le modèle toxique de la cuprizone (CPZ), induisant la mort des 

oligodendrocytes matures et la démyélinisation indépendamment des lymphocytes T. 

Après une immunisation contre la MOG35-55, un traitement systémique de court durée 

avec BAY55-9837, un agoniste de VPAC2, diminue la sévérité de l’EAE chronique en 
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diminuant la réponse inflammatoire à la périphérie avec une baisse de l’activation 

lymphocytaire, de l’activité de présentation antigénique des cellules dendritiques et des 

monocytes ainsi qu’une modulation de la population des lymphocytes T régulateurs. Au 

niveau de la moelle épinière, l’infiltration des cellules immunitaires est moindre et la 

proportion en microglie/macrophages est plus élevée après traitement par l’agoniste de 

VPAC2. De plus, BAY55-9837 diminue les processus de démyélinisation et favorise ceux de 

remyélinisation dans le modèle de la CPZ.  

En parallèle, l’administration intrapéritonéale à court terme de l’orexine A diminue 

drastiquement la sévérité de l’EAE chronique. Le traitement ne présente pas d’effet sur la 

phase d’immunisation de l’EAE mais limite la phase effectrice avec une diminution de 

l’infiltration des lymphocytes T CD4+, des médiateurs inflammatoires, de la démyélinisation, 

de l’astrogliose et de l’activation microgliale au niveau du SNC. Par contre, l’administration 

systémique de l’orexine A ne semble pas avoir d’effet sur les phases de démyélinisation et de 

remyélinisation au cours du modèle de la CPZ.  

Des perspectives prometteuses sont donc ouvertes pour le développement de stratégies 

thérapeutiques efficaces utilisant des neuropeptides et leurs analogues contre la SEP ainsi que 

d’autres maladies inflammatoires et/ou neurodégénératives.  

Mots-clés : agoniste de VPAC2, cuprizone, encéphalomyélite autoimmune expérimentale, 

orexine A, sclérose en plaques, neuropeptides 
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Summary	

Therapeutic effects of VIP, PACAP, orexins and their analogs in experimental 

models of multiple sclerosis 

 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune and neurodegenerative disease of the 

central nervous system (CNS). First MS symptoms are cognitive deterioration, dizziness, 

pain, fatigue and loss of vision. In physiological condition, the axons of neurons are 

surrounded by a myelin sheath synthesized by oligodendrocytes to accelerate the conduction 

velocity of nerve impulses and to prevent neuronal death. The most widely used experimental 

model of MS is the EAE model. After immunization against MOG35-55, self-reactive Th1 and 

Th17 cells induce an acute inflammatory response at the periphery and then migrate into the 

SNC. Then they induce an inflammatory response against myelin, with the intervention of 

myeloid cells. This results in the destruction of myelin sheaths decreasing the rate of 

conduction of nerve impulses and axonal loss, responsible for the aforementioned symptoms. 

Currently, MS treatments can slow the progression of paralysis and decrease the severity and 

the incidence of symptoms by targeting immune responses. However, these treatments have 

no effect on the progressive forms of the disease when the neurodegenerative processes 

amplify and dominate the inflammatory component. It is therefore necessary to find effective 

therapies that can both block inflammation and also promote remyelination and 

neuroregeneration. 

 In this context, new therapeutic targets have emerged to treat MS: VIP, PACAP, 

orexin A, their receptors and their analogs. These neuropeptides have several effects such as 

anti-inflammatory and neuroprotective activities. My thesis works were focused on the effect 

of a VPAC2 receptor agonist, one of the three receptors of VIP and PACAP, and orexin A in 

inflammatory and neurodegenerative processes during MOG35-55-induced EAE model and 

toxic model using CPZ, which induces mature oligodendrocyte death and demyelination 

without the influence of lymphocytes. 

 A short term and systemic treatment of BAY55-9837, a VPAC2 agonist, decreases 

chronic EAE severity with less activation of T lymphocytes and antigen presentation activities 

of dendritic cells and monocytes as well as Treg population modulation at the periphery. In 

the CNS, immune cell infiltration is reduced in VPAC2-treated mice compared to PBS-treated 

mice with an higher microglia/macrophage proportion. Moreover, VPAC2 agonist decreases 
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demyelination processes and enhances remyelination during cuprizone model. 

 In parallel, short term and intraperitoneal administration of orexin A decreases 

drastically the severity of chronic EAE. Orexin A treatment has no effect on immunization 

phase of EAE but limits effective phase with a lower infiltration of CD4+ T lymphocytes, 

inflammatory mediators, demyelination, astrogliosis and microglial activation in the CNS. In 

contrast, systemic administration of orexin A seems to have no effect during demyelination 

and remyelination phases in CPZ model. 

 Promising perspectives are therefore foreseen for the development of therapeutic 

strategies using neuropeptides or their analogues against MS or other inflammatory and/or 

neurodegenerative diseases. 

Key words: cuprizone, experimental autoimmune encephalomyelitis, orexin A, multiple 

sclerosis, neuropeptides, VPAC2 agonist 
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Introduction 

Chapitre	1. Le	 système	 nerveux	 central	:	 immuno-privilège	 et	 immuno-

surveillance		

Ce chapitre est orienté sur les cellules ainsi que les mécanismes liés au système immunitaire 

(SI) dans le système nerveux central (SNC) en conditions physiologiques. 

A. Les	cellules	du	SNC	

Dans ce paragraphe, seront décrits les astrocytes, la microglie, les oligodendrocytes 

présents dans le SNC en condition physiologique.	

Les astrocytes sont des cellules dynamiques ayant la capacité de communiquer avec 

les neurones ou d’autres cellules gliales (Kıray et al., 2016; Williams et al., 2007). Ils peuvent 

également interagir avec les nœuds de Ranvier et la barrière hémato-encéphalique (BHE). Ils 

jouent un rôle dans la transmission du signal et modulent les synapses neuronales. Les 

astrocytes sont reliés les uns aux autres via des jonctions communicantes de type gap et aux 

oligodendrocytes par des jonctions gap hétérotypiques. Ils sécrètent également des cytokines 

et chimiokines pour moduler la migration, la prolifération, la maturation et les fonctions des 

oligodendrocytes. Ils apportent aussi de l’énergie et du cholestérol aux neurones et régulent la 

réactivité astrocytaire (Kıray et al., 2016; Williams et al., 2007). 	

La microglie regroupe les macrophages résidant dans le SNC (Kipnis et al., 2017 ; 

(Schwartz and Deczkowska, 2016)). Elle possède la capacité de phagocyter les débris 

cellulaires (Takahashi et al., 2005). Elle participe également au développement des circuits 

neuronaux, à la maintenance des synapses, à la neurogénèse et favorise l’apprentissage et la 

mémoire (Paolicelli et al., 2011). Elle teste en permanence son environnement pour détecter 

tous les changements de milieu (pH, purines, cytokines, chimiokines, acides aminés ou encore 

composants non organiques). Au repos, la microglie présente un phénotype anti-

inflammatoire avec une signature transforming growth factor-β (TGF-β) (Butovsky et al., 

2014). Son activation transitoire est essentielle pour l’élimination des pathogènes ou autre 

danger. La morphologie cellulaire de la microglie est dépendante de son état d'activation. Les 

cellules microgliales au repos ont un petit soma en forme de tige ou amiboïde avec de longues 

et nombreuses ramifications. Une fois activées, elles deviennent plus grosses avec un faible 

nombre de courtes ramifications (Fernández-Arjona et al., 2017).	

En plus de la microglie, le SNC est constitué d’autres macrophages qui présentent 

différentes fonctions selon leurs localisations (Kipnis et al., 2017).  
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Les macrophages périvasculaires sont localisés dans les espaces situés entre les vaisseaux 

sanguins et les pieds des astrocytes (Lapenna et al., 2018). De la même façon que la 

microglie, ils échantillonnent leur environnement et communiquent avec les cellules 

avoisinantes [macrophages des plexus choroïdes (PC) et des méninges]. Ils préservent 

l’intégrité des cellules endothéliales et de la BHE, favorisent la stabilité des capillaires 

sanguins et régulent la constriction vasculaire (Lapenna et al., 2018).	

Les macrophages du PC sont localisés et véhiculés par le liquide céphalo-rachidien (LCR). Ils 

permettent d’éduquer les cellules présentes vers un phénotype anti-inflammatoire pour 

favoriser la réparation tissulaire en cas de dommages (Shechter et al., 2013).	

Enfin, les macrophages des méninges sont localisés dans les méninges subdurales, leur 

permettant ainsi de surveiller le LCR et les vaisseaux sanguins présents dans les méninges. Ils 

sont sensibles à l’homéostasie de leur environnement et agissent comme des sentinelles en cas 

d’infections ou de dommages tissulaires. De plus, ils peuvent adapter leur phénotype (pro- ou 

anti-inflammatoire) en fonction de la réponse immunitaire à adopter (Kigerl et al., 2009). 

Enfin, les oligodendrocytes sont des cellules gliales du SNC dont la principale fonction 

est de former la gaine de myéline autour des axones des neurones (Simons and Nave, 2015). 

Le processus de myélinisation est réalisé en plusieurs étapes :  

- Prolifération et migration des oligodendrocytes précurseurs dans la substance blanche ; 

- Reconnaissance des axones « cibles » et mise en place de la signalisation axone-glie ; 

- Différenciation des oligodendrocytes précurseurs en oligodendrocytes myélinisants ; 

- Excroissance de la membrane et enveloppement de l’axone par la membrane ; 

- Trafic des composants présents dans la membrane ; 

- Compactage de la membrane ; 

- Formation de nœuds de Ranvier. 

Les oligodendrocytes présentent un rôle de support métabolique pour la fonction axonale. De 

plus, la gaine de myéline synthétisée par les oligodendrocytes permet d’accélérer la vitesse de 

conduction des influx nerveux le long des axones et de prévenir la mort neuronale (Simons 

and Nave, 2015). 

B. L’immuno-privilège	

Le SNC est un organe dit immuno-privilégié. Dans des conditions physiologiques, il 

est protégé des réponses immunitaires par 3 barrières physiques (Herz et al., 2017; Kipnis, 

2016, Figure 1).	
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Figure 1 : Les différentes barrières du SNC, d’après Kipnis, 2016 
BHE : barrière hémato-encéphalique ; BHM : barrière hémato-méningée ; LCR : liquide céphalo-
rachidien 

1) La	barrière	hémato-encéphalique	(BHE)	

La BHE ne permet aucun échange cellulaire entre le SI et le SNC en conditions 

physiologiques à cause de sa structure particulière. En revanche, elle permet le transport de 

molécules telles que les cytokines. Elle est constituée d'une couche de cellules endothéliales 

situées entre le parenchyme et les vaisseaux sanguins (elle est imperméable grâce à des 

jonctions serrées le long de la lamina propria) et d’une couche de prolongements d’astrocytes 

appelée glia limitans (Abbott et al., 2010). Cette barrière produit des facteurs inhibiteurs de la 

réponse immunitaire comme l’IL-25 (Sonobe et al., 2016).	

2) La	barrière	hémato-méningée	

Les méninges représentent une barrière immunologique active entourant le cerveau et la 

moelle épinière. Les méninges sont composées de la dure-mère, l’arachnoïde et la pie-mère. 

Entre ces deux dernières, se trouve l’espace subarachnoïdien contenant le LCR (Louveau et 
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al., 2015). Au repos, des cellules myéloïdes et des lymphocytes T Cluster of differentiation 

(CD)4+ sont retrouvés dans cet espace (Radjavi et al., 2014).	

3) La	barrière	du	plexus	choroïde	(BPC)	

Contrairement à la BHE, la BPC est considérée comme ayant un rôle essentiel dans la 

communication neuro-immunitaire bidirectionnelle (Schwartz and Deczkowska, 2016). Elle 

longe les quatre ventricules du cerveau et est en interface entre le sang et le LCR. Elle est 

constituée de villosités très vascularisées avec des parois endothéliales fenestrées et entourées 

d’une monocouche de cellules épithéliales interconnectées par des jonctions serrées. Le PC 

produit les deux tiers du LCR en remplissant les ventricules et les espaces subarachnoïdiens. 

La BPC a pour fonction de contrôler le trafic des cellules immunitaires dans le SNC via le 

LCR (Shechter et al., 2013). De plus, elle agit comme une passerelle sélective grâce aux 

cellules épithéliales qui expriment de façon constitutive des chimiokines [molécules 

impliquées dans le chimiotactisme et le trafic cellulaire comme la vascular cell adhesion 

molecule-1 (VCAM-1)] nécessaires à la transmigration des cellules (passage du sang au LCR) 

(Engelhardt et al., 2001). L’expression de ces molécules est dépendante des signaux 

immunologiques provenant du cerveau mais aussi des cellules immunitaires résidentes de la 

BPC comme les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes T.	

C. L’immuno-surveillance	

Récemment, un travail révolutionnaire a décrit un système de drainage non classique 

(Louveau et al., 2015). Le long des sinus duraux, des vaisseaux lymphatiques permettent une 

circulation lymphatique au niveau des méninges. Par l'expression de molécules caractéristiques 

des cellules endothéliales, ces vaisseaux sont capables de transporter le LCR contenant 

notamment des cellules immunitaires et sont connectés aux ganglions lymphatiques cervicaux 

profonds (Louveau et al., 2015). Les lymphocytes T permettent une immuno-surveillance au 

sein du LCR. En conditions physiologiques, environ 150 000 lymphocytes T effecteurs 

circulent dans le LCR du cerveau humain où ils patrouillent à la recherche d'antigènes 

spécifiques (Engelhardt and Ransohoff, 2005).  
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Pour une réponse inflammatoire optimale, les lymphocytes Thelper (Th) se 

différencient en plusieurs sous-types selon l’environnement cytokinique et possiblement selon 

la force de l’interaction du T cell receptor (TCR) avec l’antigène (Zhou et al., 2009) : 	

- la polarisation en lymphocytes Th1 a lieu en présence d’interleukine (IL)-12, qui est 

produite par les macrophages ou encore les cellules dendritiques, et l’interféron (IFN)-

γ, qui est produit par les lymphocytes T et les cellules NK (Lighvani et al., 2001). Les 

Th1 sont impliqués dans la réponse immunitaire contre des micro-organismes 

intracellulaires, produisent de l’IFN-γ et sont sous le contrôle du facteur de 

transcription T-bet ; 

- l’association du TGF -β avec l’IL-6 permet la polarisation en Th17. Les cytokines IL-

21 et IL-23 permettent le maintien de ce phénotype. Les Th17 sont impliqués dans 

l’auto-immunité et dans la résolution d’une infection par des bactéries extracellulaires 

et des champignons. Ils produisent de l’IL-17A, de l'IL-17F, de l’IL-21 et de l'IL-22 

sous la dépendance du facteur de transcription RORγT ; 

- la différenciation en Th2 est permise grâce à l’IL-4 présent dans l’environnement. Les 

Th2 sont impliqués dans l’immunité humorale, le développement d’allergie et la 

protection contre les pathogènes intracellulaires en relation avec l’immunité innée. Ils 

produisent de l’IL-4, de l'IL-5 et de l’IL-13 sous le contrôle du facteur de transcription 

GATA3. 

En plus des lymphocytes T conventionnels, le SI adaptatif possède une population de 

lymphocytes T régulateurs (Treg). Ces lymphocytes régulent les réponses immunitaires à 

la périphérie et sont impliqués dans la régulation des lymphocytes T auto-réactifs 

(Sakaguchi et al., 2007). Parmi les Treg, on distingue :  

- les Treg dits naturels qui sont des lymphocytes auto-réactifs ayant échappés à la 

sélection négative dans le thymus ; 

- les Treg induits qui proviennent de la différenciation des lymphocytes T 

conventionnels en Treg à la périphérie à la suite d’une réponse immunitaire pour 

contrôler cette dernière. 

Pour rappel, les lymphocytes subissent la sélection négative dans le thymus (Starr et 

al., 2003). Cette dernière est un processus durant lequel les lymphocytes meurent par 

apoptose lorsqu’ils possèdent un TCR reconnaissant avec une forte affinité un antigène du soi 

(ou autoantigène) présenté par un complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) des cellules 
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épithéliales thymiques issues de la médulla et des cellules dendritiques. La sélection négative 

fait donc partie des mécanismes de tolérance vis-à-vis du soi. 

Des lymphocytes Th1, Th2 et Treg sont retrouvés au niveau du PC dans une 

proportion plus importante que dans le sang. En revanche, la population Th17 n’y est pas 

observable (Kunis et al., 2013). En présence de leur antigène spécifique dans le SNC, les 

lymphocytes Th1 et Th2 du PC, spécifiques pour cet antigène rencontré à la périphérie, 

interagissent avec les cellules présentatrices d’antigène (CPA) puis sont restimulés pour 

sécréter des cytokines telles que respectivement l’IFN-γ et l’IL-4 (Baruch et al., 2013). 

L'activité d'immuno-surveillance par les lymphocytes se divise en 3 fonctions (Ellwardt et al., 

2016 et Figure 2) : 

- en cas d'infections opportunistes (herpès, toxoplasmose, virus JC), les lymphocytes T 

CD4+ et CD8+ interagissent et stimulent la microglie. Les lymphocytes CD4+ 

produisent des cytokines telles que l'IFN-γ, l'IL-2, le tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

pour moduler la réponse immunitaire. Les lymphocytes CD8+ produisent de la 

perforine et de la granzyme B. Cette réponse immunitaire aide à la clairance du 

pathogène ; 

- en cas de pathologie neurodégénératrice (comme les maladies d'Alzheimer, de 

Parkinson) ou d’un traumatisme, les lymphocytes Th2 produisent des facteurs 

neurotrophiques comme le BDNF et des cytokines anti-inflammatoires comme l'IL-4 

et l'IL-10. Ils induisent aussi la croissance neuronale via l'IL-4 ; 

- afin d’éviter des réactions autoimmunes, les lymphocytes Treg inhibent l'inflammation 

(inhibition de l'activité effectrice des Th1 et Th17) par la sécrétion de cytokines anti-

inflammatoires (IL-10 et TGF-β), par la production d'adénosine monophosphate 

cyclique (AMPc) via CD39 ou encore par les mécanismes contact-dépendant faisant 

intervenir la protéine associée aux lymphocytes T cytotoxiques (Cytotoxic T-

Lymphocyte Associated Protein 4 ou CTLA-4) et le TGF-β.	

Enfin, en absence de reconnaissance antigénique, les lymphocytes retournent à la périphérie 

par les vaisseaux lymphatiques. 	
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Figure 2 : Immuno-surveillance au sein du SNC : focus sur les lymphocytes T, d’après Ellwardt et 

al., 2016 
L’immuno-surveillance dans le SNC permet de protéger contre les infections de pathogènes 
opportunistes ainsi que l’auto-immunité et favorise la neuroprotection. 

Chapitre	2. La	sclérose	en	plaques	

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie autoimmune inflammatoire et 

neurodégénérative du SNC diagnostiquée généralement chez le jeune adulte (entre 20 et 40 

ans) (Compston and Coles, 2002; (Thompson et al., 2018). Dans le SNC, les neurones 

peuvent à la fois recevoir et envoyer des messages nerveux (courant électrique faible) 

provenant de ou allant vers la périphérie (hors du SNC). Les messages nerveux sont véhiculés 

grâce aux axones et dendrites (prolongements de la cellule). Pour permettre un influx nerveux 

rapide et optimal, les axones sont entourés par la gaine de myéline produite par les 
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prolongements des oligodendrocytes. Cette gaine de myéline permet aussi de conserver 

l’intégrité des neurones et de les protéger contre la mort neuronale. Chez un individu atteint 

de SEP, les lymphocytes Th CD4+ auto-réactifs dirigés contre la myéline (Th1 et Th17) 

provoquent une réponse inflammatoire aigüe. L’inflammation et les processus 

neurodégénératifs deviennent chroniques. La destruction des gaines de myéline induit la mort 

neuronale, la démyélinisation et la formation de lésions, appelées plaques.	

Le premier cas recensé, selon un journal intime, semble être celui d’Auguste d’Esté, 

cousin de la reine Victoria en 1822 alors qu’il était âgé de 28 ans. Le diagnostic posé fut une 

« paraplégie active ou passive, fonctionnelle ou biologique » (Landtblom et al., 2010). 

Aujourd’hui, les symptômes (difficultés de reconnaissance spatiale, douleurs, fatigues, 

problèmes de vision et d’équilibre, paralysie…) et l’évolution de la maladie ne laissent aucun 

doute sur le diagnostic. Mais le nom « Sclérose en plaques » a été utilisé pour la première fois 

en 1868 par Jean-Marie Charcot, neurologue français. 

A. Les	formes	cliniques	et	les	symptômes	

Le diagnostic de la SEP est établi grâce aux critère de McDonald révisés en 2017 

(Thompson et al., 2018). Ce diagnostic nécessite l’association de plusieurs critères cliniques 

et para-cliniques de dissémination temporelle et spatiale des lésions du SNC en dehors d’une 

autre maladie évolutive. L’établissement du diagnostic est permis grâce à un examen clinique, 

à l’imagerie résonnance magnétique et à la détection de bandes oligoclonales spécifiques 

d’IgG sur gel à partir du LCR (Thompson et al. 2018). 

Il existe deux types de SEP : la forme récurrente-rémittente et la forme progressive 

(Compston and Coles, 2002 ; Lublin et al., 2014). La forme récurrente/rémittente (RR) est la 

forme la plus répandue avec plus de 80 % des patients atteints (Figure 3) présentant une 

alternance de périodes de poussées et de rémissions complètes durant lesquelles le patient ne 

présente aucun symptôme neurologique en dehors des périodes de poussées (apparitions de 

symptômes durant au moins 24 heures) (Compston and Coles, 2002 ; Lublin et al., 2014). Les 

patients atteints d’une forme progressive présentent des périodes de rémissions incomplètes. 

Elle est divisée en deux sous-types : 

- 10 à 60% des patients atteints d’une forme RR vont développer une forme progressive 

secondaire (PS) au cours du temps (Tremlett et al., 2008; University of California, San 

Francisco MS-EPIC Team: et al., 2016). Au déclenchement de la maladie, le patient 



22	

	

présente une forme SEP RR. Au fil des années, la maladie évolue de façon continue : 

les périodes de poussées sont toujours présentes mais les rémissions deviennent 

incomplètes et les symptômes s'aggravent (Compston and Coles, 2002; Thompson et 

al., 2018). 	

- la SEP progressive primaire (SEP PP) est une forme évoluant en continu dès le 

déclenchement de la maladie avec une augmentation constante de la gravité des 

symptômes sans périodes de rémission ou avec des rémissions incomplètes (Compston 

and Coles, 2002 ; Thompson et al., 2018). Cette forme représente 10 à 15% des 

patients atteints de SEP (Miller and Leary, 2007).	

Figure 3 : Les différentes formes de la SEP en fonction du temps et du handicap 

La SEP peut se présenter sous 4 formes schématisées dans cette figure. 
a) La forme récurrente-rémittente se présente avec une alternance des périodes de poussées et de 
rémissions complètes. 
b) La forme progressive secondaire est caractérisée par une forme récurrente-rémittente au début puis 
une aggravation des poussées et des rémissions devenant incomplètes. 
c) La forme progressive primaire est définie par une aggravation continue des poussées sans rémission 
complète entre chaque poussée. 
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Au cours de la phase progressive de la maladie, les processus de démyélinisation 

s’amplifient au niveau du SNC tels que la mort par apoptose des oligodendrocytes, la 

dégénération axonale ou encore la perte des neurones corticaux qui entraîne des régressions 

neurologiques irréversibles (Compston and Coles, 2002; Lublin et al., 2014). 	

Les symptômes associés aux épisodes de rechute sont divers et dépendent de la 

localisation de l’atteinte au niveau du SNC (Gelfand, 2014). Des symptômes peuvent être 

ressentis sans être significativement corrélés avec la SEP comme des troubles de l’équilibre, 

de la dépression, de la fatigue, de la sensibilité à la chaleur et/ou des maux de tête. Cependant, 

certains symptômes sont caractéristiques des périodes actives de la maladie comme la névrite 

optique, les symptômes du tronc cérébral et moteurs, les troubles sensoriels, la déficience 

cognitive et le dysfonctionnement du système gastro-urinaire, définis ci-dessous..	

1) La	névrite	optique	

D’un point de vue clinique, une névrite optique est provoquée par une inflammation 

du nerf optique induisant une baisse de l’acuité visuelle unilatérale pouvant aller jusqu’à une 

perte visuelle de plusieurs heures ou jours. Elle est d’intensité variable et est associée à des 

douleurs oculaires. La névrite optique est, dans environ 20% des cas, le premier signe clinique 

de SEP et 50% des patients présentent ce symptôme au moins une fois durant leur maladie.	

2) Les	symptômes	du	tronc	cérébral	

Les patients atteints de SEP peuvent présenter des symptômes en lien avec une atteinte 

du tronc cérébral. Ces symptômes touchent principalement le visage mais peuvent également 

impacter les mouvements corporels. En fonction des nerfs affectés, les symptômes sont 

multiples : une vision dédoublée, des ophtalmoplégies internucléaires (troubles de la motricité 

oculaire), des faiblesses faciales, de la myokymie (tremblements involontaires des paupières), 

des vertiges, des troubles de la déglutition, de l’élocution, des faiblesses de la langue et/ou des 

troubles sensoriels au niveau du visage. De façon moins commune, une perte de l’audition et 

des signes bulbaires sévères peuvent faire partie du spectre des symptômes. De plus, 

l’implication des réseaux cérébelleux connectés au tronc cérébral peut entraîner des 

dysfonctionnements au niveau des mouvements involontaires comme une ataxie unilatérale 

(perte de la coordination motrice), une dysmétrie (exagération de l’amplitude d’un 

mouvement) ou encore une dysdiadococinésie (difficulté à réaliser des mouvements rapides).	
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3) Les	symptômes	moteurs	

D’un point de vue de l’activité motrice, jusqu’à 80% des patients disent ressentir une 

faiblesse musculaire dans les membres. En général, ces faiblesses proviennent du tractus 

corticospinal, responsable des mouvements volontaires. Elles sont souvent accompagnées 

d’hyper-réflexie (exagération des réflexes myotatiques ou des réflexes d’étirement), de 

spasticité (augmentation du tonus musculaire) pouvant aboutir à des spasmes, des crampes ou 

encore des faiblesses dans la marche. 

4) Les	troubles	sensoriels	

Les deux troubles sensoriels les plus souvent ressentis sont les engourdissements et la 

paresthésie (fourmillements, picotements, etc…). Ils doivent être ressentis pendant plusieurs 

heures voire plusieurs jours certainement dus à une lésion inflammatoire et démyélinisante 

aigüe. Ces troubles touchent plus de 85% des patients atteints de SEP. De plus, des douleurs 

ou d’autres sensations dites « déplaisantes » sont ressenties par 55% des patients. Par 

exemple, un tiers des patients présente un signe de Lhermitte (sensations de décharges 

électriques).	

5) La	déficience	cognitive	

La déficience cognitive est associée à une atteinte de la substance blanche mais aussi à 

une atrophie du cerveau et aux plaques corticales démyélinisées. Elle touche au moins 40% 

des patients. Il s’agit en général d’un ralentissement du traitement de l'information, de 

dysfonctionnements exécutifs et d’une détérioration de la mémoire verbale et visuelle à long 

terme.	

6) Le	dysfonctionnement	du	tractus	gastro-urinaire	

Les patients peuvent avoir une vessie dite hyperactive du fait de la perte de l’inhibition 

du réflexe de miction (effet d’éliminer l’urine de la vessie). Ainsi, certains patients ressentent 

des symptômes d’urgence urinaire et d’incontinence et augmentent leur fréquence de miction. 

Ce type de symptômes serait ressenti dans 25% des cas. De plus, les patients présentent de 

fréquents cas d’infections urinaires, signe du dysfonctionnement du système urinaire. Moins 

fréquemment, un dysfonctionnement des intestins peut être le signe d’une atteinte importante 

de la moelle épinière.	
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B. L’épidémiologie	de	la	SEP	

Les nombres ci-dessous sont issus des sites arsep.org et msif.org (Browne et al., 2014) 

qui actualisent régulièrement les informations chiffrées sur la SEP. 	

 En France, entre 30 à 80 individus pour 100 000 personnes sont atteintes de SEP, 

alors que la moyenne mondiale est de 30 à 33 personnes pour 100 000 en 2013. Une inégalité 

entre les hémisphères Nord et Sud (Browne et al., 2014) est observée. En effet, l'hémisphère 

Nord présente entre 20 et plus de 100 personnes atteintes de SEP pour 100 000 individus en 

2013 alors que pour les pays présents au sud de l'équateur, la prévalence est de 0 à 20 

personnes atteintes pour 100 000 individus. En 2018, 100 000 et 2,3 millions d’individus sont 

atteints de SEP, respectivement, en France et dans le Monde.	

Selon le site arsep.org, actualisé en 2018, 3 patients atteints de SEP sur 4 sont des 

femmes en France et dans le Monde. L'âge moyen d'apparition de la maladie en France est de 

29 ans et se situe entre 26 et 35 ans dans le Monde. Une étude française nommée SURVIMUS 

a démontré que, dans les 20 premières années de la maladie, les patients présentent le même 

taux de mortalité que la population générale. Néanmoins, la maladie réduirait à terme la durée 

de vie de 6 à 7 ans (Leray et al., 2015).	

C. Les	facteurs	de	risque	

Aujourd’hui, l’étiologie de la maladie reste encore inconnue. La SEP est une maladie 

multifactorielle, c’est à dire impliquant à la fois des facteurs environnementaux et génétiques.	

En 2015, la méta-analyse de Balbasis et al. a mis en avant deux grands facteurs de risque : 

l’infection par le virus d’Epstein-Barr et le tabagisme, auxquels s'ajoutent le régime 

alimentaire ainsi que la position géographique du patient. La susceptibilité génétique 

s’additionne aux facteurs de risques environnementaux. Tous ces facteurs sont développés 

dans ce paragraphe (Ghasemi et al., 2017; Leray et al., 2016; Reich et al., 2018).	

1) Les	facteurs	environnementaux	

(a) Les	infections	virales	

La susceptibilité d’être atteint de SEP est augmentée en cas d'infections virales et 

dépend de l'âge à laquelle l'infection a eu lieu. L’exemple le plus connu est l’infection par le 

virus d’Epstein-Barr (EBV) induisant le développement d'une mononucléose infectieuse. En 

effet, l'agent pathogène peut produire des molécules ayant une structure proche des 
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composants de la myéline tels que la protéine protéolipide (PLP), la myelin basic protein 

(MBP) ou encore les glycoprotéines associées à la myéline comme par exemple la myelin 

oligodendrocyte glycoprotein (MOG). Cela induit un mimétisme moléculaire qui est 

responsable d’une réponse immunitaire. Les lymphocytes T seront donc dirigés à la fois 

contre les molécules de l'agent pathogène mais aussi contre les protéines du soi associées à la 

myéline aboutissant à la création de lésions. Le risque de développer la maladie est 15 fois 

plus important lorsque l'infection avec l'EBV est survenue pendant l'enfance et 30 fois plus 

important lorsque le patient a été infecté à partir de l'adolescence.	

(b) Le	tabagisme	

Différentes méta-analyses ont démontré l’association entre l’apparition de la maladie 

et le tabagisme. En effet, la consommation de tabac induit la production d'oxyde nitrique et de 

monoxyde de carbone, deux éléments néfastes pour l'organisme. L'oxyde nitrique est un gaz 

soluble toxique et, à des concentrations pathologiques, induit la peroxydation des lipides 

endommageant les mitochondries des neurones et des oligodendrocytes. Le monoxyde de 

carbone induit le blocage de l'oxygénation des tissus, la dégradation du MBP, 

l'endommagement axonal et une réponse inflammatoire dirigée contre la myéline. La méta-

analyse de Wingerchuk a démontré que le risque relatif de développer la SEP est d'environ 1,5 

fois plus important pour les fumeurs que pour les non-fumeurs (Wingerchuk, 2012).	

(c) La	localisation	géographique	

La localisation géographique semble être corrélée de façon non significative au 

développement de la maladie principalement dû aux nombreux mouvements migratoires. Le 

développement de la SEP semble être associé à l'exposition au soleil et au taux de vitamine D 

sanguin. Cette dernière est produite à partir de l'exposition aux radiations ultra-violettes 

provenant de la lumière du soleil. La vitamine D et sa forme active, le calcitriol, ont un rôle 

dans la prolifération et la différenciation des cellules et dans la régulation de l'immunité par 

l’augmentation de la synthèse de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 d’une part et la 

diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires d’autre part. Ainsi, le manque de 

soleil et une déficience en vitamine D semblent induire un environnement inflammatoire 

propice au développement de la maladie.	
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2) Les	facteurs	génétiques	

(a) La	prédisposition	familiale	

De nombreuses études ont mis en lumière l’existence de familles à risque avec 

l’existence d’une corrélation significative entre l’apparition de la maladie et les liens de 

parenté. Par exemple, des études de liaison sur des jumeaux monozygotes ont montré une 

forte probabilité de co-ségrégation si l’un d’entre eux était atteint par la maladie avec un 

facteur de risque allant de 30 à 50 %. Ces données suggèrent très fortement une pénétrance de 

la maladie en lien avec des facteurs génétiques. A contratio, des jumeaux dizygotes ou un 

individu avec un parent du 1er degré atteint présentent un risque seulement plus élevé de 2 à 

4% par rapport à la population générale, qui est de 0,1%. Ce risque diminue à mesure que le 

lien de parenté diminue.	

(b) Les	gènes	en	relation	avec	l’immunité	

Les molécules du CMH de classe II sont présentes à la surface des CPA et elles 

permettent la reconnaissance antigénique par les lymphocytes T qui modulent la réponse 

immunitaire. Chez l’Homme, ce complexe se nomme human leucocyte antigen (HLA). La 

reconnaissance antigénique est déterminante dans la réponse immunitaire. Il n'est donc pas 

surprenant que certains HLA augmentent le risque de développer la maladie. Les gènes HLA 

sont des gènes de susceptibilité au développement de la maladie.	

De la même façon, des gènes associés à la réponse immunitaire pro-inflammatoire tels 

que les gènes codant pour le récepteur de l’IL-17 et la sous-unité α du récepteur de l’IL-2 

favorisent l'apparition de la maladie. En effet, des études d'association à partir de séquençage 

de génomes entiers démontrent que certains polymorphismes nucléotidiques constitutionnels 

sur ces gènes augmentent les risques de développer la SEP.	

D. Les	mécanismes	impliqués	au	cours	de	la	SEP	et	de	l'EAE	

L’EAE est le modèle expérimental de la SEP le plus utilisé impliquant à la fois le SI et 

le SNC. Seuls les mécanismes cellulaires et moléculaires spécifiques de la SEP au sein de ces 

deux systèmes seront détaillés dans cette section. 
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1) Au	niveau	du	SI	

La SEP est une maladie autoimmune entrainée par l’activation des lymphocytes Th1 et 

Th17 encéphalogènes et auto-réactifs contre la myéline. Les 3 hypothèses à l’origine de 

l’activation inappropriée de ces lymphocytes sont : 

-  le mimétisme moléculaire induit par une exposition fréquente à des infections virales ; 

-  une sensibilité accrue du SI (c’est-à-dire un seuil d'activation plus bas) et/ou  

-  une perte de la tolérance périphérique avec un défaut dans la sélection négative 

induisant un échappement de lymphocytes reconnaissant la myéline ou encore un 

déséquilibre du ratio Treg/Th (Dendrou et al., 2015). 

(a) Chez	l’Homme	

Chez les patients atteints de SEP, les indices indiquant une réponse immunitaire 

inappropriée sont nombreux (Hohlfeld et al., 2016; Macchi et al., 2015). En effet, des 

lymphocytes T CD8+ et CD4+ sont retrouvés dans les lésions cérébrales de patients atteints de 

SEP avec une proportion en CD8+ plus importante que celle en CD4+. Le développement et 

l’activité de ces derniers sont dirigés par les gènes HLA de classe II. Des études ont déterminé 

ces gènes comme des gènes de susceptibilité au développement de la maladie. 	

D’autre part, une augmentation de la production en protéines associées à la matrice 

extracellulaire comme la matrix metalloproteinase (MMP)-9 et de facteurs neurotrophiques 

comme le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) est observée in vitro dans une culture de 

cellules mononucléées du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cells ou PBMC) 

de patients au cours d’une rechute. 	

Les SEP PP et PS sont caractérisées par le développement d’une réponse périphérique 

de type Th1 avec l’expression du facteur de transcription T-bet. Cependant, les lymphocytes 

Th17 jouent aussi un rôle important de par la sécrétion d’IL-17 par les cellules CD4+CD127hi 

des patients après une stimulation par des antigènes spécifiques de la myéline (Venken et al., 

2010). Dans le même sens, une diminution du rapport Treg/Th17 est observée dans le sang 

périphérique des patients avec une déficience fonctionnelle de ces Treg (Jamshidian et al., 

2013; Viglietta et al., 2004). Cette déficience en Treg est la signature de l’auto-immunité. 

Enfin, issues des PBMC de patients atteint d’une SEP PP, les CPA présentent une activation 

préférentielle du Toll-like receptor 3 (TLR3) (par un ARN double-brin, signe d’une infection 

virale) permettant l’activation de voies de signalisation conduisant à l'augmentation de 

l’expression génique de facteurs pro-inflammatoires [IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-12 et CXCL10].  
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(b) Dans	l’EAE	

Pour déterminer les mécanismes impliqués dans la SEP, les études du SI adaptatif au 

cours de l'EAE se sont multipliées (Fletcher et al., 2010).	

Après une immunisation contre la MOG35-55 chez des souris C57BL/6, les CPA 

présentent le peptide aux lymphocytes T naïfs (Figure 4). Grâce à l’environnement 

inflammatoire produit par l’immunisation, ces lymphocytes naïfs se différencient en 

lymphocytes Th1 et Th17 pro-inflammatoires auto-réactifs contre le peptide de la myéline. 

Cette polarisation provoque un déséquilibre dans la balance des lymphocytes T en défaveur 

des lymphocytes Th2 et des Treg. Ensuite, la perméabilisation de la BHE permet à ces 

lymphocytes auto-réactifs d’accéder au SNC (Fletcher et al., 2010).	

L’implication des lymphocytes Th pro-inflammatoires a été démontrée par l’utilisation 

de différents knock-out (KO) de gènes caractéristiques de la population étudiée. Dans un 

premier temps, seuls les lymphocytes Th1 semblaient être les lymphocytes pathogéniques 

majeurs de la SEP et de l’EAE. En effet, après une immunisation, des souris déficientes pour 

l’IL-12p40, nécessaire à la différenciation des Th1, ne développent pas la maladie (Fletcher et 

al., 2010). Pourtant, l’absence d’IFN-γ (Ferber et al., 1996) ou de STAT1 (Bettelli et al., 

2004) provoque une exacerbation de la gravité de l’EAE. Cette différence dans la réponse 

immunitaire peut être expliquée par le partage de la sous-unité p40 par l’IL-12 (spécifique des 

Th1) et l’IL-23 (nécessaire à l’induction et/ou à l’expansion des Th17). La déficience en IL-

23p40 permet aux souris immunisées d’être résistantes à l’EAE démontrant donc dans un 

deuxième temps l’implication des Th17 dans la pathogénèse de l’EAE (Cua et al., 2003).	

Chacun de ces deux acteurs semblent avoir un rôle bien distinct. Une immunisation 

passive avec des lymphocytes Th1 sensibilisés à la MOG permet l’induction de l’EAE alors 

qu’un transfert de lymphocytes Th17 dans les mêmes conditions expérimentales n’aboutit pas 

au développement de la maladie (O’Connor et al., 2008). Les lymphocytes Th1 sont 

nécessaires à la phase effectrice de la maladie et permettent le recrutement des lymphocytes 

Th17 (O’Connor et al., 2008). En revanche, la gravité de la maladie est dépendante de 

l’implication des lymphocytes Th17. Le transfert de lymphocytes Th1 chez des souris KO 

pour l’IL-17 induit un développement de la maladie moins sévère que chez des souris 

sauvages.	

En plus de ces lymphocytes pro-inflammatoires, les lymphocytes Treg modulent la 

réponse immunitaire au cours de l’EAE. Les lymphocytes T CD4+CD25+ suppriment in vitro 

l’activité des lymphocytes T effecteurs spécifiques de la MOG (diminution de la sécrétion 



30	

	

d'IFN-γ par les Th1). Le transfert de ces cellules, 3 jours après une immunisation active, 

provoque in vivo une diminution de la gravité de l’EAE chez les souris receveuses (Kohm et 

al., 2002). De plus, des lymphocytes Treg issus de souris déficientes pour l’IL-10 (nécessaire 

à l’activité des lymphocytes Treg) n’ont plus cette activité suppressive au cours de l'EAE. 

	

Figure 4 : Les grandes étapes du développement de l’EAE après une immunisation contre la 

MOG 

Représentation schématique de la réponse immunitaire durant la pathogénèse de l’EAE.  
1) A la suite de l'induction de l'EAE, les CPA présentent la MOG aux lymphocytes Th naïfs (Th0).  
2) Ces derniers se différencient alors en lymphocytes auto-réactifs et encéphalogènes Th1 et Th17, 
caractéristiques de l'immunité associée à l’EAE. 
3) Puis ils cellules migrent et atteignent le SNC. Cette migration est facilitée grâce aux astrocytes 
présents dans le SNC. 
4) Dès leur entrée, ces lymphocytes spécifiques de la MOG sont réactivés par les CPA. Cette 
réactivation entraine leur prolifération et la sécrétion de nombreuses cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires. 
5) Cela aboutit à une robuste amplification de la réponse autoimmune contre la myéline endogène (5a) 
et provoque une démyélinisation, une neurodégénescence ainsi qu’une activation des cellules 
myéloïdes, propre à la pathogénie de l’EAE (5b). 
6) Cela favorise le recrutement et l'activation de lymphocytes Th1/Th17 ainsi que de macrophages.  
7) Leur recrutement et leur activation peuvent alimenter la réponse immunitaire contre la myéline.  
BHE : barrière hémato-encéphalique ; CPA : cellule présentatrice d’antigène ; Th0 : Lymphocytes 
Thelper précurseur ; SNC : système nerveux central 
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2) Au	niveau	du	SNC	

Les mécanismes explicités précédemment sont impliqués en cas d’inflammation 

ponctuelle, en réponse à une infection ou à un dommage tissulaire. Si l’inflammation devient 

chronique même après l’élimination de l’élément déclencheur de la réponse immunitaire, cela 

peut engendrer ou augmenter des lésions tissulaires voire aboutir au déclenchement d’une 

pathologie. Il a été admis que, dans de nombreuses pathologies du SNC, la neuroinflammation 

est un facteur commun et aggravant de ces maladies (Aktas et al., 2010; Hemmer et al., 

2003).	

Au cours de l’initiation de la SEP ou de l’EAE, les astrocytes expriment à leur surface 

la molécule VCAM-1, le récepteur de l’intégrine α4. Cette dernière est exprimée par les 

lymphocytes T effecteurs. Les astrocytes produisent aussi des MMP-7, -9 et -12, enzymes 

pouvant modifier la matrice extracellulaire localement. En même temps, les cellules gliales 

produisent des chimiokines comme le monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2) 

dont le récepteur CCR2 est exprimé par les lymphocytes T. L'implication des astrocytes, des 

chimiokines et des MMPs permettent aux lymphocytes Th1 et Th17 auto-réactifs dirigés 

contre la myéline de sortir de la lumière des vaisseaux sanguins, d'intégrer les espaces 

périvasculaires et les méninges afin d'atteindre le SNC en traversant la glia limitans. Ces 

lymphocytes sont de nouveau activés par les cellules résidantes du SNC ou infiltrantes telles 

que la microglie ou les cellules dendritiques (Greter et al., 2005); Fletcher et al., 2010 ; 

Dendrou et al., 2015) aboutissant à leur réactivation et leur expansion. Ils produisent alors 

localement des signaux de danger et des cytokines (TNF-α, IFN-γ et IL-1β). En conséquence, 

la microglie et les cellules myéloïdes répondent à cette réponse inflammatoire aboutissant à 

son amplification et à une tempête cytokinique pro-inflammatoire (production de cytokines : 

TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-23 et IL-12 et de chimiokines : CCL2, CCL20, CXCL19 et 

CXCL10). Cette tempête permet le recrutement d'autres cellules immunitaires (lymphocytes T 

et B, macrophages...) de la périphérie vers le site d'inflammation.	

Les anticorps produits par les lymphocytes B à la périphérie et traversant la BHE ou 

produits par les lymphocytes B du SNC et le système du complément formant d'un complexe 

anticorps-complément attaquant la membrane des oligodendrocytes (Hemmer et al., 2003 ; 

Figure 7). La microglie et les macrophages sont activés par les lymphocytes T CD4+. Ils 

attaquent la gaine de myéline par leur capacité phagocytaire, leur production de cytokines et 

leur sécrétion de médiateurs toxiques comme l'acide nitrique (Hemmer et al., 2003). De plus, 

par leur capacité effectrice, les lymphocytes T CD4+ sécrètent des médiateurs inflammatoires 
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(cytokines, chimiokines et MMPs) pour amplifier la réponse inflammatoire aboutissant à la 

destruction de la gaine de myéline. Les lymphocytes T CD8+, quant à eux, sont capables 

d'attaquer directement l'axone et les oligodendrocytes par la sécrétion de perforine et de 

granzyme B. L'ensemble des signaux toxiques et l'interaction axone-oligodendrocyte 

endommagée conduit à la mort des oligodendrocytes. La démyélinisation va progressivement 

mettre à découvert l’axone induisant une dépolarisation (Hemmer et al., 2003). Cette dernière 

et la perturbation de la balance ionique induit également l'augmentation de l'activité des 

canaux calciques et donc de l'influx calcique conduisant au dysfonctionnement axonal. Les 

pertes de l'activité de signalisation et du support trophique peuvent contribuer à la 

dégénération axonale des neurones connectés et à la mort neuronale. Les cellules myéloïdes et 

les lymphocytes T auto-réactifs contre la myéline jouent donc un rôle majeur dans la 

formation des lésions de la substance blanche du cerveau. La progression de la pathologie 

serait alors due à une activation inappropriée et chronique du SI et non à un 

dysfonctionnement des processus neurodégénératifs du SNC (Aktas et al., 2010).  
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Figure 5 : Les mécanismes cellulaires induisant la démyélinisation et la mort neuronale d’après 
Hemmer et al., 2003 
 

Il existe également des processus de neurorégénération pour compenser les 

mécanismes de démyélinisation induite (Aktas et al., 2010; Figure 6). Les astrocytes agissent 

sur les précurseurs des oligodendrocytes en favorisant leur migration, leur prolifération et leur 

survie. Ils permettent également la différenciation et la maturation des oligodendrocytes 

permettant la remyélinisation des axones. De plus, les cellules myéloïdes interviennent dans 
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l'établissement d'une rémission temporaire. Majoritaires au sein des lésions, elles favorisent la 

phagocytose des débris de la myéline (inhibiteurs de la croissance), sécrètent des médiateurs 

neuroprotecteurs et permettent la remyélinisation (Aktas et al., 2010). 	

La stimulation chronique du SI contre la myéline et l’amplification de la 

neurodégénérescence submergent finalement les processus de remyélinisation conduisant au 

développement d'une forme progressive (Aktas et al., 2010). 

	

Figure 6 : Les mécanismes cellulaires de la remyélinisation durant l’inflammation chronique 

d’après Aktas et al., 2010  

OPC : oligodendrocyte precursor cell ; Th : lymphocyte Thelper 

E. Les	traitements	actuels	

Actuellement, différents traitements sont disponibles pour les patients atteints de SEP 

en fonction de la forme de la maladie. Ils ont été développés à partir des découvertes issues 

des modèles expérimentaux. Voici un résumé des traitements mis sur le marché aux Etats-

Unis et dans l'Union européenne (Dargahi et al., 2017).	

La thérapie initiale contre la SEP corrèle avec l'agressivité et le développement de la maladie 

(Tableau 1). 	
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Les molécules utilisées en première ligne de traitement pour les patients atteints d'une 

SEP moyennement active (correspondant en général à la forme RR) sont :	

- l'interféron β1 qui modifie la balance de cytokines pro- et anti-inflammatoires et 

diminue la proportion en lymphocytes Th17. Il peut être utilisé en cas de SEP PS ;	

- l'acétate de glatiramère qui bloque le CMH agissant comme un leurre et permettant de 

dévier la différenciation des lymphocytes T pro-inflammatoires en lymphocytes T 

anti-inflammatoires ;	

- le teriflunomide qui inhibe la déshydrogénase dihydroorotate (enzyme permettant la 

synthèse de novo des pyrimidines indispensables à l'ADN) et l'action des lymphocytes 

B et T (principalement sur les lymphocytes Th1) ;	

- le diméthylfumarate qui permet de diminuer le stress oxydatif et l'inflammation.	

Ces traitements de première ligne présentent des effets secondaires tels que des maux de tête, 

des douleurs aux sites d’injection ou encore des douleurs intestinales. De plus, leur efficacité 

tend à diminuer lorsque la maladie évolue les rendant ainsi inefficaces pour des stades 

avancés.	

En cas de SEP agressive et progressive ou après l'échec des traitements de première 

ligne, les traitements utilisés en deuxième ligne sont :	

- le fingolimod qui est un antagoniste du récepteur de la sphingosine-1-phosphate 

permettant d'inhiber l'infiltration des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques et 

dans le SNC. Les effets secondaires majeurs sont l'apparition d'une bradyarythmie, 

(c’est-à-dire une diminution transitoire de la fréquence cardiaque) et le développement 

d'infections opportunistes ;	

- l’alemtuzumab qui est dirigé contre la molécule de surface CD52 permettant la 

déplétion des lymphocytes T (principalement Th1) et B. Les effets secondaires 

majeurs sont des infections des voies respiratoires et hépatiques, le développement de 

la maladie de Basedow (autoimmunité au niveau de la thyroïde) et du purpura 

thrombocytopénique idiopathique ;	

- le daclizumab qui permet de bloquer la molécule de surface IL-2R (récepteur pour 

l’IL-2), indispensable au développement des lymphocytes T. Ce traitement aboutit à 

une diminution des lymphocytes T et une augmentation de la population NK. Les 

effets secondaires majeurs sont des infections des voies respiratoires supérieures et des 

troubles hépatiques ;	
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- le natalizumab qui se fixe sur la chaine α4 de l’intégrine α4β1, présente à la surface 

des lymphocytes T. Il affecte la migration cellulaire des lymphocytes au travers de la 

BHE mais aussi leur prolifération, leur croissance et leur survie cellulaire. Les effets 

secondaires majeurs sont des infections des voies urinaires et respiratoires inférieurs et 

le développement de leucoencéphalopathie multifocale progressive (LMP) 

(conséquence de l'infection par le virus JC au niveau du SNC) ;	

- la mitoxantrone qui inhibe la prolifération des lymphocytes T (principalement les Th1) 

et B mais aussi des macrophages. Il est utilisé en cas d'intolérance au natalizumab. Les 

effets secondaires majeurs sont le développement d'une insuffisance cardiaque et des 

infections ;	

- l’ocrelizumab qui se fixe sur le CD20 et qui induit la déplétion des lymphocytes B par 

les processus de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps et celle dépendante 

du complément. Les effets secondaires sont des difficultés respiratoires et des 

infections.	
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Tableau 1 : Récapitulatif des traitements actuels de la SEP 

Ce tableau résume pour chaque substance active la première autorisation de mise sur le marché (1ère 
AMM), la forme de la SEP traitée, la ligne de traitement ainsi que leur mode d’action. Les deux dates 
de la colonne correspondant à la 1ère autorisation de mise sur le marché correspondent respectivement 
à celle aux Etats-Unis et en Europe. 
AEM : Agence européenne des médicaments ; CCDA : cytotoxicité cellulaire dépendante des 
anticorps ; CDC : cytotoxicité dépendante du complément ; FDA : Food and Drug Administration ; 
LMP : leucoencéphalopathie multifocale progressive ; PP : progressive primaire ; PS : progressive 
secondaire ; RR : récurrente-rémittente ; Th : lymphocyte Thelper 



38	

	

Pour éviter les effets néfastes des traitements précédents, de nombreuses études sont 

actuellement menées pour développer des stratégies en immunothérapie comme la 

transplantation de cellules souches hématopoïétiques ou encore l’utilisation de vaccins à ADN 

codant pour le gène MBP. Cependant, leurs effets bénéfiques restent à démontrer sur le long 

terme.	

Les traitements actuels, qui ciblent principalement le SI, démontrent des effets bénéfiques 

chez les patients atteints de la forme RR de la SEP. Cependant, ces traitements présentent des 

effets modestes avec de nombreux effets secondaires sur sa phase progressive, durant laquelle 

la composante neurodégénérative est prédominante (Figure 7). 

	

Figure 7 : Représentation de la gravité de la maladie en fonction de l’inflammation, de la 

neurodégénérescence, du handicap et de la réponse au traitement, d’après Comi et al., 2017  
Au début de la maladie, la réponse inflammatoire (ligne rouge) augmente fortement au cours du temps 
sans symptôme apparent. En parallèle, la neurodégénérescence (ligne violette) augmente doucement. 
Lorsqu’elle atteint un certain niveau, les patients connaissent leur première rechute. A ce moment-là, 
les patients présentent de phases de rechute et de rémission augmentant leur handicap (ligne bleue) au 
cours de temps. Au début de la maladie, les traitements immunomodulateurs (ligne verte) permettent 
de contrôler et diminuer les périodes de rechute. Lorsque l’inflammation diminue et que la 
neurodégénérescence prédomine l’inflammation, la réponse au traitement diminue induisant une 
fortement augmentation du handicap. 

F. Les	modèles	expérimentaux	et	les	mécanismes	associés	

Les traitements utilisés actuellement (l’acétate de glatiramère, la mitoxantrone ou 

encore le natalizumab) ont été développés grâce à l’utilisation de modèles animaux mimant 

les caractéristiques de la SEP. Comme dans tous modèles expérimentaux, le transfert des 

connaissances est limité dû aux différences dans le développement et les mécanismes sous-
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jacents impliqués par rapport à l'Homme. L'utilisation de modèles expérimentaux a permis 

d’augmenter notre compréhension de la physiopathologie de la maladie. 	

1) L'encéphalomyélite	autoimmune	expérimentale	

En 1885, la vaccination a été utilisée cliniquement par Louis Pasteur pour soigner la 

rage (Baxter, 2007). Pour cela, le virus de la rage est inoculé par voie intracrânienne chez le 

lapin puis la moelle épinière de ce dernier est prélevée, broyée et séchée durant 5 à 14 jours. 

La virulence du virus est inversement corrélée au temps de séchage. L’émulsion de moelle 

épinière a été ensuite utilisée comme traitement. Durant deux années, ce traitement a été 

largement utilisé sans sévères complications observées. Lorsque la vaccination n’était pas 

efficace, Louis Pasteur a intensifié le traitement en utilisant une émulsion plus virulente 

(diminution du temps de séchage des moelles épinières à une journée). Cela a eu pour 

conséquence des effets néfastes chez les patients. La majorité des cas a développé des effets 

secondaires dits moyens avec des paralysies temporaires au niveau du visage ou des membres. 

Cependant, dans un tiers des cas, les effets secondaires ont été plus importants : des douleurs, 

des paralysies pouvant affecter la respiration et la déglutition entraînant la mort du patient 

dans 30% de ces cas. Il est important de noter que les caractéristiques cliniques et 

histologiques sont différentes de celles observées au cours de la rage : absence d’hydrophobie 

et présence d’infiltrations de cellules lymphoïdes et démyélinisation au niveau du SNC. 	

Plus tard, cette pathologie sera déterminée comme une encéphalomyélite post-

vaccinale. La relation entre les symptômes observés et la SEP n’a été étudiée qu’en 1933 par 

Thomas Rivers, un virologue souffrant des mêmes symptômes depuis de nombreuses années. 

En utilisant des macaques, il a démontré que les paralysies étaient induites par des injections 

fortement répétées d'émulsions (plus de 50 injections) de broyats de cerveaux sains de lapins 

et non dues aux virus. Les symptômes observés chez les macaques ont été une démarche 

vacillante, des faiblesses musculaires associées à des infiltrations périvasculaires ainsi qu’une 

démyélinisation au niveau du SNC. D’autres expériences qui consistaient à injecter des 

émulsions de cerveaux de lapin chez d’autres lapins, ont démontré une corrélation entre le 

titre en anticorps anti-cerveau et la prévalence et/ou la gravité de la maladie. La 

démyélinisation observée semblait être provoquée par une réponse inflammatoire autoimmune 

(dirigée contre un antigène présent dans le SNC). 	

Pour optimiser la réponse immunitaire, Thomas Rivers a démontré que l’utilisation de 

l’adjuvant complet de Freund (CFA) associé à l’émulsion permettait d’induire une 
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encéphalomyélite autoimmune chez plusieurs espèces animales avec seulement une ou deux 

injections d’émulsions (Tableau 2). Ces travaux de recherche ont permis de développer le 

protocole d'immunisation pour induire l'EAE, l'un des premiers modèles expérimentaux.	

	

Tableau 2 : Modèles d’EAE chez différentes espèces : signes cliniques et caractéristiques 

Il existe deux types d’EAE selon le mode d’induction (Bjelobaba et al., 2018) : l’EAE 

active et l’EAE passive.	

L’EAE active est induite par une immunisation sous cutanée (s.c.) d’un antigène ou 

peptide, provenant de la myéline, émulsionné avec du CFA et du Mycobacterium tuberculosis 

inactivé par la chaleur. Le CFA exerce 3 rôles : 	

- il favorise une réponse immunitaire de type Th1 ;	

- il augmente la stabilité de l’émulsion permettant de protéger le peptide contre la 

dégradation et induisant ainsi une plus longue réponse immunitaire ;	
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- il facilite la diffusion du peptide au travers de la BHE sans l'activation non spécifique 

de la microglie et des astrocytes (Rabchevsky et al., 1999).	

L’inconvénient de l’utilisation du CFA est l’apparition potentielle de granulomes au niveau 

du site d’inoculation ou de lésions. Le protocole d'immunisation nécessite deux injections 

supplémentaires de toxine pertussique (TP) le jour de l’immunisation puis deux jours après. 

La TP semble faciliter la migration des lymphocytes T auto-réactifs dans le SNC, la rupture 

de la tolérance des lymphocytes T et celle de la perméabilité de la BHE (Hofstetter et al., 

2002).  

L'EAE active présente deux phases :	

- une phase d'immunisation : la reconnaissance antigénique par lymphocytes T auto-

réactifs spécifiques du peptide induit la prolifération de ces lymphocytes puis de leur 

différenciation ;	

- une phase effectrice : les lymphocytes T migrent dans le SNC à travers la BHE, leur 

réactivation est induite par la microglie et leur réponse immunitaire contre la myéline 

est augmentée.	

L’EAE passive est induite par le transfert de lymphocytes T auto-réactifs, contre la 

myéline réactivés in vitro, à des souris naïves syngéniques. Cette induction permet d’étudier 

le rôle central des lymphocytes T au cours de la phase effectrice de la maladie.	

2) Les	différents	modèles	d'EAE	chez	la	souris	

Le modèle d’EAE chez la souris est le plus couramment utilisé en raison de son faible 

coût, de l’expansion rapide des colonies et de la manipulation génétique facile. Ce modèle 

permet d’étudier : 

- la réponse immunitaire au niveau du SI et l’implication des processus de 

neurodégénérescence ; 

- l’implication d’un gène ou d’une protéine par l’utilisation de modèles transgéniques et 

de KO (invalidation d’un gène).  

Selon la souche, l’âge et le sexe des souris étudiées ainsi que le microbiote et le stress, la 

susceptibilité à un antigène de la myéline donné ainsi que le développement de la maladie 

seront différents. Dans cette section, seuls les modèles les plus connus seront décrits.  
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(a) Les	modèles	inflammatoires	

(i) Le	modèle	récurrent-rémittent	

Les souris SJL sont sensibles à une immunisation s.c. contre différents peptides de la 

myéline comme le PLP, la MOG ou le MBP pour induire l'EAE. En général, après 

immunisation, elles développent une forme d'EAE récurrente-rémittente avec des périodes de 

poussées et de rémissions, similaire à la forme RR humaine (Bjelobaba et al., 2018). 	

(ii) Les	modèles	aigüe	et	chronique	

Le peptide MOG, émulsionné avec du CFA, est très encéphalogène lorsqu'il est injecté 

en s.c. (et avec deux injections de TP aux jours 0 et 2) à des souris C57BL/6 (Bjelobaba et al., 

2018). Selon le protocole et l’environnement, les souris développent : 

- une EAE aigüe monophasique. Les symptômes apparaissent 10 à 15 jours après 

l'immunisation puis augmentation du score clinique jusqu'à atteindre un pic et enfin 

diminution des symptômes jusqu'à une rémission complète après 30-40 jours post-

immunisation. Ce modèle mime une SEP aigüe. 	

- une EAE chronique plus sévère. L’apparition de la maladie est similaire à celle de 

l'EAE aigüe mais, après le pic, le score clinique atteint un plateau. Les souris restent 

malades sans phase de rémission pendant au moins 20 jours. Ce modèle chronique 

mime la phase progressive de la SEP.	

(iii) Le	modèle	utilisant	le	virus	encéphalomyélite	murin	de	Theiler	

Le modèle utilisant le virus encéphalomyélite murin de Theiler ou Theiler's murine 

encephalomyelitis virus (TMEV) permet d’étudier l'implication des virus dans la susceptibilité 

au développement de la SEP chez l'Homme (Oleszak et al., 2004). Le TMEV est un virus à 

ARN simple brin appartenant à la famille des picornaviridae. Ces virus sont capables de se 

loger dans le SNC induisant des paralysies (caractéristiques de l'EAE) chez l'animal infecté. 

L'EAE est induite par l'inoculation intracrânienne chez des souris SJL, d'une des souches 

TMEV selon la forme d'EAE souhaitée. En effet, il existe deux sous-groupes caractérisés 

selon leur virulence et leur capacité antigénique.	

Le premier sous-groupe est composé des souches GDVII et FA qui sont des variants 

extrêmement neurovirulents. Ils induisent une forme aigüe, lorsque les animaux survivent à 

l'infection, le virus ne persiste pas. 	
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Le second sous-groupe est composé des souches BeAn et DA. Dans les deux cas, la 

maladie est composée d’une phase aigüe et d’une phase chronique (Zoecklein et al., 2003).	

- la souche DA induit une maladie avec une phase aigüe précoce avec une forte atteinte 

au niveau de la matière grise et une phase chronique de démyélinisation tardive. Les 

signes cliniques apparaissent approximativement 140 à 180 jours après l'infection.	

- la souche BeAn, quant à elle, présente une phase aigüe plus atténuée que celle 

observée avec la souche DA puis une phase chronique de démyélinisation tardive. 

L'apparition de la maladie se fait environ 30 à 50 jours après l'infection.	

A partir des deux souches, la phase aigüe précoce est similaire à une 

polioencéphalomyélite. Elle est associée à la réplication du virus dans le SNC et à la 

destruction des neurones. De plus, l'infection induit une infiltration de cellules immunitaires 

dans le SNC. 	

La phase chronique tardive est associée à des lésions démyélinisées et des cellules 

immunitaires dans la moelle épinière. La phase chronique induit une atrophie progressive de 

la moelle épinière ainsi qu’une perte axonale. En revanche, les souris C57BL/6 développent 

une maladie précoce et aigüe (3 semaines après l'infection) et ne présentent pas de phase 

chronique tardive à cause d’une forte réponse immunitaire. Cette dernière permet une 

élimination complète du virus (Zoecklein et al., 2003).	

(b) Le	modèle	neurodégénératif	de	la	cuprizone	

A l’opposé des modèles inflammatoires, les modèles toxiques permettent d’étudier la 

démyélinisation et la remyélinisation en absence d'inflammation tels que celui induit par la 

cuprizone (ou oxalic acid bis [cyclohexylidene hydrazide] ou CPZ). Il s’agit d’un chélateur du 

cuivre qui provoque la mort spécifique des oligodendrocytes matures de façon très 

reproductible. La CPZ est ajoutée au régime alimentaire de l'animal (nourriture ou eau de 

boisson). Son action sur les oligodendrocytes n'est pas clairement définie. La CPZ induit un 

fort stress oxydatif qui semblerait être dû à un dysfonctionnement mitochondrial conduisant à 

un stress métabolique des oligodendrocytes. La démyélinisation est observable après 3 

semaines de CPZ avec une forte activation de la microglie et des astrocytes ainsi que la 

présence d'axones endommagés. Les zones les plus touchées par la démyélinisation après 6 

semaines (correspondant à une démyélinisation aigüe) sont le corps calleux et les pédoncules 

cérébelleux postérieurs. La démyélinisation aigüe est suivie par une remyélinisation spontanée 

après l'arrêt de l'administration de la CPZ. Les précurseurs des oligodendrocytes peuvent alors 
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se différencier en l'absence de CPZ et permettre la remyélinisation. Ce modèle ne fait pas 

intervenir le SI adaptatif (Hiremath et al., 2008). En effet, les souris Rag-1-/- (déficientes en 

lymphocytes T et B) présentent le même phénotype que des souris sauvages en présence de 

CPZ. De la même façon que pour l'EAE, l'intoxication par la CPZ induit différents degrés de 

démyélinisation en fonction de la souche, l'âge et le sexe des souris étudiées. L'utilisation de 

souris Swiss, BALB/c et SJL permet d'obtenir une démyélinisation mais elle est retardée ou 

incomplète. La souche C57BL/6 est la plus utilisée du fait de la reproductibilité des phases de 

démyélinisation et de remyélinisation. Aucune différence entre les mâles et les femelles de 

cette souche n'est observée à la suite d'un régime avec de la CPZ. De plus, l'âge des souris ne 

semble pas impacter la phase de démyélinisation néanmoins un âge avancé des souris 

provoque une diminution de la remyélinisation spontanée. 

Chapitre	3. Le	 Vasoactive	 intestinal	 peptide	 (VIP)	 et	 le	 Pituitary	 adenylate	

cyclase-activated	polypeptide	(PACAP)	

Said et al. ont découvert et isolé un peptide pouvant induire une vasodilatation 

périphérique, graduelle et prolongée à partir d'un tissu de poumon sain (Said and Mutt, 1969) 

et d'intestin (Said and Mutt, 1970), appelé VIP à cause de son rôle hormonal dans l’intestin. 

VIP est aussi un neuropeptide puisqu’il est présent dans les systèmes nerveux central et 

périphérique (Said and Rosenberg, 1976). Il est composé de 28 acides aminés. VIP et PACAP 

proviennent de gènes précurseurs, respectivement pré-pro VIP et pré-pro PACAP (Figure 8).	

La première purification de PACAP date de 1989 par Miyata et al. à partir d’un extrait 

d’hypothalamus de mouton. Il se présente sous deux formes : un peptide de 38 acides aminés 

et un peptide de 27 acides aminés (Miyata et al., 1989). 	

VIP et PACAP appartiennent à la superfamille des hormones peptidiques 

structurellement liées, composée de 9 membres : PACAP, sécrétine, peptide histidine 

méthionine (ou peptide histidine methionine), VIP, glucagon, peptides proche du glucagon 1 

et 2 (ou glucagon-like peptide-1 et -2), facteur libérant l’hormone de croissance (ou GH-

releasing factor/GRF) et polypeptide insulinotrope dépendant du glucose (ou glucose-

dependent insulinotropic polypeptide) (Sherwood et al., 2000). Les membres de cette 

superfamille possèdent des caractéristiques communes :	

- leur structure : une taille de 27 à 44 acides aminés avec une configuration en hélice α 

du résidu 6 jusqu'à l'extrémité C-terminale du peptide et une partie N-terminale labile 

sans structure définie ;	
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- leur distribution : essentiellement dans le cerveau et les intestins ;	

- leur fonction : activation des mêmes voies de signalisation comme celle de l'adénylate 

cyclase (AC) ;	

- leurs récepteurs : récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés à des 

protéines G (RCPG).	

VIP et PACAP-27 partagent une forte identité sur le plan de leur séquence peptidique (68%) 

indiquant une forte conservation au cours de l’évolution (Miyata et al., 1990).  

	

Figure 8 : L’origine et la séquence en acides nucléiques de VIP et PACAP 

VIP et PACAP proviennent respectivement des gènes pré-pro VIP et PACAP. Les séquences en acides 
nucléiques de VIP et PACAP sont représentées avec en orange les acides nucléiques identiques et en 
noir ceux qui différent entre les trois formes des neuropeptides. 
PS : peptide signal 
 

A. Les	récepteurs	

VIP et PACAP sont les ligands de 3 RCPGs : PAC1, VPAC1 et VPAC2. Le récepteur 

VPAC1 a été le premier des trois à être cloné à partir de poumons de rat (Couvineau et al., 

1994; Ishihara et al., 1992). Puis VPAC2 et PAC1 ont été clonés à partir respectivement de 

bulbes olfactifs de rat (Lutz et al., 1993) et d’une lignée cellulaire de carcinome acinaire 

pancréatique de rat (Pisegna and Wank, 1993). PACAP se lie aux 3 récepteurs alors que VIP 

se fixe seulement sur VPAC1 et VPAC2. Les récepteurs VPAC tiennent leur nom de la 

contraction des noms de leurs ligands (Laburthe et al., 2002). Ces récepteurs appartiennent à 
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la famille des RCPGs de classe II. Elle comprend les récepteurs de la sécrétine, des peptides 

proches du glucagon 1 et 2 (ou glucagon-like peptides 1 and 2), de l’hormone libérant 

l’hormone de croissance (ou growth hormone-releasing hormone), de l’hormone 

parathyroïde, du peptide lié au gène de la calcitonine (ou calcitonin gene-related peptide) et 

du facteur libérant de la corticotropine (ou corticotropin-releasing factor) (Laburthe et al., 

1996). 	

B. Les	voies	de	signalisation	

L'étude des voies de signalisation à la suite de l'activation d'un récepteur est très compliquée à 

mettre en place et se fait toujours à partir de l'utilisation d'une lignée cellulaire spécifique 

(généralement les cellules CHO : lignée cellulaire issue d'ovaire de hamster de Chine) 

(Kukkonen and Leonard, 2014; Tsujino and Sakurai, 2009). 

Les récepteurs RCPG peuvent être associés à différentes protéines G et en fonction de 

la protéine G activée ainsi que du type cellulaire étudié, différentes voies de signalisation sont 

stimulées. Pour cette section, les différentes voies de signalisation pouvant être induites à la 

suite de la fixation de VIP et de PACAP seront résumées avec quelques exemples 

expérimentaux in vitro (Figure 9).	

Les récepteurs VPAC sont préférentiellement couplés aux protéines GαS qui induisent 

la stimulation de l'AC. Cette dernière induit la production d'AMPc intracellulaire activant la 

protéine kinase A (PKA) (Gonzalez-Rey et al., 2007) et la voie de signalisation extracellular 

signal-regulated kinases (ERK) dans des cellules pituitaires (Le Péchon-Vallée et al., 2000) 

ou dans des cellules endocrines de la prostate (Gutiérrez-Cañas et al., 2005). La protéine GαS, 

associée au récepteur VPAC2, induit aussi l'activation de la phosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3K) via la voie de l'AC au sein des cellules β pancréatiques (Straub and Sharp, 1996).	

Le récepteur VPAC1 est aussi couplé à la protéine Gαi qui active la phospholipase C 

(PLC) de façon indépendante à la TP. La PLC permet la production de l'inositol triphosphate 

(IP3) et du diacylglycéride (DAG) agissant sur la protéine kinase C (PKC) qui favorise 

l'ouverture de canaux calciques membranaires (Langer, 2012; MacKENZIE et al., 2006). Par 

cette protéine Gαi et la protéine Gαq (Langer and Robberecht, 2005; Langer et al., 2005; 

MacKenzie et al., 1996), VIP et PACAP induisent une augmentation de la concentration en 

calcium intracellulaire dans différents types cellulaires in vitro comme par exemple les 

cellules issues de ganglions cervicaux supérieurs de rat (Audigier et al., 1986) ou encore les 

cellules pituitaires (Canny et al., 1992).	
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De plus, la protéine Gαq associée au récepteur PAC1 induit la production de la 

phospholipase D (PLD) par l'intermédiaire de la PLC aboutissant à l'activation de la cascade 

phosphatidylinositol (PI). Un relargage du calcium issu du réticulum endoplasmique est 

également observé, résultant en une augmentation de la concentration calcique intracellulaire 

(McCulloch et al., 2000). 	

D’autre part, la protéine Gβγ est associée au récepteur VPAC2 et permet d'activer la 

voie de la PLC de façon dépendante à la TP induisant l'ouverture des canaux calciques 

membranaires (MacKENZIE et al., 2006). Enfin, la petite protéine G ADP-ribosylation factor 

(ARF) est liée aux récepteurs VPAC et PAC1 murins et induit l'activation de la PLD de façon 

indépendante de la PLC (McCulloch et al., 2000). 

	

Figure 9 : Les récepteurs et voies de signalisation de VIP et PACAP 

VIP et PACAP possède trois récepteurs : PACAP peut se fixer sur les trois récepteurs alors que VIP ne 
peut se fixer que sur VPAC1 et VPAC2. La fixation d’un des ligands à leur récepteurs induit 
l’activation de différentes voies de signalisation selon les protéines G impliquées telles que la voie de 
l’AC, de la PLC ou encore PLD. Cela aboutit à des effets pléiotropiques : vasodilatation, relaxation 
musculaire, neuroprotection ou encore contrôle de l’inflammation.  
AC : adénylate cyclase ; AMPc : Adénosine monophosphate cyclique ; ARF : ADP-ribosylation 
factor; ATP : adénosine triphosphate ; Ca2+ : calcium 2+ ; DAG : diacylglycérol ; ERK : extracellular 
signal-regulated kinase ; IP3 : inositol triphosphate ; PI : phosphatidylinositol ; PI3K : phospho-
inostiol 3 kinase ; PIP2 : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; PKA : protéine kinase A ; PKC : 
protéine kinase C ; PLC : phospholipase C ; PLD : phospholipase D ; VPAC-R : récepteurs VPAC1 et 
VPAC2. 
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C. La	distribution	tissulaire	

1) Au	niveau	du	système	nerveux	central	

De nombreuses études sur la localisation des ARNm de ces récepteurs ont été réalisées 

à partir de SNC de rat (Tableau 3). Ces récepteurs sont présents au niveau du cortex cérébral, 

du bulbe olfactif, du thalamus ou encore de l'hypothalamus. Les taux en ARNm de PAC1 sont 

plus importants dans le SNC que ceux des récepteurs VPAC.	

Les transcrits de PAC1 ont été observés dans le bulbe olfactif, le gyrus danté de 

l’hippocampe, le noyau supra-optique de l’hypothalamus, le cortex cérébelleux, l’area 

postrema, dans différentes régions du thalamus, les noyaux gris centraux, les noyaux de 

Raphé et le colliculus supérieur (Hashimoto et al., 1996; Shioda et al., 1997). Les transcrits de 

PAC1 sont également présents dans les neurones (principalement dans les corps cellulaires et 

les dendrites) et les cellules gliales (Shioda et al., 1997; Tatsuno et al., 1991a).	

Les ARNm de VPAC1 sont principalement présents dans le cortex cérébelleux et 

l’hippocampe (Sheward et al., 1995; Usdin et al., 1994).	

Au contraire, les ARNm de VPAC2 sont retrouvés dans le thalamus, le noyau supra-

optique, le noyau central des amygdales et du noyau pontique (Ishihara et al., 1992; Usdin et 

al., 1994).	

2) Au	niveau	du	système	immunitaire	

Les trois récepteurs sont localisés au niveau du thymus et de la rate. Delgado et al. 

(Delgado et al., 2004b) ont regroupé différentes études sur la localisation des transcrits au 

niveau des cellules immunitaires pour les récepteurs VPAC (Figure 10). VPAC1 est exprimé 

constitutivement au niveau des lymphocytes, des cellules dendritiques et des macrophages. 

VPAC2 est exprimé par les lymphocytes activés, les cellules dendritiques activées (Delneste 

et al., 1999) et les macrophages activés. Dans le péritoine, les transcrits de PAC1 sont 

exprimés au niveau des macrophages mais pas au niveau des lymphocytes (Delgado et al., 

1996; Pozo et al., 1997). 
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Figure 10 : Profils d’expression des récepteurs de VIP et PACAP sur les cellules immunitaires 

3) Autres	localisations	

Les données des taux de transcrits en dehors du SNC chez l’Homme mais aussi chez 

les rongeurs ont été compilées par Vaudry et al. (Vaudry et al., 2000) (Tableau 3).	

Dans le système cardiovasculaire, les trois transcrits sont retrouvés au niveau du cœur (Usdin 

et al., 1994; Ushiyama et al., 2006). Par contre, seuls les ARNm de VPAC2 sont présents 

dans des tissus aortiques dé-endothélisés et des cellules musculaires lisses vasculaires (Miyata 

et al., 1998).	

Au niveau du système respiratoire, les trois transcrits sont présents avec une prédominance 

pour le transcrit de VPAC1.	

Au niveau du tractus gastro-intestinal, les transcrits de VPAC1 et VPAC2 sont détectés au 

niveau de l’intestin et du colon de rat. Les ARNm de VPAC2 sont retrouvés dans l’estomac et 

le duodénum (Ishihara et al., 1992; Usdin et al., 1994). Les transcrits de PAC1 sont retrouvés 

dans l'estomac (Zeng et al., 1999).	

Au niveau du système urinaire, les transcrits de VPAC1 et VPAC2 sont détectés dans les 

reins.	

Les transcrits des trois récepteurs sont largement exprimés au niveau du système endocrinien 

tels que l'hypophyse, les glandes surrénales, le pancréas et le foie (Hashimoto et al., 1993, 

1996; Shioda et al., 1997; Usdin et al., 1994).	
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Au niveau des appareils reproducteurs, les transcrits de VPAC2 sont présents à la fois dans les 

testicules et les ovaires. Par contre, seuls les transcrits de PAC1 sont retrouvés dans les 

ovaires et ceux de VPAC1 dans les testicules. 

	

Tableau 3 : La distribution des récepteurs VPAC1, VPAC2 et PAC1 

- Non exprimé ; -+ faiblement exprimé ; + exprimé ; ++ fortement exprimé ; +++ très fortement 
exprimé ; ND : non déterminé 

D. Les	fonctions	physiologiques	

Les deux neuropeptides présentent des fonctions physiologiques pléïotropiques. Les 

principales fonctions de VIP et de PACAP sont décrits ci-dessous.  

VIP et PACAP jouent un rôle dans la vasodilatation. Au niveau du système 

respiratoire, ils permettent la relaxation des muscles lisses de la trachée, la bronchodilatation 

et augmentent la résistance nasale des voies respiratoires. Au sein du tractus gastro-intestinal, 
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ils agissent sur la sécrétion salivaire et gastrique, la relaxation des muscles lisses gastriques ou 

encore le péristaltisme. Ils permettent aussi des sécrétions exocrines et hormonales et régulent 

la croissance cellulaire chez le fœtus. Au niveau du SNC, VIP et PACAP jouent un rôle dans 

l'apprentissage, le rythme circadien, le développement cérébral embryonnaire, la réponse à la 

douleur ou encore dans la neuroprotection. Ils contrôlent l'immunité et suppriment aussi 

l'inflammation (Delgado et al., 2004b; Vaudry et al., 2000). Les deux prochaines parties vont 

se concentrer sur la modulation de la réponse immunitaire (Figure 11) et l'activité 

neuroprotectrice (Tableau 4) de VIP et PACAP via leurs récepteurs dans le contexte de la SEP 

et de l’EAE.	

1) L’activité	neuroprotectrice	

(a) Le	développement	des	cellules	du	SNC	

PACAP favorise la sortie des précurseurs du cycle cellulaire (Lu and DiCicco-Bloom, 

1997). Il diminue la proportion des cellules en mitose dans une culture de précurseurs 

corticaux embryonnaires de rat au stade E13.5 permettant ainsi la différenciation neuronale 

par l'intermédiaire du récepteur PAC1 (Lu et al., 1998). Il permet aussi le développement des 

neurites dans des cultures de neuroblastes cérébelleux de rat (Gonzalez et al., 1997) et de 

cellules PC12 (lignée cellulaire issue d'un phéochromocytome permettant d'étudier la 

différenciation neuronale) (Deutsch and Sun, 1992) par l'activation de STAT3 (Ishido, 2010). 

De plus, PACAP favorise la prolifération cellulaire dans des cultures d'astrocytes de rat 

(Moroo et al., 1998). D'ailleurs, Zupan et al. ont démontré que l'astrocytogénèse néocorticale 

est induite par le récepteur VPAC2 (Zupan et al., 1998). Enfin, Lee et al. ont démontré que 

PACAP agit sur le développement des oligodendrocytes en stimulant leur prolifération 

retardant leur maturation et/ou la myélinogénèse (Lee et al., 2001).	

(b) La	survie	des	cellules	neuronales	

En plus de leurs effets sur le développement des cellules gliales, VIP et PACAP 

protègent les neurones de la mort cellulaire en condition physiologique mais aussi 

pathologique.	

 L’ajout de β-amyloïde(1-42) (Onoue et al., 2002) dans une culture de PC12 permet de 

mimer in vitro la maladie d’Alzheimer alors que l’ajout de la roténone (un inhibiteur du 

complexe mitochondrial I) (Wang et al., 2005), ou encore d’6-OHDA (neurotoxine utilisée 

pour induire la mort spécifiquement les neurones dopaminergiques et noradrénergiques) 
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(Offen et al., 2000) dans une culture de cellules PC12, de cellules granulaires cérébelleuses ou 

de cellules de neuroblastome permettent de mimer in vitro la maladie de Parkinson. La forte 

toxicité des agents induit la mort cellulaire. VIP et PACAP diminuent cette toxicité favorisant 

la survie cellulaire.  

En condition physiologique, PACAP protège les cellules granulaires du cortex en 

culture contre la mort cellulaire programmée (Gonzalez et al., 1997). En condition 

pathologique, Vaudry et al. ont démontré le rôle neuroprotecteur de VIP et de PACAP dans 

une culture de neurones granulaires cérébelleux de rat contre le stress oxydatif (Vaudry et al., 

2002a) et l'alcool (Vaudry et al., 2002b). 	

De plus, la privation d'oxygène et de glucose (modèle in vitro de stress cellulaire 

ischémique) diminue la viabilité cellulaire dans une culture d’astrocytes ou de neurones 

(Jóźwiak-Bębenista et al., 2015). PACAP (et à moindre effet, VIP) diminue la mort cellulaire 

induite par cette privation d’oxygène et de glucose via la voie de l’AMPc. 	

Les mécanismes impliqués dans une lésion nerveuse peuvent être étudiés in vitro par 

le grattement d’une monocouche cellulaire d’astrocytes. Nakamachi et al. ont montré que 

PACAP, via PAC1, augmente la prolifération des astrocytes à la suite d'une lésion nerveuse 

(Nakamachi et al., 2011). De plus, Brenneman et al. ont induit une perte de cellules 

neuronales issues de la moelle épinière par un traitement à la tétrodotoxine (toxine bloquant 

les canaux sodium voltage-dépendant empêchant le passage de l'influx nerveux). La perte des 

cellules neuronales est diminuée par l'ajout de VIP (Brenneman and Eiden, 1986).	

VIP et PACAP sont impliqués dans la production de molécules ayant un rôle 

neuroprotecteur telles que l'ADNP et l'ADNF par les cellules gliales et les astrocytes (Bassan 

et al., 1999; Brenneman and Gozes, 1996; Brenneman et al., 1997). In vitro, l'ajout d'un 

agoniste de VIP dans une culture de PC12 en présence d'iodoacétate (inhibant la glycolyse et 

induisant la mort cellulaire) permet d'augmenter l'expression en ARNm de l'ADNP corrélant 

avec l'augmentation de la survie cellulaire.	

 

En plus des effets in vitro de VIP et PACAP sur la survie cellulaire, de nombreuses 

études in vivo ont démontré l’efficacité de ces deux neuropeptides. 	

L’accident vasculaire cérébrale (AVC) ischémique est étudié grâce au modèle murin 

d’occlusion de l'artère cérébrale moyenne (appelé MCAO pour middle cerebral artery 

occlusion). Ce modèle consiste à insérer un filament chirurgical dans l'artère carotide externe 

et à l'insérer dans l'artère carotide interne. La technique peut être utilisée pour modéliser 
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l'occlusion permanente ou transitoire. Si la suture est enlevée après 30 min, la reperfusion est 

réalisée permettant d’obtenir une MCAO transitoire ; si le filament est laissé en place (24 h), 

la procédure est donc un modèle de MCAO permanent. Shioda et al. ont démontré que 

PACAP diminue la mort neuronale en condition ischémique via le récepteur PAC1 (Ohtaki et 

al., 2006). Une leucomalacie périventriculaire (lésion ischémique) chez les prématurés peut 

être mimée in vivo par l'administration de l'iboténate (excitotoxine) chez des souriceaux 

induisant des lésions de la substance blanche. VIP et ses analogues protègent la substance 

blanche contre les lésions excitotoxiques et induisent une neuroprotection de la substance 

blanche en formation (Gressens et al., 1999) via le récepteur VPAC2 (Rangon et al., 2005).	

De plus, le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) est une neurotoxine 

permettant de mimer la maladie de Parkinson in vitro et in vivo en induisant la mort neuronale 

dans la subtantia nigra du cerveau (au niveau du mésencéphale et du diencéphale sus-jacent). 

VIP permet de diminuer cette mort neuronale via le récepteur VPAC2 (Delgado and Ganea, 

2003a; Olson et al., 2015). D'ailleurs, les souriceaux déficients pour VIP ont des 

caractéristiques proches de l'autisme (Wu et al., 1997) qui peuvent être expliquées par la 

diminution de l'expression de l'ADNP chez ces souris (Giladi et al., 2007). 	

Enfin, la régénération axonale est étudiée in vivo par l’écrasement du nerf facial. Les 

souris déficientes pour le gène PACAP présentent un retard dans la régénération axonale 

après une lésion par écrasement avec une diminution du nombre d’axones en régénération 

(Armstrong et al., 2008).	

(c) Les	effets	sur	la	réponse	inflammatoire	

Les effets de VIP et de PACAP sur le développement des cellules gliales et la survie 

neuronale s'accompagnent d'une modulation de la réponse inflammatoire.	

L'ajout de PACAP dans une culture primaire d'astrocytes de rat en présence d'IL-1β 

induit leur prolifération et une augmentation de la production d'IL-6, facteur neurotrophique 

et témoin de leur activation (Tatsuno et al., 1996). L'ajout de PACAP ou de VIP dans des 

cultures de lignées cellulaires microgliales activées par l'IL-10 induit une diminution de 

l'expression d'IP-10, d'iNOS, de CD40 et de B7.2 (Delgado, 2003; Kim et al., 2002). De plus, 

VIP et PACAP diminuent la capacité chimiotactique de la microglie activée par le 

lipopolysaccharide (LPS) via une diminution de la production des chimiokines : 

CCL3/macrophage inflammatory protein (MIP)-1α, CCL4/MIP-1β, CCL5/Regulated on 
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Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted (RANTES), CCL2/MCP-1, CXCL1/KC et 

CXCL2/MIP-2. Ils inhibent aussi la réponse inflammatoire avec une diminution de la 

production en TNF-α, IL-1β et iNOS et favorisent la production de cytokines anti-

inflammatoires (TGF-β, IL-1ra, IL-10) par les cellules microgliales (Delgado, 2002, 2003; 

Delgado and Ganea, 2003b; Delgado et al., 2003) via VPAC1 et PAC1 en stimulant la voie de 

signalisation de l'AMPc (Kim et al., 2000) (Figure 9).	

 

VIP et PACAP induisent in vivo la production d'IL-6 après un dommage neuronal 

ischémique chez le rat (Ohtaki et al., 2006) ou un choc traumatique par l'administration de 

LPS dans le 3ème ventricule du cerveau de souris adulte (Delgado and Ganea, 2003b). De 

plus, Amstrong et al. ont étudié l'impact de PACAP sur des lésions induites par écrasement 

chez des souris KO PACAP. Cette absence induit une augmentation des cytokines pro-

inflammatoires ainsi qu'un retard dans la régénération axonale (Armstrong et al., 2008). 

Enfin, le MPTP induit une neurodégénérescence inhibée par VIP in vivo. Les auteurs ont 

observé une diminution de la réponse microgliale et une production de cytokines pro-

inflammatoires (comme l'IL-17α, l'IL-6 et l'IFN-γ) via VPAC2 (Olson et al., 2015). 

	

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des effets de VIP et PACAP dans le SNC 

2) Les	effets	immunomodulateurs	

Cette section décrit les effets immunodulateurs de VIP et PACAP sur le versant de l’immunité 

innée avec un focus sur les macrophages et sur le versant de l’immunité adaptative concentré 

sur les balances Th1/Th2 et Th17/Treg (Figure 11). 

(a) Les	macrophages,	les	neutrophiles	et	les	cellules	dendritiques	

Comme mentionné précédemment, les CPA expriment des molécules de co-

stimulation telles que les molécules B7.1 et B7.2 (respectivement nommées CD80 et CD86) 

pour activer les lymphocytes T. Dans une culture de macrophages péritonéaux au repos, VIP 
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et PACAP augmentent in vitro le taux en ARNm et l'expression protéique de la molécule B7.2 

(mais pas de B7.1) et stimulent, de façon surprenante, la production d'IL-6, cytokine pro-

inflammatoire dans ce contexte, via l'implication des voies de signalisation de PKC et de PKA 

(Delgado et al., 1999b; Martinez et al., 1998). 

Dans des cultures de macrophages stimulés par du LPS, VIP et PACAP agissent selon 

deux voies de signalisation de façon dépendante et indépendante de l’AMPc. L'activation de 

la voie de signalisation de l'AMPc par VIP et PACAP dans une culture de macrophages 

péritonéaux et de la lignée cellulaire de macrophages Raw 264.7 (Leceta et al., 2000). Cela 

diminue la fixation du facteur de régulation de l’IFN-γ (IFN-γ regulating factor ou (IRF-1) 

sur l'ADN et l'expression d'iNOS et augmente celle de la protéine se fixant à CRE (cAMP 

response element-binding protein ou CREB) et la production d’IL-10. VIP et PACAP activent 

également une voie indépendante de l'AMPc diminuant la dégradation d'IκBα ainsi que la 

translocation nucléaire de NFκB. Cette diminution permet de réduire l'expression d'iNOS, la 

production de TNF-α (par l’intervention des complexes de fixation à CRE) et la production 

d'IL-12 (par l’intervention des complexes Ets-2) (Leceta et al., 2000). De plus, VIP et PACAP 

inhibent la sécrétion de l’IL-6, de l'IL-12 et du TNF-α ainsi que la production de NO de façon 

dose- et temps-dépendante. Ils stimulent également la sécrétion des cytokines anti-

inflammatoires comme l’IL-10 (Delgado et al., 1999c, 1999d, 1999e; Soares et al., 1998).  

De plus, in vitro, les macrophages humains présentent soit un phénotype pro-

inflammatoire (IL-6, TNF-α, IL-12p40, INHBA, CCR2, EGLN3 et MMP-12), soit un 

phénotype anti-inflammatoire (OLR2 et IL-10) après stimulation avec respectivement du GM-

CSF ou du M-CSF. VIP augmente l'expression génique d'OLR2 et d'IL-10 par les 

macrophages pro-inflammatoires polarisés par du GM-CSF. Cette étude démontre donc que 

VIP peut diminuer l'acquisition du phénotype pro-inflammatoire des macrophages dans un 

contexte inflammatoire (Carrión et al., 2016). 

Dans des cocultures de macrophages et de lymphocytes T stimulés avec des anticorps 

anti-CD3, VIP et PACAP induisent la prolifération de lymphocytes T en présence de 

macrophages péritonéaux au repos. En présence de LPS, VIP et PACAP diminuent 

l'expression de B7.1 et B7.2 à la surface des macrophages péritonéaux ainsi que la 

prolifération des lymphocytes T après stimulation avec des anticorps anti-CD3. L’activation 

de la voie de l'AC par la production de l'AMPc par le VPAC1 induit ces modifications. Les 

auteurs ont d’ailleurs émis l’hypothèse que VIP pourrait contribuer à la tolérance périphérique 

par l’anergie des lymphocytes T (Delgado et al., 1999a; Ganea and Delgado, 2002). Après 
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stimulation par l’endotoxine (ou LPS), VIP inhibe l’expression de CXCL1/KC, de 

CXCL2/MIP-2, de CCL2/MCP-1, de CCL3/MIP-1α, de CCL4/MIP-1β et de CCL5/RANTES 

par des macrophages affectant le recrutement des polynucléaires, les macrophages et les 

lymphocytes (Delgado and Ganea, 2001; Pozo et al., 2002).	

De plus, VIP et PACAP inhibent la capacité de chimiotactisme des neutrophiles. En 

effet, VIP et PACAP (en se fixant sur PAC1) diminuent l’expression de molécules d’adhésion 

telles que l’intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), la VCAM-1 et le fibrinogène sur ces 

neutrophiles (Kinhult et al., 2001, 2002; Martínez et al., 2005).  

Les chimiokines MIP-3β et 6Ckine (ligands de CCR7) induisent la capacité migratoire 

des cellules dendritiques matures in vitro. VIP inhibe cette capacité migratoire de façon 

dépendante de CCR7. Néanmoins, il peut agir comme un chimioattractant pour les cellules 

dendritiques immatures, n’exprimant pas ce récepteur (Dunzendorfer et al., 2001). 

(b) La	balance	Th1/Th2	

VIP et PACAP peuvent également moduler l’activité des lymphocytes T CD4+. VIP 

inhibe la production d’IL-2 (nécessaire à la prolifération des Th1) et de l’IL-4 via l'activation 

de la voie de l’AMPc par les lymphocytes T CD4+ stimulés par des mitogènes (comme la 

concanavaline A) ou activés par le TCR (anticorps anti-CD3 avec ou sans Phorbol Myristate 

Acetate) (Ganea and Sun, 1993; Sun and Ganea, 1993; Tang et al., 1996; Wang et al., 2000; 

Ottaway, 1987; Tatsuno et al., 1991b). Selon l’état de différenciation des lymphocytes in 

vitro, VIP augmente (Jabrane-Ferrat et al., 1999), ne modifie pas (Sun and Ganea, 1993; Tang 

et al., 1995) ou diminue (Muscettola and Grasso, 1990; Taylor et al., 1994) la production 

d’IFN-γ. De plus, VIP favorise in vitro la différenciation en lymphocytes Th2 (augmentation 

de la production d’IL-4), en défaveur du phénotype Th1. Cependant, VIP n'a pas d’effet sur la 

production en IL-4 lorsque les lymphocytes sont déjà différenciés (Delgado et al., 1999f, 

2002; Ganea et al., 2003; Voice et al., 2001; Wang et al., 1996). Les macrophages et les 

lymphocytes T stimulés favorisent cette différenciation par l’intermédiaire de l'expression de 

la molécule B7.2 (Delgado et al., 1999f) et par l'augmentation de l'expression en facteur de 

transcription spécifiques des Th2 : JunB (nécessaire à la différenciation en Th2) et c-Maf 

(essentiel pour l'expression de l'IL-4) (Voice et al., 2004). De plus, lorsque des macrophages 

sont pré-traités avec PACAP, ils polarisent la différenciation des lymphocytes T vers un 

phénotype Th2 avec une production augmentée d’IL-4 et d’IL-5 (Delgado et al., 1999f).  
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VIP et PACAP ont donc des effets paracrines sur les cellules environnantes, mais ils 

ont aussi des effets autocrines. Comme expliqué ci-dessus, de façon paracrine, VIP et PACAP 

favorise la différenciation en lymphocytes Th2. Ces derniers vont produire de l’IL-4 et du VIP 

(Vassiliou et al., 2001). La production de VIP favorise la différenciation des Th2 et leur 

survie, de façon autocrine (Delgado et al., 2002; Voice et al., 2001). Pour réguler cette 

augmentation, la production d’IL-4 observée inhibe la production de VIP par les macrophages 

et diminue l’expression de VPAC2 à la surface des lymphocytes Th2 (sans effet sur son 

expression sur les lymphocytes Th1) (Metwali et al., 2000, 2002). Par un rétro-contrôle 

négatif, l’IL-4 aurait donc un rôle de régulateur dans la réponse immunitaire dirigée par VIP 

et les lymphocytes Th2 (Delgado et al., 2002; Ganea et al., 2003; Voice et al., 2001; Wang et 

al., 1996).  

De plus, les éosinophiles, les basophiles et les mastocytes vont faciliter la 

différenciation des lymphocytes en Th2 en présence de VIP ayant ainsi un rôle protecteur 

dans le cas d’infections par des helminthes in vivo. Néanmoins, cela peut conduire à des 

maladies allergiques chroniques via la production de cytokines telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-9 

et l’IL-13 (Sher and Coffman, 1992; Verma et al., 2018).	

Goetzl et al. ont démontré également que la surexpression du récepteur VPAC2 induit 

une différenciation préférentielle des lymphocytes naïfs en lymphocytes Th2 in vivo (Goetzl 

et al., 2001). D’ailleurs, l'absence du récepteur VPAC2 induit une prédominance de la 

réponse Th1, indiquant l'implication de ce récepteur dans la différenciation des lymphocytes 

naïfs en faveur des Th2 (Voice et al., 2003).	

Au niveau des cellules immunitaires, le contrôle du trafic lymphocytaire est dépendant 

de l’expression de chimiokines, de celle de leurs récepteurs mais aussi de la régulation de 

cette expression en fonction de l’environnement. Le CXCL10/IP-10 et le CCL22/MDC sont 

produits par les cellules dendritiques issues de la moelle épinière (Delgado et al., 2004c). Le 

CXCL10/IP-10 peut se fixer seulement à son récepteur CXCR3 qui est exprimé à la surface 

des Th1 alors que le MDC peut se fixer au CCR4 et au CCR8 exprimés par les Th2. La 

fixation de l’un ou l’autre sur leurs récepteurs respectifs induit alors la migration des Th1 ou 

des Th2 préférentiellement. VIP et PACAP diminuent in vitro et in vivo la production de IP-

10 et augmentent celle de MDC, favorisant la migration des Th2 (Jiang et al., 2002).  

Ottaway a démontré que VIP induit de façon dose et temps dépendante une diminution 

de l’expression des récepteurs VPAC à la surface des lymphocytes T mésentériques. Des 

lymphocytes T, issus des ganglions mésentériques de souris naïves et incubés avec du VIP 
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radioactifs puis injectés à une souris naïve, sont incapables d'entrer dans les ganglions 

mésentériques et dans les plaques de Peyer de la souris receveuse. L’expression des 

récepteurs VPAC sur les lymphocytes T est donc essentielle à leur entrée dans ces tissus. 

Cependant, elle ne semble pas nécessaire pour leur entrée dans la circulation sanguine, la rate 

ou d’autres organes (Ottaway, 1984).  

Plus tard, l’implication du récepteur VPAC2 dans cette capacité de migration a été 

confirmé grâce à différentes lignées de lymphocytes T issus de lymphomes (Xia et al., 1996). 

La lignée cellulaire exprimant VPAC2 voit son activité migratoire augmentée avec une 

élévation de la sécrétion en MMP-9 et MMP-2 en présence d’IL-4 et de TNF-α. Les auteurs 

posent l’hypothèse qu’un ratio VPAC1/VPAC2 module le chimiotactisme en présence de VIP 

et qu’un ratio en faveur de VPAC1 serait responsable de la stabilisation des populations 

lymphocytaires T dans les organes lymphoïdes et les infiltrats tissulaires (Xia et al., 1996). 

(c) Les	lymphocytes	Th17	

Une autre population sensible à VIP et PACAP est la population lymphocytaire Th17. 

VIP et PACAP présentent des effets contradictoires en fonction de l’état de différenciation 

des lymphocytes Th17 étudiés. En présence du TGF-β, la fixation de VIP au récepteur 

VPAC1 de splénocytes active in vitro la voie de l’AMPc et facilite la différenciation en 

lymphocytes Th17 avec une augmentation de la production d’IL-17 (Yadav et al., 2008). 

Dans une culture de lymphocytes Th17 différenciés humains, VIP permet le maintien de leur 

phénotype (facteurs de transcription spécifiques et signature cytokinique) et augmente leur 

taux de prolifération (Jimeno et al., 2014). En présence de VIP, ce maintien phénotypique 

permet d’augmenter l’expression du récepteur VPAC1 pour inverser le ratio VPAC2/VPAC1 

à la surface des lymphocytes CD4+. De plus, l’utilisation d’un agoniste de VPAC1 permet 

d’augmenter les taux d’expression d’IL-17α, de RORC, de RORA et de STAT3 au sein de 

lymphocytes Th17 différenciés (Jimeno et al., 2014).  

Enfin, VIP et PACAP favorisent une réponse immunitaire de type Th17 après une 

présentation antigénique dans une culture de cellules de Langerhans épidermiques in vitro ou 

une stimulation épidermique in vivo. Cela induit une augmentation du taux d’expression de 

RORγT et une diminution de celle de T-bet en corrélation avec la baisse de la sécrétion 

d’IFN-γ (Ding et al., 2012). 

 



59	

	

(d) Les	lymphocytes	Treg	

Les lymphocytes Treg sont capables d'inhiber l'activité effectrice des lymphocytes T. 

De nombreuses études ont donc disséqué l'ajout de VIP et de PACAP sur cette population. 

Delgado et al. ont démontré que l'administration de VIP à faible dose après une stimulation 

antigénique permet in vitro d'augmenter la proportion en Treg et leur activité suppressive vis-

à-vis des lymphocytes T effecteurs (Delgado et al., 2005a). Dans la même étude, le transfert 

de lymphocytes Treg, issus de souris ayant été traitées par VIP, permet de diminuer 

l'hypersensibilité de type retardée et de prévenir une réaction de greffe contre l'hôte après une 

greffe allogénique en maintenant l’activité suppressive de ces lymphocytes Treg (Delgado et 

al., 2005a).  

Enfin, les cellules dendritiques deviennent tolérogéniques lorsqu'elles sont stimulées 

par VIP ou PACAP in vitro et in vivo (Delgado et al., 2005b), c’est-à-dire qu'ils permettent de 

produire des lymphocytes Treg fonctionnels avec une faible capacité de prolifération et 

produisant de l'IL-10.  

	

Figure 11 : La modulation de la réponse immunitaire par VIP et PACAP 

VIP et PACAP diminue l’expression de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et augmente 
celle de cytokines anti-inflammatoires par les macrophages. Dans le contexte de la SEP et de l’EAE, 
ces deux neuropeptides diminuent la différenciation des lymphocytes Th1 et Th17 en faveur des Th2 
et Treg. 
SEP : sclérose en plaques ; EAE : encéphalomyélite autoimmune expérimentale ; Th : lymphocyte 
Thelper ; Treg : lymphocyte T régulateur 
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3) Effets	thérapeutiques	de	VIP	et	PACAP	dans	des	modèles	

expérimentaux	

(a) L’endotoxémie	induite	par	le	LPS	

Un choc septique (ou endotoxémie ou encore péritonite aigüe) est une réponse 

immunitaire systémique à une infection bactérienne. L'un des modèles expérimentaux le plus 

utilisé est l'administration intrapéritonéale (i.p.) d'une dose sublétale de LPS induisant une 

forte mortalité. Ce modèle est caractérisé par une massive infiltration de leucocytes dans les 

poumons et de l’intestin ainsi qu’une forte production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-

γ, TNF-α, IL-1β et IL-6) par les macrophages dans le sérum et le péritoine.  

L'administration en i.p. de VIP diminue la létalité (Delgado et al., 1999g, Delgado and 

Ganea, 2001) ainsi que l'infiltration des leucocytes dans les poumons et le tractus intestinal. 

De plus, VIP réduit la production du TNF-α et de l'IL-6 (Delgado et al., 1999g) et des 

chimiokines de type CXC (MIP-2) et augmente celle des chimiokines CC (MIP-1α, MIP-1β, 

MCP-1 et RANTES) dans le sérum et le fluide provenant du péritoine (Delgado and Ganea, 

2001). Ganea et al. ont démontré que VIP et PACAP agissent via le récepteur VPAC1 et 

induisent la diminution de l'activation de la voie du NFĸB (Delgado and Ganea, 2001).	

(b) La	polyarthrite	rhumatoïde	

La polyarthrite rhumatoïde est une maladie inflammatoire affectant les articulations. 

Le modèle murin de la polyarthrite rhumatoïde le plus utilisé est induit par une immunisation 

contre le collagène de type II administrée en s.c. Le développement de la maladie se traduit 

par une réponse immunitaire forte (production de facteurs pro-inflammatoires : TNF-α, IL-6, 

IL-12, IL-18, IL-1β, IL-1α et iNOS; et de chimiokines pro-inflammatoires : RANTES, MCP-

1, MIP-1α, MIP-1β et MIP-2) contrôlée par les lymphocytes Th1 auto-réactifs contre le 

collagène.  

Un traitement par VIP administré en i.p. diminue l'incidence et la gravité de la maladie 

avec une diminution des caractéristiques histologiques observées dans le groupe témoin 

(infiltration de cellules mononuclées dans la cavité articulaire et hyperplasie synoviale) 

(Delgado et al., 2001). De plus, VIP diminue la prolifération de splénocytes issus de souris 

immunisées contre le collagène ainsi que la production en IFN-γ, en MMP-2 (ayant pour rôle 

l'élimination des protéoglycanes et du collagène au niveau des articulations) et d’autres 
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cytokines et chimiokines pro-inflammatoires mentionnées ci-dessus et augmente la production 

en IL-4, modifiant la balance Th1/Th2 en faveur des lymphocytes Th2.  

Plus tard, Delgado et al. ont démontré que VIP induit un retard dans l'apparition de la 

maladie et une diminution de sa gravité en réduisant la population Th17 (diminution des taux 

en ARNm d'IL-17, RORγT et d'IL-22) et favorise la génération de Treg (Gonzalez-Rey et al., 

2006a). De plus, le transfert de lymphocytes Treg, issus de souris ayant reçu du VIP, diminue 

la gravité de la maladie (Gonzalez-Rey et al., 2006a).  

Le [Lys15, Arg16, Leu27] VIP-(1-7)/GRF-(8-27)-NH2), le Ro25-1553 et le maxalidane 

sont respectivement des agonistes des récepteurs VPAC1, VPAC2 et PAC1 (décrits plus tard 

dans la partie I.B.4). Leur utilisation a démontré que l'action de VIP est médiée par le 

récepteur VPAC1. Une thérapie génique à partir d'un lentivirus exprimant VIP permet, en une 

seule injection, la diminution de la gravité de la maladie avec une réduction de la production 

d'auto-anticorps et de la réponse immunitaire Th1 ainsi qu’une augmentation de la population 

Treg (Delgado et al., 2008). 

Enfin, Abad et al. ont montré l'effet thérapeutique de PACAP avec les mêmes 

caractéristiques que VIP dans le même modèle expérimental de la polyarthrite rhumatoïde 

(Abad et al., 2001). 	

(c) La	maladie	de	Crohn	

La maladie de Crohn appartient à la famille des maladies inflammatoires de l'intestin 

regroupant les désordres d'origine autoimmune du colon. De nombreux facteurs génétiques, 

immunologiques, hormonaux et environnementaux sont impliqués dans le déclenchement de 

la maladie. Il s'agit d'une maladie autoimmune récurrente-rémittente granulomateuse pouvant 

affecter chacun des segments du tractus gastro-intestinal causant des lésions au niveau de la 

paroi des muqueuses du colon. Le modèle murin permettant d'étudier cette maladie est induit 

par une instillation intra-rectale d'acide sulfonique 2,4,6-trinitrobenzoïque (TNBS) 

provoquant des symptômes similaires à ceux observés chez l'Homme comme le 

développement d'une colite et une perte de poids. En parallèle des symptômes, une réponse 

immunitaire adaptative se développe avec l'augmentation de cytokines (TNF-α, IL-6, IL-1β, 

IL-12, IFN-γ) et de chimiokines (MCP-1, MIP-1α, MIP-1β et MIP-2) pro-inflammatoires. 

L'administration en i.p. de VIP chez des souris TNBS induit une diminution de la gravité de la 

maladie, une moindre perte de poids, une réduction des infiltrats de cellules immunitaires 

ainsi que des dommages tissulaires (Abad et al., 2003).  
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Au niveau du colon, en se fixant sur le récepteur VPAC1, VIP diminue la production 

de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires caractéristiques de la maladie et augmente 

la production en IL-10 et IL-4, modifiant la balance Th1/Th2. En particulier, VIP diminue la 

production d'IL-12 et d'IL-18 (nécessaire à la différenciation des Th1) par les macrophages. 

De plus, chez ces souris, les cellules dendritiques au niveau des muqueuses présentent une 

augmentation de l'expression des récepteurs VPAC1 et VPAC2 dans les plaques de Peyer. 

VIP module le ratio Th17/Treg avec une diminution les taux en ARNm d'IL-23 (nécessaire à 

la différenciation en Th17) sur des cellules dendritiques et une augmentation de l'expression 

de FoxP3 et du TGF-β par les lymphocytes CD4+ situés dans les ganglions mésentériques et 

d’IL-10 dans le colon des souris TNBS (Abad et al., 2012). 

(d) L'EAE	

L'EAE permet d'étudier les effets de VIP et PACAP sur le SI et le SNC. Au cours de 

l'EAE, PACAP retarde l'apparition et diminue la gravité de la maladie de façon dose-

dépendante lorsqu'il est administré en i.p. un jour sur deux du jour 0 au jour 25 après 

l'immunisation contre la MOG35-55 chez des souris C57BL/6. Une diminution de l'infiltration 

cellulaire est observée dans la moelle épinière au pic de la maladie (jour 23) (Kato et al., 

2004). PACAP diminue in vitro l'expression de B7.2 ainsi que la production de cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, IL-1β et IL-12) par les macrophages et par la microglie et la 

production d'IFN-γ par lymphocytes provenant des souris traitées par PACAP. Les auteurs ont 

donc conclu que PACAP diminuait la gravité de l'EAE en inhibant les fonctions des CPA 

(Kato et al., 2004).	

Un traitement de 3 jours avec VIP diminue la gravité de la maladie au cours de l'EAE 

chronique induite chez des souris C57BL/6 et de l'EAE RR induite chez des souris SJL/J à 

partir d’une immunisation contre le peptide PLP (Gonzalez-Rey et al., 2006b). Au pic de 

l'EAE RR, VIP diminue l'infiltration de cellules immunitaires avec une diminution de 

cytokines (TNF-α, IL-6, IL-12, IL-1β, IL-18 et IL-15) et de chimiokines (RANTES, IP-10, 

MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2, CCR-1, CCR-2 et CCR-5) pro-inflammatoires. VIP 

augmente également l'expression de cytokines anti-inflammatoires comme l'IL-10, l'IL-1Ra et 

le TGF-β. Cela aboutit à une diminution de la mort de oligodendrocytes et de la 

démyélinisation. A la périphérie, après stimulation ex-vivo contre le PLP, les lymphocytes 

issus de souris traitées par VIP prolifèrent moins que ceux issus des souris témoins. L'étude 

du profil lymphocytaire démontre que VIP diminue la proportion des lymphocytes Th1 
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produisant de l'IL-2, du TNF-α et de l'IFN-γ et augmente celle des lymphocytes Th2 

produisant de l'IL-10, de l'IL-4 et de l'IL-5 (Gonzalez-Rey et al., 2006b). 

 

Afin de mieux appréhender l’action immunoprotectrice de ces deux neuropeptides 

endogènes dans le contexte de l’EAE, notre laboratoire a utilisé des souris déficientes pour les 

gènes codant pour VIP et pour PACAP.  

Les expériences menées à partir de souris KO PACAP ont confirmé le rôle 

immunoprotecteur du PACAP endogène. En effet, après une immunisation contre la MOG35-

55, ces souris KO PACAP présentent une forme plus agressive de l’EAE comparées aux souris 

sauvages avec une augmentation de la démyélinisation et de l'infiltration de cellules 

immunitaires au niveau de la moelle épinière (Tan et al., 2009). Au pic de la maladie, 

l'absence de PACAP endogène augmente l'expression de cytokines (TNF-α, IFN-γ et IL-17) et 

de chimiokines (ICAM-1, MCP-1, MIP-1α, RANTES, VCAM-1, CCR1, CCR2 et CCR5) 

pro-inflammatoires et diminue celle des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, IL-4 et TGF-β) 

au niveau de la moelle épinière et des ganglions lymphatiques. Au cours de l’EAE, les souris 

KO PACAP présente donc une réponse Th1/Th17 favorisée et une réponse Th2 diminuée 

dans la moelle épinière et à la périphérie (c’est-à-dire en dehors du SNC). Par ailleurs, le 

nombre total et la prolifération des lymphocytes Treg diminuent chez les souris KO PACAP 

dans les ganglions lymphatiques, le thymus et le SNC durant l'EAE. Le défaut en Treg semble 

être dû à une diminution de l'expression de l'IL-7, qui est impliqué dans leur prolifération, 

dans le thymus (Tan et al., 2013). Ces résultats mettent en lumière le rôle de PACAP comme 

modulateur de la balance de l’activité des lymphocytes Th1/Th2/Th17 et comme facteur 

endogène important dans l’expansion des lymphocytes Treg.	

En revanche, les résultats obtenus chez les souris KO VIP montrent un phénotype 

opposé par rapport à celui des souris KO PACAP (Abad et al., 2010). En effet, les souris KO 

VIP sont « résistantes » à l’EAE avec des symptômes retardés et moins sévères, accompagnés 

d’une infiltration cellulaire amoindrie au niveau de la moelle épinière par rapport aux souris 

sauvages. Les auteurs ont donc testé les deux phases d’induction de la maladie : 	

1) la phase d’immunisation au niveau du SI par une étude in vitro montrant que des 

lymphocytes T KO VIP, issus de ganglions lymphatiques, répondent spécifiquement à 

l’antigène MOG35-55 avec une capacité proliférative et une réponse inflammatoire augmentées 

(élévation de la production d’IFN-γ et d’IL-17). La phase d'immunisation est donc optimale 

avec des lymphocytes T KO VIP fonctionnels.	
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2) la phase effectrice au niveau du SNC par immunisation passive montrant que les 

lymphocytes T injectés issus de souris KO VIP préalablement immunisées contre la MOG 

sont capables d’induire l’EAE chez des souris sauvages.	

L’hypothèse émise est que la résistance à l’EAE proviendrait vraisemblablement d’une 

altération de la phase effectrice de l'EAE qui implique l'entrée des lymphocytes T dans le 

SNC et les étapes consécutives d'amplification cellulaire (la réactivation des lymphocytes T 

par la microglie induisant la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires). 

Enfin, des expériences d’immunofluorescence montrent la présence de lymphocytes T CD4+ 

au niveau des méninges mais pas au niveau du parenchyme du SNC. Ces expériences 

démontrent donc que le VIP endogène est un facteur permissif au cours de la phase effectrice 

de l'EAE (Abad et al., 2010).	

Suite aux études de l’implication des ligands VIP et PACAP dans la physiopathologie de 

l'EAE, les mécanismes impliqués ont été disséqués grâce à l’utilisation de souris déficientes 

pour VPAC1 (Abad et al., 2016), VPAC2 (Tan et al., 2015) et PAC1 (Van et al., 2018).	

De façon similaire aux souris KO PACAP (Tan et al., 2009, 2013), les souris KO 

VPAC2 présentent une exacerbation des caractéristiques cliniques, histopathologiques et 

immunologiques de l’EAE par rapport aux souris sauvages. De plus, l’abondance et la 

prolifération des lymphocytes Tregs diminuent dans les organes lymphoïdes et le thymus des 

souris KO VPAC2 par rapport aux souris sauvages (Tan et al., 2015). PACAP et le récepteur 

VPAC2 modulent ainsi l’homéostasie des lymphocytes Treg au niveau du thymus et des 

ganglions lymphatiques afin d’alléger la gravité de l’EAE.  

Des résultats équivalents à ceux obtenus avec les souris KO VIP (Abad et al., 2010) 

sont observés lorsque des souris KO VPAC1 sont immunisées contre la MOG35-55. Ces souris 

sont résistantes à l'EAE avec une diminution de l'infiltration de cellules immunitaires et de 

l'expression de cytokines pro-inflammatoires dans le SNC (Abad et al., 2016). Malgré une 

phase d'immunisation efficace, les souris déficientes pour VPAC1 ne semblent pas présenter 

de phase effectrice au cours de l'EAE. En effet, l'absence de VPAC1 induit une infiltration 

défaillante des cellules immunitaires au niveau du SNC (absence de cellules CD3+ par 

immunofluorescence) (Abad et al., 2016). Les travaux à partir des souris KO VIP et KO 

VPAC1 démontrent qu’au cours de l’EAE, VIP agit par l’intermédiaire du récepteur VPAC1. 	

Une autre étude a démontré que la déficience conditionnelle pour PAC1 dans les 

neurones catécholaminergiques au niveau du SNC provoque un retard dans l’apparition de 
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l’EAE mais une phase chronique exacerbée par rapport aux souris sauvages (Van et al., 

2018). Au pic de la maladie (11 à 12 jours post-immunisation), les souris PAC1 KO 

présentent une augmentation de la proportion en Th2 et une diminution de la proportion en 

Th17 dans la rate ainsi qu’une diminution de la production en IFN-γ (spécifique des 

lymphocytes Th1) dans les ganglions lymphatiques. Dans le thymus, la proportion en Treg est 

diminuée dans le groupe des souris conditionnelles par rapport au groupe témoin. Les auteurs 

ont conclu qu'aux premiers temps de la maladie, PAC1 améliore la polarisation des 

lymphocytes Th vers un état inflammatoire. Il permet ensuite d'atténuer la réponse 

inflammatoire par l'intervention des Treg. Néanmoins, la discordance des résultats observés 

avec ceux obtenus à partir de souris déficientes pour PACAP peut être expliquée par le fait 

que seuls les neurones sont déficients pour PACAP dans cette étude alors que ce dernier agit 

sur l'inflammation par l'intermédiaire de plusieurs récepteurs et types cellulaires au cours de 

l’EAE (Van et al., 2018).	

E. Les	Analogues	

VIP et PACAP ont des effets pléiotropiques avec des activité anti-inflammatoire et 

neuroprotective. Ils apparaissent donc comme des cibles à haut potentiel thérapeutique. Dans 

cette optique, des analogues à visée thérapeutique ont été développés pour cibler les différents 

récepteurs de VIP et PACAP. Actuellement, peu de molécules sélectives (agonistes et 

antagonistes) pour les récepteurs ont été développés. Dans ce paragraphe, seuls ceux avec la 

meilleure efficacité seront décrits (Tableau 5). 

L'agoniste le plus spécifique pour PAC1 est la maxalidane, isolé initialement à partir 

d’extrait de glandes salivaires de Lutzomyia longipalpis (Moro and Lerner, 1997). 

L'antagoniste M65 est l’antagoniste le plus spécifique de PAC1. Il s'agit d'un variant 

synthétique de la maxalidane délétée des acides aminés 25 à 41 (maxadilane Δ25-41). 

[Ala11, 22, 28]VIP (Nicole et al., 2000) et [Lys15, Arg16, Leu27] VIP-(1-7)/GRF-(8-27)-

NH2 (Gourlet et al., 1997a, 1997b) sont des agonistes spécifiques de VPAC1. Le peptide 

[Ala11, 22, 28]VIP a été obtenu par la combinaison de 3 mutations aux positions 11, 22 et 28 

pour obtenir des alanines. Le second peptide [Lys15, Arg16, Leu27]VIP-(1-7)/GRF-(8-27)-NH2 est 

l’association des 7 premiers acides aminés de VIP et la séquence d’acides aminés de 8 à 27 de 

GRF, qui est capable de reconnaitre les récepteurs VPAC1 et VPAC2 et pour augmenter 

l’affinité du peptide pour VPAC1, 3 acides aminés aux positions 15, 16 et 27 ont été modifiés 

par respectivement la lysine, l’arginine et la leucine. L'antagoniste le plus spécifique de 
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VPAC1 est PG97-269 (Gourlet et al., 1997b), obtenu par l'introduction d'un résidu D-Phe en 

position 2 et une acétylation N-terminale du résidu histidine en position 1 du peptide 

[Lys15,Arg16,Leu27] VIP-(1-7)/GRF-(8-27)-NH2. 

Ro25-1392 et BAY55-9837 sont des agonistes sélectifs de VPAC2 et de moindre affinité 

pour VPAC1. Le premier agoniste Ro25-1392 ou Ac-Glu8,OCH3-

Tyr10,Lys12,Nle17,Ala19,Asp25,Leu26,- Lys27,28-VIP(cyclo 21–25) est un peptide cyclique 

rendant difficile sa production et donc sa disponibilité (Xia et al., 1997). En revanche,  

BAY55-9837 a été créé grâce à la mutagénèse dirigée et à partir des séquences peptidiques de 

VIP, de PACAP et de leurs analogues. Le peptide est linéaire permettant une production plus 

facile que celle de l'agoniste Ro25-1392 (Tsutsumi et al., 2002). Les antagonistes disponibles 

pour VPAC2 sont aussi des antagonistes pour le récepteur VPAC1. 

Tableau 5 : Les analogues des récepteurs de VIP et PACAP 

Ces tableaux résument les analogues (agonistes endogènes et exogènes et antagonistes exogènes) des 
récepteurs PAC1, VPAC1 et VPAC2 selon leur affinité. 

Il existe donc des analogues peptidiques des récepteurs de VIP et PACAP. Même si 

leur efficacité a été démontré in vitro et in vivo dans des modèles expérimentaux, l’utilisation 
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de molécules peptidiques n'est cependant pas appropriée en thérapeutique à cause de leur 

susceptibilité aux protéases leur conférant une faible demi-vie au sein de l'organisme.  

Afin d’augmenter leur potentiel thérapeutique, le criblage de banques permet donc de 

développer des molécules non peptidiques. Depuis la découverte de VIP et PACAP, seules 

quelques molécules non peptidiques antagonistes ont été développées.  

La première étude sur un antagoniste non-peptidique date de 2008 (Beebe et al., 

2008). Les hydrazides sont des composés organiques possédant une liaison simple azote-azote 

avec 4 substituants dont l'un étant un groupe acyle provenant de la librairie de composés 

Abbott et sont des antagonistes pour PAC1.  

D’autre part, Chu et al. ont identifié une molécule appelée « Compound 1 » grâce à un 

criblage à haut-débit en utilisant un test fonctionnel détectant l'activité de l'AC (production 

d'AMPc) par des cellules HEK293 (Chu et al., 2010). Cette molécule est un antagoniste 

spécifique pour le récepteur VPAC2 humain. Il inhibe l’activation du récepteur en 

interagissant avec des résidus présents dans la région transmembranaire 7. Néanmoins, il est 

important de préciser que cette région n’est pas conservée entre l’Homme et la souris rendant 

inutilisable cette molécule en expérimentation animale.  

Finalement, en 2012, Harikrishnan et al. ont réalisé un criblage à haut-débit à partir de 

la collection de composés de chez Bristol-Myers Squibb. Ils ont sélectionné et modifié deux 

séries de composés chimiques ayant pour caractéristiques d’être des antagonistes pour 

VPAC1 (Harikrishnan et al., 2012). Au sein de trois lignées cellulaires (H727, H1299 et 

Calu6), ces composés induisent la production d’AMPc mais n’ont pas d’effet sur la 

prolifération cellulaire.  

Le développement de molécules non peptidiques reste donc un enjeu majeur 

actuellement.	

Chapitre	4. Les	orexines	

Les orexines A et B ont été découvertes en 1998 par deux équipes indépendantes 

comme étant des ligands endogènes d’un récepteur orphelin, le HFGAN72.  

La première équipe a utilisé une méthode de pharmacologie inversée pour identifier 

les ligands des récepteurs encore orphelins. Les auteurs ont nommé ces ligands "orexines", 

noms issus du grec orexis signifiant appétit parce que des injections de ces ligands 
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permettaient de réguler la prise alimentaire. En effet, leur première localisation est l’aire 

hypothalamique latérale connue comme le centre de l’alimentation (Sakurai et al., 1998).  

La deuxième équipe, quant à elle, a découvert les deux formes à partir d'ADN 

complémentaire isolé et exprimé sélectivement dans l'hypothalamus. Les deux peptides 

présentant de fortes homologies de séquence avec la famille de peptides ayant une activité 

hormonale/sécrétrice au niveau de l'intestin, ils ont décidé de nommer ces peptides 

hypocrétines (de Lecea et al., 1998).  

Les deux orexines sont produites à partir d’un même polypeptide précurseur, la pré-

pro orexine (Figure 12). Leur production est permise grâce à des processus protéolytiques 

réalisés par des convertases prohormones. L'orexine A et B sont respectivement des peptides 

de 33 et 28 acides aminés et appartiennent à la grande famille des neuropeptides parce 

qu’elles sont produites par des neurones et possèdent des effets modulateurs (Inutsuka and 

Yamanaka, 2013).  

	

Figure 12 : Les séquences peptidiques et récepteurs des orexines A et B 

Les séquences en acides nucléiques des deux orexines A et B (humaines et murines) sont représentées 
avec en orange les acides nucléiques identiques et en noir ceux qui différent entre deux formes de 
l’orexine. Les orexines A et B sont produits par le clivage d’un gène précurseur : la prépro-orexine au 
niveau des deux sites contenant des résidus d’acides aminés basiques GKR et GRR. L’orexine A peut 
se fixer sur les deux récepteurs de l’orexine 1 et 2 et l’orexine B se fixe uniquement sur le récepteur de 
l’orexine 2.  
GKR et GRR : résidus d’acides aminés basiques ; OX1R : récepteur de l’orexine 1 ; OX2R : récepteur 
de l’orexine 2 ; PS : peptide signal 
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L’orexine B ne présente que 46% d’identité avec l’orexine A. Les neurones exprimant 

l’orexine sont exclusivement localisés au niveau du SNC, et plus précisément, dans l’aire 

périfornicale et les zones hypothalamiques postérieure et latérale. Ces neurones projettent 

dans tout le cerveau et au niveau de la périphérie. 

A. Les	récepteurs	

Comme mentionnée précédemment, en 1998, l’orexine A puis l’orexine B ont été 

caractérisés comme étant les ligands endogènes du récepteur HFGAN72, renommé par la 

suite le récepteur de l’orexine-1 ou OX1R (Inutsuka and Yamanaka, 2013). Puis le récepteur 

OX2R a été identifié grâce à l’utilisation de banque de données et par homologie avec OX1R. 

Ces deux récepteurs sont des RCPGs à sept domaines transmembranaires avec 64% d’identité. 

Entre les séquences chez l’Homme et chez le rat, les identités de séquence sont de 94 et 95% 

pour respectivement les récepteurs OX1R et OX2R. Enfin, l’orexine A se fixe sur les deux 

récepteurs, OX1R et OX2R, avec la même affinité. L’orexine B active plus sélectivement le 

récepteur OX2R par rapport au récepteur OX1R (Sakurai et al., 1998).	

B. La	distribution	

Les récepteurs OX1R et l’OX2R sont largement distribués et complémentaires au 

niveau du SNC (Jöhren et al., 2001; Tsujino and Sakurai, 2009).	

L’OX1R est localisé dans le cortex préfrontal et intra-limbique, l’hippocampe, les 

amygdales, l’hypothalamus antérieur, la région tegmentale ventrale, le locus coeruleus et 

différents noyaux (du lit de la strie terminale, thalamique paraventriculaire, de raphé dorsal et 

tegmental latérodorsal).	

L’OX2R est présent au niveau des amygdales, de différents noyaux (de la strie 

terminale, thalamique paraventriculaire, arqué de l’hypothalamus, du raphé dorsal, de la 

région tegmentale ventrale, tubéro-mamillaire, hypothalamique dorsolatéral et septal latéral) 

et du cornu amonis dans l’hypothalamus.	

Outre le SNC, chez le rat, OX1R est exprimé au niveau des reins, des surrénales, de la 

thyroïde, des testicules, des ovaires et du jéjunum. L’OX2R est exprimé au niveau des glandes 

surrénales, des poumons et de l’hypophyse. Les deux récepteurs sont également localisés au 

niveau des glandes pituitaires et adrénales. Néanmoins, chez le rat, les récepteurs ne sont pas 

exprimés dans l’estomac, le duodénum, le pancréas, le foie, la rate, le cœur, l’aorte, le tissu 
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adipeux et les muscles. Enfin, il est possible que l’expression de ces récepteurs soit 

différentielle en fonction de l’état physiologique ou inflammatoire comme dans le foie (Yan et 

al., 2005).	

C. Les	voies	de	signalisation	

La fixation de ligand au récepteur OX1R ou OX2R provoque l’activation de la PLC et 

de la cascade PI par la protéine Gαq aboutissant à l’activation de kinases telles qu'Akt 

(démontré dans des cellules embryonnaires humaines du rein HEK 293) (Sokołowska et al., 

2014). De plus, l’activation de PKC entraine une augmentation de calcium intracellulaire 

(Figure 17).  

L’orexine A induit l’activation de l’AMPc, d’AC et de la PKA via la protéine Gαs des 

récepteurs OX1R et OX2R. Chez le rat, l’orexine A stimule la sécrétion de corticostérone par 

les cellules adénocorticales via l’activation de l’AC aboutissant à l’augmentation de la 

production en AMPc (démontré par l'utilisation d'un inhibiteur de la PKA) (Malendowicz et 

al., 1999).  

De plus, le récepteur OX2R est couplé à une protéine Gi. L'accumulation de l'AMPc 

est inhibé de façon dose dépendante par l'orexine alors qu'un pré-traitement à la TP annule cet 

effet. Cependant, l’OX1R semble ne pas être couplé à une protéine Gαi puisqu’il n’inhibe pas 

l’accumulation d’AMPc dans des cellules transfectées par OX1R. Une étude a également 

démontré que l'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire induite par 

l'orexine dans les cellules exprimant OX1R et OX2R ne semble pas être modifiée par un pré-

traitement à la TP.  

D. Les	fonctions	physiologiques	

En corrélation avec la distribution ubiquitaire des récepteurs OX1R et OX2R, les 

orexines présentent des effets pléiotropiques (Figure 13). Les neurones produisant de 

l’orexine sont impliqués dans la détection de signaux environnementaux externes et internes à 

l’organisme ainsi que dans la régulation des états de sommeil et d’éveil. La déficience en 

orexine chez l’Homme et la souris est associée au développement de la narcolepsie 

(Thannickal et al., 2000). De plus, les deux orexines semblent avoir des rôles dans la 

régulation des émotions, de l’homéostasie énergétique, de la récompense, de la toxicomanie et 

de l’excitation. D’autres études leur suggèrent un rôle modulateur avec des effets bénéfiques 

sur l’obésité, l’addiction, les douleurs et les troubles du sommeil (Tsujino and Sakurai, 2009). 
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L'effet connu de l'orexine sur la prise alimentaire a orienté les chercheurs sur ses activités 

potentielles au niveau de l'intestin. En effet, Kirchgessner et al. ont démontré par 

immunoréactivité la présence d'ARNm de la prépro-orexine et des récepteurs de l'orexine 

dans l'intestin grêle et d’ARNm de l'orexine dans le système nerveux entérique. L'orexine 

induit l'augmentation de la mobilité gastrique et un jeûne augmente la phosphorylation de 

CREB par les neurones produisant de l'orexine. Cette étude démontre donc le rôle de l'orexine 

dans la régulation de l'homéostasie énergétique (Kirchgessner and Liu, 1999). Dans le même 

sens, la privation de nourriture augmente la production en orexine dans le plasma. L'orexine 

ne semble pas avoir d'effet sur l'activité phagocytaire des macrophages péritonéaux (İzgüt-

Uysal et al., 2011). 

Des études ont montré la capacité de l’orexine A à traverser la BHE par simple 

diffusion lorsque celle-ci est injectée par voie systémique. L’orexine B est, quant à elle, 

métabolisée dans la circulation sanguine, ne lui permettant pas d’atteindre le SNC (Kastin and 

Akerstrom, 1999; Ogawa et al., 2016). Dans ce contexte, des études ont démontré que le 

système orexine possède des effets importants dans la neuroprotection ainsi que dans la 

modulation des réponses inflammatoires. Les aspects neuroprotecteurs et inflammatoires des 

orexines seront évoqués ci-dessous. 

	

Figure 13 : Les voies de signalisation des récepteurs OX1R et OX2R 

La fixation de l’orexine A ou B à leur récepteur induit l’activation de différentes voies de signalisation 
selon les protéines G impliquées telles que la voie de l’AC ou encore de la PLC. Cela aboutit à des 
effets pléiotropiques : régulation des états de sommeil et d’éveil, de l’homéostasie énergétique, 
neuroprotection ou encore contrôle de l’inflammation.  
AC : adénylate cyclase ; AMPc : Adénosine monophosphate cyclique ; ATP : adénosine triphosphate ; 
Ca2+ : calcium 2+ ; OX1R : récepteur de l’orexine 1 ; OX2R : récepteur de l’orexine 2 ; PI : 
phosphatidylinositol ; PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PLC : phospholipase C 
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1) La	neuroprotection	

Une étude in vitro a démontré que les cellules microgliales BV2 produisent un fort 

taux de TNF-α à la suite d’une stimulation par le LPS. Dans les mêmes conditions 

expérimentales, l’orexine A permet de diminuer la production de cette cytokine pro-

inflammatoire (Xiong et al., 2013). L'orexine présente également un effet dans la survie 

neuronale. En culture cellulaire, l'hypoxie peut être induite par le chlorure de cobalt induisant 

la production d'espèces réactives de l'oxygène aboutissant à la mort cellulaire. Dans une 

culture de neurones corticaux de rat, l'orexine augmente la survie cellulaire de façon dose 

dépendante en diminuant le stress oxydatif par la phosphorylation d'Akt (Sokołowska et al., 

2014).	

A la suite d’arrêt cardiaque, le risque de coma est augmenté. Dans un modèle murin 

d’arrêt cardiaque, les caractéristiques sont une diminution de l'excitation par ECG, une 

augmentation du score neurologique et, 4 heures après l’arrêt cardiaque, dans l’hippocampe, 

une augmentation des taux en ARNm de marqueurs neuroinflammatoires tels que l’IL-1β, le 

TNF-α, l’iNOS et le CD11b. Modi et al. ont démontré que l’administration intranasale de 

l’orexine A permet d’induire une excitation précoce par ECG ainsi qu’une diminution du 

score neurologique. De plus, ce traitement permet d’abaisser les taux en ARNm des 

marqueurs neuroinflammatoires (Modi et al., 2017).  

Par la suite, une étude a mis en avant chez l’Homme la diminution de la concentration 

en orexine A dans le sérum et le LCR d’un patient, 48 et 72 heures après un AVC. De plus, 

cette étude montre une corrélation inverse entre le volume de l’infarctus et la concentration de 

l’orexine A dans le LCR, suggérant de nouveau un rôle neuroprotecteur de l’orexine A (Kotan 

et al., 2013).	

2) L’inflammation	

Lorsqu'une culture de cellules microgliales est soumise à de l'acide palmitique 

(mimant une nourriture riche), la mortalité cellulaire augmente par l'action du TNF-α. 

L'administration de l'orexine dans la culture cellulaire augmente la survie des cellules et 

diminue les taux en ARNm du TNF-α. De plus, l'orexine semble favoriser un phénotype anti-

inflammatoire de type M2 (diminution d'iNOS et augmentation de l'arginase-1) (Duffy et al., 

2015). Les orexines A et B augmentent le taux en insuline dans le sang et l'orexine A 

augmente le taux de glucose in vitro dans une culture de cellules du pancréas et in vivo chez 

des rats Wistar (Nowak et al., 2000). Récemment, dans un modèle de diabète de type 2 
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provoqué par l'administration de streptozotocine chez des rats Wistar, l'orexine A favorise la 

production de l'insuline après ingestion de glucose. De plus, l’orexine A permet de diminuer 

la mort par apoptose des cellules β pancréatiques dans les îlots pancréatiques et le taux 

plasmatique de TNF-α (Kaczmarek et al., 2017). 

3) Dans	les	modèles	animaux	

(a) L’ischémie	cérébrale	

L’implication de l’orexine dans la neuroprotection a été fortement étudiée grâce au 

modèle MCAO (décrit précédemment). En 2002, Irving et al. ont mis en évidence chez le rat, 

après une occlusion artérielle cérébrale, une augmentation significative de l’expression du 

récepteur OX1R, suggérant l’implication de l’orexine A dans les réponses physiologiques 

face à des conditions ischémiques (Irving et al., 2002). Par la suite, l’augmentation de cette 

expression a été plus précisément détaillée. En effet, celle-ci est augmentée sur les neurones 

uniquement, de 4 à 24 heures après le MCAO. Après 48 heures, elle est observée sur les 

neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes (Nakamachi et al., 2005).	

De plus, différentes études ont montré que l’administration de l’orexine A induit une 

diminution de l’infarctus avec une réduction du score neurologique dépendant du handicap 

induit par l'infarctus ainsi qu'une baisse du nombre de cellules apoptotiques par l’HIF-1α 

(Harada et al., 2011; Kitamura et al., 2010; Yuan et al., 2011).	

Par la suite, Xiong et al. ont souhaité explorer l’effet de l’orexine sur les réponses 

inflammatoires provoquées par un MCAO. Pour cela, ils ont induit un MCAO à des souris AT 

qui présentent une dégénéresence des neurones produisant de l’orexine au début de l’âge 

adulte. L’absence d’orexine A provoque une exacerbation de la zone de l’infarctus associée à 

l’augmentation de l’activation microgliale et des taux plus élevés en ARNm du TNF-α et de 

l’IL-6 (cytokines pro-inflammatoires). L’administration de l’orexine A par injection 

intracérébroventriculaire (icv.) avant le MCAO permet de réduire la taille de l’infarctus chez 

des souris sauvages et AT (Xiong et al., 2013). 

(b) L’ischémie	gastrique	

L’ischémie-reperfusion (IR) gastrique est souvent caractérisée par des lésions aigües 

des muqueuses gastriques et induite par des conditions de stress ou des maladies gastro-

intestinales ischémiques. Les lésions gastriques induisent des formations excessives de 

métabolites réactifs de l’oxygène, l’activation des neutrophiles et des dysfonctionnements 
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microvasculaires. L’IR est induite par une occlusion artérielle à l’aide de clamps pouvant être 

effectuée à différents endroits de l’intestin pendant une durée déterminée (une heure en 

général) puis le retrait des clamps permet une reperfusion pour une durée précise (de 30 à 180 

min). Ce modèle permet d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans 

la mise en place des lésions ainsi que dans la régénération tissulaire (Gubernatorova et al., 

2016).	

L’effet de l’orexine A dans ce modèle chez le rat a été étudié par Bülbül et al. avec 

une ischémie de 30 minutes et une reperfusion d’une heure (Bülbül et al., 2008). 

L’administration par perfusion de l’orexine A tout au long de l’expérimentation permet de 

diminuer les lésions gastriques induites par l’ischémie. De plus, le traitement permet de 

réduire l’activation des neutrophiles ainsi que la péroxydation des lipides. Cependant, il n’a 

pas d’effet sur la production du mucus ni de la prostaglandine E2, ayant habituellement un 

rôle protecteur en cas de dommages dans l’estomac. Les résultats démontrent donc un effet 

gastro-protecteur de l’orexine A au cours d’une IR.	

(c) Le	choc	septique	

Comme mentionné précédemment, un choc septique est une réponse immunitaire 

systémique à une infection bactérienne. D’après des études récentes réalisées in vivo, il a été 

mis en évidence que l’orexine A possède un rôle anti-inflammatoire dans le modèle murin de 

choc septique induit par le LPS. L'orexine A augmente le taux de survie, après un choc 

septique induit par le LPS. Cette hausse de la survie est induite par une diminution de la 

production en cytokines et en chimiokines pro-inflammatoires telles que l'IL-1β, l'IL-6, le 

TNF-α et l'IFN-γ ou encore le MIP-1α, le MIP-1β et l’IP-10. De plus, l'orexine A restaure la 

température corporelle et la fréquence cardiaque qui sont modifiées à la suite de l'injection de 

LPS (Ogawa et al., 2016).	

(d) Dans	l'EAE	

Les orexines ont émergé comme étant de potentiels traitements contre la SEP par leurs 

capacités neuro-protectrices et anti-inflammatoires. Fatemi et al. ont réalisé deux études 

complémentaires démontrant que l'expression en ARNm des récepteurs OX1R et OX2R est 

augmentée dans la région hypothalamique du cerveau de souris, 21 jours après leur 

immunisation contre la MOG (Fatemi et al., 2016a). De plus, au cours de l'EAE, ils ont étudié 

l’effet d’un traitement à long terme (deuxième jour après l’immunisation jusqu’au 21ème jour) 
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de l'orexine A en icv. Ce traitement par l’orexine A réduit la gravité de l'EAE avec une 

diminution des infiltrats cellulaires dans la moelle épinière associée à une augmentation des 

taux d'expression en ARNm du TGF-β et du MBP et une baisse d’iNOS, de MMP-9 et d’IL-

12. L'implication de l'orexine A dans la modulation de l'EAE est confirmée par l'utilisation 

d'un antagoniste du récepteur OX1R (le SB.334867) qui induit une exacerbation de la gravité 

de la maladie (Fatemi et al., 2016b).	

E. Les	analogues	

Comme mentionné précédemment, les récepteurs possèdent des ligands endogènes. 

L’OX1R peut lier spécifiquement l’orexine A alors que l’OX2R peut lier les deux ligands 

avec la même affinité. En plus des ligands endogènes, des agonistes et antagonistes 

peptidiques ou non pour ces récepteurs existent (Tableau 6). 

Actuellement, le récepteur OX1R ne possède pas d’agonistes exogènes. L’OX2R 

possède un agoniste peptidique, le [Ala11, D-Leu15] orexine-B. De nombreux antagonistes 

existent, sélectifs ou non, pour l’un ou l’autre des deux récepteurs (Tableau 6). Parmi eux, le 

suvorexant est un antagoniste d'OX1R et d'OX2R qui est utilisé comme médicament contre 

l’insomnie (accepté par la FDA). Le SB.334867 est un antagoniste d’OX1R, qui est utilisé au 

cours de l’expérience de Fatemi et al. 

	

Tableau 6 : Les analogues des récepteurs des orexines A et B 

Ce tableau résume les analogues (agonistes endogènes et exogènes et antagonistes exogènes) des 
récepteurs OX1R et OX2R selon leur nom, leur affinité ainsi que l’unité utilisée pour déterminer 
l’affinité. 
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II. Objectif	
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Objectifs	

La SEP est une maladie autoimmune inflammatoire et neurodégénérative du SNC. A 

l’heure actuelle, les traitements contre la SEP peuvent ralentir la progression de la paralysie et 

diminuer la sévérité ainsi que l’incidence des symptômes en diminuant l’inflammation. En 

revanche, ils n’ont pas d’effets sur les formes progressives de la maladie au cours desquelles 

les processus neurodégénératifs s’amplifient et dominent les processus inflammatoires. Il est 

donc nécessaire de trouver de nouvelles thérapies qui pourront à la fois bloquer 

l’inflammation et promouvoir la remyélinisation et la neurorégénération. 

L’objectif principal de ma thèse est d’établir la preuve de concept de l’efficacité 

thérapeutique de neuropeptides ou de leurs analogues dans des modèles expérimentaux de la 

SEP : i) l’EAE chronique pour étudier les processus inflammatoires et de démyélinisation 

mimant la forme progressive de la maladie et ii) le modèle toxique induit par la CPZ pour 

étudier les processus de démyélinisation et de remyélinisation sans l’intervention des 

lymphocytes T et correspondant à la phase tardive de la SEP. 

Pour cela, nous allons : 

- étudier les effets d’un agoniste du récepteur VPAC2, BAY55-9837, sur les processus 

inflammatoires et de démyélinisation au cours de ces modèles ; 

- étudier les effets de l’orexine A sur ces mêmes processus au cours de ces deux 

modèles. 
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III. Méthodes	
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Méthodes	

Pour répondre à mon objectif de thèse, l’utilisation thérapeutique d’un agoniste du récepteur 

VPAC2, le BAY55-9837, et de l’orexine A sera testée. 	

	

Leur efficacité sera évaluée au cours de l’EAE chronique. Après une immunisation 

contre la MOG35-55, les souris femelles C57BL/6 ont été suivies quotidiennement selon un 

score clinique prédéfini (selon une échelle allant de 0 : pas de symptômes à 5 : état 

moribond/mort de l'animal et entre les deux différents degrés de paralysie). Lorsque les souris 

ont présenté un score clinique modéré (environ 1-1,5), elles ont été divisées en différents 

groupes selon le traitement administré en i.p. ou en rétro-orbital : groupe témoin recevant du 

PBS et groupe traité par le BAY55-9837 (10 nmol/jour) ou par l’orexine A (100 ou 300 µg/jour) 

pendant 5 jours. Puis, les effets du traitement ont été étudiés :  

- par le suivi du score clinique quotidiennement ; 

- par cytométrie en flux avec l’étude des CPA, des cellules myéloïdes et des 

lymphocytes B, et l’étude des lymphocytes T CD8+ et CD4+ainsi que les Treg au 

niveau des ganglions drainants au pic et/ou durant la phase chronique de la maladie ; 

- ex-vivo avec la capacité de prolifération après re-stimulation et de sécrétion de 

cytokines avec la MOG35-55 ; 

- par RT-MLPA avec les taux d’expression relative en ARNm de gènes impliqués dans 

l’inflammation spécifique de l’EAE dans la moelle épinière au pic et/ou durant la 

phase chronique de la maladie ; 

- par histologie avec l’étude de l’infiltration des cellules immunitaires et par 

immunofluorescence avec l’étude des lymphocytes T CD4+ dans la moelle épinière au 

cours de la phase chronique de la maladie ;  

- par immunofluorescence avec l’étude de l’activation des cellules du SNC (astrocytes 

et macrophages/microglie) dans la moelle épinière durant la phase chronique de la 

maladie.  

 

 En parallèle, nous avons également étudié ces effets dans les processus de 

démyélinisation et de remyélinisation sans l’impact des lymphocytes T grâce au modèle 

toxique de la CPZ. Pour étudier l’effet de traitements sur les processus de démyélinisation, 

nous avons soumis des souris femelles C57BL/6 à un régime alimentaire supplémenté avec 

0,2% de CPZ pendant cinq semaines. Six jours avant le sacrifice, les souris ont été divisées en 
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deux groupes : groupe témoin recevant du PBS et groupe traité par le BAY55-9837 (10 

nmol/jour) ou par l’orexine A (300 µg/jour) pendant six jours. 

 L’impact des traitements sur les processus de remyélinisation durant le modèle de la 

CPZ a également été étudié. Les souris ont été nourries avec 0,2% de CPZ durant cinq 

semaines puis la CPZ a été retirée de l’alimentation pendant une semaine et demie pour 

permettre la remyélinisation spontanée. Les souris ont été divisées en deux groupes : groupe 

témoin recevant du PBS et groupe traité par le BAY55-9837 (10 nmol/jour) ou par l’orexine A 

(300 µg/jour) pendant 6 jours jusqu’au sacrifice. 

Au cours des phases de démyélinisation et de remyélinisation du modèle de la CPZ, 

l’impact du traitement par l’agoniste de VPAC2 a été analysé au niveau des taux d’expression 

en ARNm intervenant au cours de ces processus : cytokines et chimiokines pro- et anti-

inflammatoires ou encore d’autres médiateurs tels que TREM2 et MBP. De plus, la myéline, 

les astrocytes, les macrophages/microglie ainsi que les oligodendrocytes précurseurs 

(seulement dans le cadre de l’étude de l’agoniste de VPAC2) ont été étudiés par 

immunofluorescence au niveau du cerveau. 
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IV. Résultats	
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Chapitre	1. Les	effets	thérapeutiques	d’un	analogue	du	récepteur	VPAC2	

Dans cet article, nous avons évalué l’impact d'un agoniste de VPAC2, le BAY55-9837, 

sur les composantes inflammatoire et neurodégénérative dans deux modèles murins : l’EAE, 

l’un des modèles animaux les plus utilisés pour la SEP, et le modèle toxique de la CPZ 

comme décrit dans la section « Objectifs ».	
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Figure 1: VPAC2 agonist decreases EAE severity and immune cell infiltration in CNS after

MOG immunization. Female C57BL/6 9 week old mice (n=1β/group) were immunized with a mix

of 100 μg of MOGγ5-55 and CFA containing 5 mg/mL of M. tuberculosis on day 0. β50 ng of

pertussis toxin were injected on days 0 and β. Then, 10 nmol/day/mouse of BAY55-98γ7 (Vβ group)

or PBS (PBS group) were injected starting at a moderated EAE score (=1-1.5) during 5 days. EAE

symptoms were scored daily on a scale of 0-5. Panel (A): The clinical curve; the mean of

cumulative score (divided by the number of days since mice were sick) and of the maximal score

was shown as mean +/- SEM. On day β1 after MOG-immunization, spinal cords were harvested

and included in paraffin. Then, spinal cords were cut and stained in hematoxylin/eosin (for

infiltrated cells) and luxol fast blue (for myelin). Panel (B): pictures (zoom x10) illustrate spinal cord

sections of naive (left), PBS (middle), Vβ (right)-treated mice. The scatter plot shows the mean of

histological score. All plots represent the mean +/- SEM of 8 individual mice.*P<0.05 (Mann-

Whitney test, vs. PBS group).
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Figure 2: VPAC2 agonist

treatment modulates the

proportion of activated

lymphocytes in lymph nodes

during the both phases of

the disease. When EAE

symptoms were moderate,

mice received PBS or VPACβ

agonist treatment during 5

days. Draining lymph nodes

were isolated at the peak (day

15 (A)) and the chronic phase

(day β1 (B)) of the disease.

Cells were analyzed by flow

cytometry for CD8, CD4, CDβ5

and CD69 markers.

Representative plot are shown

on the left panel. The numbers

refer to the percentage of cells

in each quadrant. The total cell

number was assessed and

mean frequencies of CD4+,

CD8+, CDβ5-CD69+,

CDβ5+CD69+ and CDβ5+CD69-

cells gated from single positive

cells are shown in the right

panels. The scatter plots

represent mean ± SEM of 8-9

individual mice. *P<0.05,

(Mann-Whitney test, vs. PBS

group).
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Figure γ Figure 3: VPAC2 agonist

treatment modulates the

activity of antigen-

presenting cells. On day β1

after MOG-immunization,

draining lymph nodes were

harvested. Immune cell

profiles were analyzed by

Flow cytometry. On the left

panels, representative FACS

plots are shown and on the

right panels, their graphical

representation (Y axis

represents the percentage of

the appropriate cell subsets).

Cells were stained with anti-

CDγ, anti-CD11c, anti-Bββ0,

anti-CD11b and anti-CD86

antibodies to determine CDγ-

CD11c+Bββ0- (dendritic cells

(A)) and CDγ-Bββ0+CD11c- (B

cells (A)) and CDγ-CD11b+

(neutrophils (B)) cell subsets

and their activation with CD86

marker (A-B). The scatter

plots represent the mean +/-

SEM of 8-9 individual mice.

*P<0.05, (Mann-Whitney test,

vs. PBS group).





Figure 4
PBS Vβ

PBS V2
5

10

15

20 *

%
 T

re
g

Fo
xP

3

PBS V2
5

10

15

20
%

 T
re

g

Fo
xP

3

PBS V2
0

20

40

60

to
ta

l c
el

l n
um

be
r (

x1
06 )

PBS V2
0

20

40

60

80

100

to
ta

l c
el

l n
um

be
r (

x1
06 )

A
13,9 14,9

14,8 14,6

CD25

CD25

PBS V2
0

5

10 *

%
 T

re
g

CD4

3,67

PBS V2
0

4

8

12

%
 T

re
g

CD4

Fo
xP

3

6,82 6,91

PBS V2
0

20

40

60

to
ta

l c
el

l n
um

be
r (

x1
06 )

PBS V2
0

10

20

30

40

50

to
ta

l c
el

l n
um

be
r (

x1
06 )

Fo
xP

3

B

5,34

Figure 4: BAY55-9738

significantly modulates the

Treg proportion in lymph

nodes and thymus during the

peak and the chronic phases.

Draining lymph nodes (A) and

thymus (B) were harvested on

day 15 (the upper panel) and β1

(the bottom panel) after MOG-

immunization. On the left

panels, representative FACS

plots are shown and on the right

panels, their graphs shown the

percentage of the appropriate

cell subsets. Cells were stained

with anti-CD4, anti-CDβ5 and

anti-FoxPγ antibodies to

determine Treg proportions as

CD4+CDβ5+FoxPγ+ and

CD4+FoxPγ+ in lymph nodes

and thymus, respectively. The

scatter plots represent the mean

+/- SEM of 8-9 individual mice.

*P<0.05, (Mann-Whitney test,

vs. PBS group).
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Figure 5: VPAC2 agonist treatment do not impact the

cytokine secretion in ex-vivo antigen recall in lymph

node cell culture. Draining lymph nodes were isolated at

the peak (day 15) from PBS and VPACβ agonist-treated

mice. 1x106 cells were cultured for 48h in the presence of

OVA or MOG (10µg/mL). The levels of IFN-Ȗ, IL-17 and IL-

10 were measured in supernatants by ELISA. The scatter

plots represent the mean +/- SEM with n=6 mice.



Pro-inflammatory profiles

PBS V2
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4
1.0

1.2

T-
be

t m
RN

A 
le

ve
l

PBS V2
0.0

0.5

1.0

2.0

2.2

IL
-1

7 
m

R
NA

 le
ve

l

PBS V2
0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

iN
O

S1
 m

R
NA

 le
ve

l

PBS V2
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 *

RO
R

T 
m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 p=0.0789

IF
N

-
 m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.6

1.2 *

iN
O

Sβ
 m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.1

0.2

0.60

TN
F-

 m
RN

A 
le

ve
l

Anti-inflammatory profiles

PBS V2
0.0

0.2

0.4

0.6
1.0

1.2

G
AT

Aγ
 m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4
0.7

0.8

Fo
xP

γ 
m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.5
1.0

1.1

IL
-4

 m
RN

A 
le

ve
l

PBS V2
0.0

0.1

0.2

0.3
0.8

1.0

IL
-1

0 
m

R
N

A 
le

ve
l

PBS V2
0

2

4

6

8

Ar
g-

1 
m

R
NA

 le
ve

l

PBS V2
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
1.4

1.5

TG
F-

 m
RN

A 
le

ve
l

Chemokines

PBS V2
0

1

2

3

4

5

CC
Lβ

 m
R

NA
 le

ve
l

PBS V2
0

2

4

6

C
CL

5 
m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.5

1.0

1.5

C
CL

8 
m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

C
CL

ββ
 m

RN
A 

le
ve

l

PBS V2
0

1

2

3

4

C
XC

L1
0 

m
R

N
A 

le
ve

l

PBS V2
0.0

0.1

0.2

0.3
0.8

1.0

C
CL

β0
 m

RN
A 

le
ve

l

Figure 6

Figure 6: VPAC2 agonist

treatment tends to decrease

inflammatory response in

spinal cords. On day β1 post-

immunization, spinal cord

tissues from PBS and Vβ

groups were isolated and

mRNA levels were assessed

by RT-MPLA analysis. Graphs

show the mRNA expression of

cytokines (i.e. TNF-α, IFN-Ȗ

(Th1-specific), IL-17 (Th17-

specific), IL-4 (Thβ-specific),

and IL-10 and TGF-ȕ (Treg-

specific)), transcription factors

(i.e. T-bet, RORȖT, GATAγ and

FoxPγ (Th1-, Th17-, Thβ- and

Treg-specific, respectively),

chemokines (i.e. CCLβ, CCL5,

CCL8, CCLβ0, CCLββ and

CXCL10) and others genes

(i.e. iNOS and Arg-1). *P<0.05

(Mann-Whitney test, vs. PBS

group).
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Figure 7: BAY55-9837

treatment leads to less

demyelination by

decreasing astrogliosis

and by increasing

macrophage activation

during the chronic phase.

On day β1 post-

immunization, spinal cords

from naïve, PBS and Vβ

groups were isolated and

were embedded in OCT.

Sections were labelled with

anti-MBP (A), anti-CD4 (B),

anti-GFAP (C) and anti-Iba-

1 (D) antibodies for

immunofluorescence. In the

left panel, all images were

taken at X10 magnification

and two representative

areas of spinal cord are

shown per group. In the

right panel, the scatter plots

represent the mean of the

percentage of MBP+ ,

GFAP+ and Iba-1+ area and

CD4+ cell numbers for each

group (n=4-7 mice). *P<0.05

(Mann-Whitney test, vs.

PBS group)
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Figure 8 : VPAC2 agonist treatment diminishes demyelination processes in CPZ model. 9

week-old C57BL/6 female mice were fed with 0.β% cuprizone during 5 weeks to induce toxic

demyelination. 6 days before the sacrifice, mice were divided in two groups and treated with PBS or

VPACβ agonist (10 nmol/β00uL) every day. Panel (A) represents a schema of the experimental

timeline. After the sacrifice, brains were harvested and divided in two parts. One half part was

embedded into OCT for immunofluorescence assay with anti-MBP antibody. Pictures show

representative images (xβ0 magnification) of corpus callosum (CC) and cerebellum (CB) and the

scatter plots represent the mean of the MBP+ area percentage with n=5-8 per group. The other half

of brain was isolated and mRNA levels were assessed by the RT-MPLA analysis. Panel (B) shows

the scatter plots of the mRNA expression of cytokines (i.e. IL-1ȕ, TNF-α, IFN-Ȗ, IL-10 and TGF-ȕ),

chemokines (i.e. CCLβ, CCL5 and CXCL10) and others genes such as iNOS, Arg-1, MBP and

TREMβ. *P<0.05 (Mann-Whitney test, vs. PBS group)
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MBP
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Figure 9 : VPAC2 agonist treatment favors remyelination in CPZ model. 9 week-old C57BL/6

female mice were fed with 0.β% cuprizone during 5 weeks to induce toxic demyelination and the

remyelination was allowed by one week and half with normal food without cuprizone. 6 days before

the sacrifice, mice were divided in two groups (n=8 per group) and treated with PBS or VPACβ

agonist (10 nmol/β00uL) daily until the sacrifice. Panel (A) represents a schema of the

experimental timeline. After the sacrifice, brains were harvested and divided in two parts. One left

part was embedded into OCT for immunofluorescence assay with anti-MBP and anti-NGβ

antibodies. Panel (A) show also photographs (xβ0 tiles) of corpus callosum and cerebellum and the

scatter plots represent the mean of the MBP+ and NGβ+ area percentage with n=5-8 per group.

The other half of brain was isolated and mRNA levels were assessed by the RT-MPLA technic.

Panel (B) show graphs of the mRNA expression of cytokines (i.e. IL-1ȕ, TNF-α, IFN-Ȗ, IL-10 and

TGF-ȕ), chemokines (i.e. CCLβ, CCL5 and CXCL10) and others genes such as iNOS, Arg-1, MBP

and TREMβ. *P<0.05 (Mann-Whitney test, vs. PBS group)
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Supplementary Figure 1: representative schema of RT-MLPA steps
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Au cours de cette étude, nous avons observé que l’administration de BAY55-9837 : 

- diminue significativement la gravité de l’EAE chronique, l’infiltration de cellules 

immunitaires ainsi que les processus de démyélinisation dans le SNC ;  

- module l’activité des lymphocytes et des CPA dans les ganglions lymphatiques durant 

le pic et la phase chronique de la maladie ; 

- n’a aucun effet sur la production cytokinique des cellules issues des ganglions 

lymphatiques drainants, à la suite d’une stimulation par le peptide MOG35-55 ex vivo ;  

- abaisse l’inflammation dans le SNC et augmente l’activation des 

macrophages/microglie au cours de la phase chronique de l’EAE ; 

- protège contre la démyélinisation et facilite la remyélinisation au cours du modèle de 

la CPZ. 

Ces résultats démontrent l’intérêt thérapeutique d’un agoniste du récepteur de VPAC2 au 

cours de la SEP et d’autres pathologies inflammatoires et/ou neurodégénératives.  
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Chapitre	2. L’implication	du	neuropeptide	de	l’orexine	A	dans	l’EAE	

Ces travaux ont pour objectif de démontrer la preuve de concept de l’utilisation de 

l’orexine A comme nouvel agent thérapeutique et d’évaluer son impact sur les composantes 

inflammatoire et neurodégénératrice dans deux modèles murins : l’EAE, l’un des modèles 

animaux les plus utilisés pour la SEP, et le modèle toxique de la CPZ comme décrit dans la 

section « Objectifs ».	



































Figure 4. Orexin A strikingly diminishes demyelinating processes, astrogliosis and microglial/macrophage responses in the CNS.

On day β1 post-immunization, spinal cord sections from naive, PBS and OxA groups were prepared and labelled with: Panel A, Alexa 488

anti-MBP or Alexa 488 anti-GFAP, and Panel B, individual and merged images of DAPI, Cyγ anti-Iba-1 and Alexa 488 anti-Arg-1 stainings.

All images were taken at xβ0 magnification. Two representative areas of spinal cord are shown per experimental group. Graphs show the

percentage of MBP, GFAP and Iba1 immunoreactive areas as well as the Arg-1-positive cell number per mmβ of each group (n=7/group).

*P<0.05 (Mann-Whitney test). ND = not detectable.
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Figure 5. Orexin A receptors are widely expressed in the immune and

nervous systems. The expression profile of the receptors OX1R and OXβR

was determined in naive animals by PCR. RNA was prepared and reversed

transcribed from: Panel A, immune (cervical/axillary lymph nodes (cLN and

aLN, respectively), thymus, spleen) and CNS tissues (brain and spinal cord)

and Panel B, different immune cell populations such as T CD4+, T CD8+,

and CD11b+ splenocytes that were sorted by flow cytometry using the FACS

Aria-IIIu (BD Bioscience). The results were assayed by electrophoresis.





































Table 1
TOTAL CELL NUMBER

Naive PBS OxA

DLN 4.86±0.7x106 9.46±β.4x106 β6.97±γ.9x106 *

CD11b+ 1.96±0,γx104 19.44±γ.7x104 57.γ7±11.5x104*

CD11c+ γ.96±0.7x104 7.1γ±β.1x104 γβ.94±6.0x104*

CD11b+CD11c+ 1.97±0.γx104 7.γ8±β.1x104 β7.09±4.5x104*

Ly6G+Ly6Clow γ.9β±1.1x104 5.β4±0.9x104 ββ.65±5.1x104*

Ly6G-Ly6Chigh 0.γ1±0.08x104 9.59±1.9x104 ββ.61±4.6x104*

CD4+ 1.6γ±0.βx106 β.15±0.4x106 5.51±0.8x106 *

Ki67+ 8.9β±1.γx104 γγ.41±8.8x104 95.γ9±14.6x104 *

CD69+ 8.9γ±1.βx104 4.β6±1.βx104 9.61±4.1x104

CD44+CD62L+ (Tcm) 11.47±1.7x104 βγ.97±5.8x104 57.γ1±8.4x104 *

CD44+CD62L- (Tem) 9.8γ±1.0x104 149.7±β8.1x104 γ94.7±64.9x104 *

CD44-CD62L+ (Tn) 1γ7.0±β0.0 x104 γ4.β1±8.5x104 80.γβ±1β.84x104 *

CD8+ 1.γ6±0.βx106 1.87±0.4x106 4.β8±0.7x106 *

Ki67+ 61.54±9.0 x104 16.59±4.βx104 45.1γ±6.5x104 *

CD69+ 6.16±0.8x104 4.βγ±1.γx104 8.γ4±γ.γx104

CD44+CD62L+ (Tcm) β0.69±β.5x104 γ4.0±10.5x104 70.94±14.7x104

CD44+CD62L- (Tem) 1.16±0.1x104 144.β±β6.7x104 γγγ.5±5γ.8x104 *

CD44-CD62L+ (Tn) 11β.8±16.8x104 γ.4γ±0.7x104 9.β4±1.4x104*

Tregs 16.10±1.9 x104 β8.88±6.7x104 7β.9β±10.8x104 *

Ki67+Tregs 8.β0±1.0 x104 10.7γ±β.7x104 β6.48±4.1x104*

M
ye

lo
id

 c
el

ls
C

D
4+

ce
lls

C
D

8+
ce

lls

Table 1. On day β1 after MOG-immunization, draining lymph node cells from naive, PBS and

OxA groups were analyzed by flow cytometry (n=7/group). Table shows the absolute

numbers of each subpopulation (i.e. myeloid cells, CD4+, and CD8+ cells). *P<0.05 (Mann-

Whitney test, compared to PBS group).



Supplementary Table 1

Gene
GenBank

Accession 
Number

Primer sequence

Sense Antisense

Target Gene
Foxp3 NM_0540γ9 5’-GTATTGAGGGTGGGTGTCAGG-γ’ 5’-GTCAGAGGCAGGCTGGATAAC-γ’

Hcrtr1 NM_198959 5’-GAGCACTGGGCAGATGAACTCT-γ’ 5’-TGCGGAAGATCTGGAAATAGGC-γ’

Hcrtr2 NM_19896β 5’-GGTTCATCATCGCCAAGGAGAC-γ’ 5’-TGAGTCGGGTATCCTCATCATAG-γ’

Ifng NM_008γγ7 5’-GCAACAGCAAGGCGAAAAAG-γ’ 5’-ATCTCTTCCCCACCCCGAAT-γ’

Il4 NM_0β1β8γ 5’-CGAGGTCACAGGAGAAGGGA-γ’ 5’-AAGCCCTACAGACGAGCTCACT-γ’

Il10 NM_010548 5’-GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-γ’ 5’-ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-γ’

Il17a NM_01055β 5’-GGAGAGCTTCATCTGTGTCTCTG-γ’ 5’-TTGGCCTCAGTGTTTGGACA-γ’

Ip-10 NM_0β1β74 5’-TGCTGGGTCTGAGTGGGACT-γ’ 5’-CCCTATGGCCCTCATTCTCAC-γ’

Mcp-1 NM_011γγγ 5’-AAAAACCTGGATCGGAACCAA-γ’ 5’-CGGGTCAACTTCACATTCAAAG-γ’

Tgfb1 NM_011577 5’-TGCGCTTGCAGAGATTAAAA-γ’ 5’-AGCCCTGTATTCCGTCTCCT-γ’

Tnfa NM_01γ69γ 5’-GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT-γ’ 5’-CGATCACCCCGAAGTTCAGTA-γ’

Housekeeping Gene
Hprt NM_01γ556 5’-TGGTGAAAAGGACCTCTCGAA-γ’ 5’-TCAAGGGCATATCCAACAACA-γ’

Supplementary Table 1. List of primer sets used for PCR and real time RT-PCR.









Supplementary Figure 3. Orexin A does not alter demyelination or remyelination in the cuprizone model. In order to induce

demyelination, C57BL/6Rj mice were given 0.β% of cuprizone (Sigma) mixed with normal powder food for five weeks (Panel A). For

remyelination studies, after five weeks of cuprizone, mice were switched to normal powder food (without cuprizone) for eleven days (Panel

B). In each model, mice were given daily IP injections of γ00 µg of orexin A in β00 µL of PBS on the last six days of each protocol, and then

sacrificed. Mice were weighed once per week until the start of orexin A treatment, and then weighed every day until the end of the treatment.

Immunofluorescence staining of MBP was performed and MBP stained area was measured in two brain zones that were found to be highly

demyelinated in this model, the corpus callosum (CC) and white substance of the cerebellum (CB). Representative images taken with an

β0X objective are shown. The mean demyelination percentage of each of these areas is shown (n=8/group). *P<0.05 (Mann-Whitney test).
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Au cours de cette étude, nous avons observé que l’administration de l’orexine A : 

- diminue significativement la gravité de l’EAE chronique ;  

- réduit l’infiltration des lymphocytes T CD4+ auto-réactifs et les taux en ARNm de 

cytokines et chimiokines au niveau du SNC ; 

- diminue la démyélinisation, l’astrogliose et l’activation microgliale ; 

- n’a pas d’effet sur la prolifération des cellules issues de ganglions lymphatiques 

drainants et sur la production cytokinique à la suite d’une stimulation par le peptide 

MOG35-55 in vitro ; 	

- n’impacte pas les processus de démyélinisation et de remyélinisation au cours du 

modèle de la CPZ. 

Ces résultats suggèrent que l’orexine pourrait être un nouveau candidat thérapeutique qui 

devrait être étudié en amont pour le traitement de la SEP. 
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V. Discussion	et	perspectives	
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Discussion	et	perspectives	

Chapitre	1. Discussion	et	perspectives	des	deux	articles	présentés	

A. L’étude	de	l’agoniste	de	VPAC2	

1) Discussion	

Cette étude a montré que l’agoniste de VPAC2, BAY55-9837, par son administration 

systémique à court terme diminue significativement la gravité de l’EAE chronique 

accompagnée d’une forte réduction de l’infiltration des cellules immunitaires dans le SNC.  

 

Une réponse immunitaire optimale nécessite l’interaction entre les lymphocytes et les 

CPA. De plus, pour être activés complétement, les lymphocytes T ont besoin de l’interaction 

entre les molécules du CMH et leur TCR ainsi que de la présence de différentes molécules de 

co-stimulation telles que CD86 à la surface des CPA. Une étude a démontré que VIP et 

PACAP favorisent l’expression de cette molécule in vitro à la surface des cellules 

dendritiques immatures alors qu’ils l’inhibent lorsque les cellules sont stimulées avec le LPS 

(Delgado et al., 2004a). VIP et PACAP diminuent également drastiquement la capacité des 

cellules dendritiques matures à stimuler la prolifération des lymphocytes Th ainsi que la 

sécrétion de cytokines de type Th1 et Th2. De plus, en conditions inflammatoires, VIP induit 

le développement de cellules dendritiques CD11c+ tolérogéniques qui sont capables de 

promouvoir les lymphocytes Treg. Au cours de l’EAE, l’administration de ces cellules 

CD11c+ tolérogéniques provoque la génération de lymphocytes Treg ainsi qu’une diminution 

de la gravité de la maladie (Delgado et al., 2005b). En revanche, l’administration de 

l’agoniste de VPAC2 ne modifie pas l’expression de CD86 à la surface des CPA au pic de la 

maladie (résultats non montrés). Cela peut expliquer l’absence de différence des taux en 

cytokines (IFN-γ, IL-17 et IL-10) par les cellules provenant des ganglions lymphatiques entre 

les souris témoins et celles traitées par l’agoniste, après stimulation ex-vivo par la MOG. 

Cependant, nous avons observé une augmentation significative de la population CD11c+ ainsi 

qu’une expression plus faible de CD86 à la surface des cellules dendritiques CD11c+ et des 

monocytes CD11b+ suggérant une activité moindre de CPA.  

 

Un défaut de la population des Treg est une des signatures des maladies chroniques et 

autoimmunes telles que la SEP. A partir des résultats obtenus après immunisation de souris 

KO VPAC2 (Tan et al., 2015), nous avons étudié l’impact de l’agoniste de VPAC2 sur cette 
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population T régulatrice. 15 jours après l’immunisation, le pourcentage en lymphocytes Treg 

CD4+CD25+FoxP3+ est significativement augmenté au sein des ganglions lymphatiques 

drainants des souris traitées par l’agoniste. De la même manière, la proportion en lymphocytes 

T CD69+CD4+ est significativement augmentée. Ces deux élévations sont en adéquation avec 

les résultats de l’étude de Radulovic (Radulovic et al., 2012). En effet, ils ont démontré que le 

transfert de lymphocytes T CD4+CD69- à des souris Rag-1-/- provoque une exacerbation de la 

gravité d’une colite ulcéreuse induite par le dextran sodium sulphate. L’aggravation de la 

maladie est due à une plus faible induction de la population des lymphocytes Treg FoxP3+. 

Durant la phase tardive de la maladie, nous avons observé une diminution significative de la 

proportion des lymphocytes T CD4+CD69+ dans les ganglions lymphatiques ainsi que celle 

des lymphocytes Treg dans le thymus au cours de la phase tardive de la maladie. Ces résultats 

sont probablement la conséquence de la résolution de l’inflammation grâce au traitement par 

BAY55-9837.  

Tout cela suggère une phase d’immunisation moins efficace chez les souris traitées par 

l’agoniste de VPAC2 par rapport aux souris témoins. 

 

Dans l’optique de comprendre les mécanismes de BAY55-9837 au niveau du SNC, nous 

avons étudié l’expression en ARNm de différents médiateurs de la réponse immunitaire dans 

la moelle épinière durant la phase tardive de la maladie. La diminution significative des taux 

en ARNm de RORγT et d’iNOS ainsi qu’une tendance à la baisse des autres gènes pro- et 

anti-inflammatoires étudiés nous confirme l’efficacité moindre de la phase d’immunisation 

lorsque les souris ont été traitées par l’agoniste de VPAC2. De plus, les analyses 

d’immunofluorescence à partir de sections de moelle épinière ont montré une tendance à 

l’augmentation de l’aire positive pour le marqueur MBP chez le groupe traité, suggérant des 

processus de démyélinisation amoindris. Nous avons également observé une augmentation 

significative de l’aire positive pour le marqueur Iba-1, marqueur des macrophages/microglie, 

lorsque les souris ont été traitées par BAY55-9837. Les macrophages et/ou la microglie ont deux 

phénotypes différents : les macrophages/microglie pro-inflammatoires et anti-inflammatoires, 

caractérisés par l’expression respective d’iNOS et d’Arg-1 (Jiang et al., 2014). La diminution 

du taux en ARNm d’iNOS et l’augmentation de la proportion en macrophages/microglie Iba-

1+ suggèrent que le traitement favorise un phénotype anti-inflammatoire.  
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Dans les formes progressives de la SEP, les processus de neurodégénération 

prédominent ceux de l’inflammation. Pour déterminer si la diminution des processus de 

démyélinisation dans l’EAE induite par l’agoniste est seulement provoquée par la réduction 

de l’inflammation, nous avons utilisé le modèle toxique de la CPZ, indépendant de 

l’implication des lymphocytes T (Sachs et al., 2014). La CPZ induit la mort des 

oligodendrocytes matures aboutissant à la démyélinisation. Notre étude a démontré que 

l’administration de BAY55-9837 de façon systémique pendant 6 jours avant le sacrifice induit 

une diminution la destruction de la myéline par une augmentation de facteurs anti-

inflammatoires comme l’Arg-1 et l’IL-10 au cours de la phase de démyélinisation.  

Ces résultats sont résumés dans la figure suivante (Figure 14).  

 

En parallèle des processus de démyélinisation, des processus de remyélinisation sont 

mis en place, même s’ils ne permettent pas une remyélinisation complète. Au cours de la 

phase de remyélinisation, le traitement par l’agoniste de VPAC2 facilite ce phénomène par 

une augmentation significative du pourcentage de l’aire MBP+ au niveau du corps calleux et 

du cérébellum. L’arrêt de la CPZ permet aux oligodendrocytes précurseurs, caractérisés par le 

marqueur NG2, de se différencier en oligodendrocytes matures et d’induire la remyélinisation 

(Praet et al., 2014; Sachs et al., 2014). Par immunofluorescence, nous avons observé une 

diminution du pourcentage de l’aire NG2+ chez les souris traitées par rapport aux souris non 

traitées par l’agoniste de VPAC2. Ce résultat suggère que BAY55-9837 favorise cette 

différenciation et donc la remyélinisation. Enfin, l’étude du profil d’expression des gènes 

impliqués dans les processus de dé- et remyélinisation a montré que le traitement induit une 

baisse de facteurs pro-inflammatoires comme iNOS au cours de la phase de remyélinisation 

suggérant un soutien des processus de remyélinisation par l’agoniste de VPAC2. 
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Figure 14 : Schéma récapitulatif des effets potentiels de l'agoniste de VPAC2 au cours de l'EAE 

chronique 

CD: cluster of differentiation . CPA : cellule présentatrice d’antigène ; Th : lymphocyte Thelper; 
SNC : système nerveux central 

2) Perspectives	 

En perspective, il serait intéressant de disséquer les effets de l’agoniste de VPAC2 : 

- sur l’activité suppressive des lymphocytes Treg par des expérimentations in vitro de 

cocultures de lymphocytes T effecteurs et de lymphocytes Treg provenant de souris 

traitées ou non par l’agoniste ; 

- sur le phénotype tolérogène des cellules dendritiques par l’analyse des marqueurs de 

surface spécifiques (CMH de classe II, CD40, CD80 et CD86) de cellules dendritiques 

cultivées in vitro avec ou sans l’agoniste de VPAC2, par des expériences de 

prolifération in vitro de cocultures de lymphocytes T effecteurs et de cellules 
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dendritiques traitées ou non par l’agoniste. 

De plus, les mécanismes cellulaires et moléculaires dans les deux modèles au niveau 

du SNC restent à être explorés plus en détails par immunofluorescence en se focalisant sur le 

phénotype de différents types cellulaires du SNC (macrophages, astrocytes, oligodendrocytes, 

neurones…).  

L’effet de l’agoniste de VPAC2 sur les macrophages/microglie sera aussi étudié in 

vitro après stimulation avec du LPS en analysant la sécrétion de cytokines par ELISA mais 

aussi l’expression des molécules de surface spécifiques de chaque sous-population M1/M2 

(CD200, CD206, CD80, CD86…) par cytométrie en flux.  

B. L’étude	de	l’orexine	A	

1) Discussion	

L’étude réalisée avec l’orexine A a démontré la preuve de concept que 

l’administration systémique de l’orexine A pendant une courte durée (5 jours) de façon 

curative permet de diminuer significativement la gravité de l’EAE chronique (Figure 15).  

Fatemi et al. ont également démontré que l’orexine pouvait efficacement diminuer les 

symptômes de l’EAE (Fatemi et al., 2017b). Cependant, cette étude présentait plusieurs 

limites : 	

- les traitements utilisés étaient préventifs avec une durée de 20 jours après 

l’immunisation ;  

- l’administration en icv. n’est pas appropriée pour l’utilisation de ce traitement chez 

l’Homme.  

J’ai donc testé les effets curatifs de l'orexine A dans les processus inflammatoires à la 

périphérie et dans les processus neurodégénératifs au cours de l’EAE. Le traitement a été 

administré i.p. après l’apparition de la maladie durant seulement 5 jours. Nous avons choisi 

l'orexine A pour sa plus longue demi-vie par rapport à l’orexine B qui est plus rapidement 

métabolisé dans la circulation sanguine et pour sa capacité à se fixer sur les deux récepteurs 

OX1R et OX2R. De plus, des études ont démontré sa capacité de diffuser à travers la BHE 

(Kastin and Akerstrom, 1999). Cependant, d’autres prétendent que l’orexine A ne peut 

traverser une BHE intacte dans des conditions physiologiques (Fujiki et al., 2003). 

Cependant, dans un contexte inflammatoire après administration de LPS, la perméabilité de 

cette barrière est altérée et l’orexine A, administré de façon systémique, atteint le SNC 
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(Ogawa et al., 2016). La rupture de la perméabilité de la BHE, induite par la TP, permettrait 

donc à l’orexine A d’impacter les processus neurodégénératifs au cours de l’EAE.  

 

Cette étude a démontré que l’orexine A augmente le nombre total des lymphocytes T 

dans les ganglions lymphatiques drainants et diminue fortement le nombre de lymphocytes T 

CD4+ infiltrant la moelle épinière durant la phase tardive de la maladie. Cette accumulation 

périphérique pourrait être provoquée par un défaut du trafic des cellules immunitaires vers le 

SNC plutôt qu’une prolifération cellulaire excessive. En effet, l’étude de la prolifération par 

cytométrie en flux avec le marqueur Ki67 et par la restimulation par la MOG ex-vivo n’a 

montré aucune différence entre le groupe témoin et celui traité avec l’orexine A. Dans le 

même sens, les taux d’expression de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires sont 

diminués dans le SNC des souris traitées par l’orexine A, 21 jours après l’immunisation. Ces 

résultats suggèrent donc un défaut dans la phase effectrice et non dans la phase 

d’immunisation de la maladie.  

Nous avons observé une diminution du taux en TGF-β, molécule anti-inflammatoire, 

comme le reste des autres gènes étudiés, dans le SNC au cours de la phase tardive de la 

maladie. Cependant, Fatemi et al. ont reporté une augmentation de ce taux lorsque l’orexine A 

est administré de façon icv. Cette discordance peut être expliquée par les voies 

d’administration différentes ainsi que par les durées de traitement qui diffèrent pouvant 

conduire à différents mécanismes d’action de l’orexine A (Fatemi et al., 2016).  

 

Les astrocytes sont impliqués dans la pathogénèse de l’EAE. En effet, l’inactivation 

fonctionnelle de la voie NFκB de ces cellules (souris GFAP-IκBα-dn) provoque une 

diminution de la gravité de l’EAE avec une infiltration lymphocytaire moindre (Brambilla et 

al., 2014). De plus, les astrocytes sont les principales sources des deux chimiokines, l’IP-10 et 

le MCP-1, qui facilitent le recrutement respectif des lymphocytes et des monocytes (Mills Ko 

et al., 2014; Moreno et al., 2014). D’ailleurs, l’invalidation génétique de l’un des deux induit 

une diminution de la gravité de l’EAE démontrant leur implication dans l’amplification de la 

réponse immunitaire dans le SNC. En accord avec la diminution de la proportion de l’aire 

GFAP+ (marqueur des astrocytes), l’orexine A réduit les taux d’expression d’IP-10 et de 

MCP-1 suggérant une diminution de l’activation des astrocytes ce qui pourrait contribuer à la 

diminution de la gravité de l’EAE.  
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En plus des astrocytes, les cellules myéloïdes du SNC telles que les cellules 

microgliales et les macrophages infiltrés jouent un rôle important dans le développement de la 

maladie. D’une part, par la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, elles 

peuvent amplifier le recrutement des cellules immunitaires. D’autre part, ces cellules 

produisent également des cytokines anti-inflammatoires aidant à la résolution de la maladie. 

Comme mentionné précédemment, les macrophages/microglie possèdent donc deux 

phénotypes pro-inflammatoire de type M1 et anti-inflammatoire de type M2. Duffy et al. ont 

démontré que l’orexine A oriente in vitro la polarisation des macrophages/microglie vers un 

phénotype M2 avec une augmentation de l’Arg-1 (Duffy et al., 2015). Nous avons observé 

une diminution du pourcentage de marquage positif à la fois pour l’Iba-1 et pour l’Arg-1. 

L’orexine A induit donc une diminution de l’activation des macrophages/microglie et la 

réduction des cellules Arg-1+ pourrait corréler avec l’infiltration diminuée des cellules 

immunitaires avec l’orexine A.  

 

Nous avons également étudié les effets de l’orexine A au niveau des cellules 

myéloïdes périphériques. L’orexine A induit une augmentation du pourcentage de cellules 

CD11b+Ly6G+Ly6Clow. Ces cellules présentent une activité suppressive sur l’activation des 

lymphocytes T dans le contexte du cancer, mais leur rôle dans la pathogénèse de l’EAE reste 

controversé. Cependant, de nombreuses études démontrent leurs effets bénéfiques. Par 

exemple, ces cellules limitent l’inflammation dans la moelle épinière au cours de l’EAE en 

induisant l’apoptose des lymphocytes T (Moliné-Velázquez et al., 2011). De plus, lorsqu’elles 

proviennent de souris EAE, elles suppriment les réponses immunitaires de type Th1 et Th17 

spécifiques de l’antigène et ont un effet thérapeutique dépendent de l’expression de PD-L1 

(Ioannou et al., 2012). Il semblerait donc que l’orexine A diminue l’inflammation par 

l’augmentation du pourcentage des cellules CD11b+Ly6G+Ly6Clow qui présentent une 

capacité de co-stimulation moindre vis-à-vis des lymphocytes T.  

 

Enfin, nous n’avons observé aucun effet de l’orexine A sur les processus impliqués 

dans les phases de démyélinisation et de remyélinisation du modèle de la CPZ. Cela suggère 

que les effets de l’orexine A sur la démyélinisation pourrait être secondaire ceux sur 

l’inhibition des processus conduit par les lymphocytes T. Cependant, nous pouvons exclure 

que l’accessibilité de l’orexine A dans le SNC peut être moins importante dans le modèle de 

la CPZ par rapport à celle obtenue dans le modèle de l’EAE due aux différences de 
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perméabilité de la BHE. 

 

 

Figure 15 : Schéma récapitulatif des effets de l’orexine A au cours de l'EAE chronique 

CD: cluster of differentiation . CPA : cellule présentatrice d’antigène ; Th : lymphocyte 
Thelper; SNC : système nerveux central 

2) Perspectives	

Pour compléter cette étude, la phase effectrice au cours de l’EAE sera étudiée par : 

- des tests de perméabilité de la BHE : analyse des laminines au niveau de la moelle 

épinière par immunofluorescence ou encore analyse de la diffusion du colorant bleu 

d’Evans par injection systémique entre les souris traitées ou non avec de l’orexine A 

après induction de l’EAE ;  

- un transfert adoptif de lymphocytes provenant de souris traitées avec l’orexine A  pour 

déterminer leur statut encéphalogène; 
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- l’utilisation de souris transgéniques Cx3cr1+/GFP pour examiner l’implication de la 

macrophages/microglie à la suite du traitement avec l’orexine A au cours de l’EAE 

(Brifault et al., 2015). 	

L’absence d’effets de l’orexine A dans le modèle de la CPZ devra être confirmé par 

l’utilisation d’autres voies d’administration (intranasale ou icv.) permettant à l’orexine A 

d’accéder au SNC.  

Chapitre	2. Discussion	générale	

A. Limites	des	modèles	expérimentaux	

Pour rappel, le modèle d’EAE chez la souris est le plus couramment utilisé en raison 

de son faible coût, de l’expansion rapide des colonies et de la manipulation génétique facile. 

La peptide MOG35-55, émulsionné avec du CFA, est très encéphalitogène lorsqu'il est injecté 

en s.c. (et avec deux injections de TP aux jours 0 et 2) à des souris C57BL/6. Les souris âgées 

(plus de 9 semaines) développent une EAE chronique plus sévère. L'apparition de la maladie 

est similaire à celle de l'EAE aigüe mais, après le pic, le score clinique atteint un plateau. Les 

souris restent malades sans phase de rémission pendant au moins 20 jours. Ce modèle 

chronique mime la phase progressive de la SEP.	

Ce modèle présente de nombreux avantages grâce à ses similarités avec la 

physiopathologie humaine telles que l’implication du SI à la périphérie comme au niveau du 

SNC, les processus de neurodégénérescence, ceux de remyélinisation qui ne permettent pas la 

remyélinisation complète ou encore l’absence de rémission complète.  

La principale différence de ce modèle par rapport à la SEP est l’induction artificielle 

de la maladie par l’administration d’une émulsion de la MOG et de CFA ainsi que les 

injections de TP le jour de l’immunisation et deux jours plus tard. De plus, les lésions 

primaires sont induites par des lymphocytes T CD4+ auto-réactifs. Elles sont principalement 

dues à une dégénérescence axonale massive puis par une démyélinisation alors que les 

processus de démyélinisation sont minimes voire absent contrairement à ce qu’il se passe chez 

les patients atteints de SEP (Kim et al., 2006; Lassmann and Bradl, 2017; Nikić et al., 2011; 

Soulika et al., 2009). Chez la souris immunisée, la démyélinisation est principalement 

observée au niveau de la moelle épinière et de façon plus éparses dans le cerveau, alors que 

chez les patients, la démyélinisation est majoritaire dans le cerveau (Figure 16). 
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Figure 16 : Comparaison des zones de démyélinisation au cours de la SEP et de l'EAE, 
d’après Lassmann and Bradl, 2017, Acta Neuropathologica 

Le modèle de la CPZ est un modèle toxique permettant d’étudier la démyélinisation et 

la remyélinisation en absence d'inflammation. Comme mentionné dans l’introduction, la CPZ 

est un chélateur du cuivre qui provoque la mort spécifique des oligodendrocytes matures de 

façon très reproductible. Elle est additionnée au régime alimentaire de l'animal (nourriture ou 

eau de boisson). Son arrêt permet une remyélinisation spontanée. Ce modèle a été longtemps 

ignoré par la communauté scientifique étudiant la SEP à cause de l’absence de l’implication 

des cellules immunitaires, lymphocytes T et B, dans la pathologie. Cependant, il est 

maintenant utilisé pour cette raison permettant ainsi d’étudier les processus de 

démyélinisation et de remyélinisation présents dans les formes progressives de la SEP lorsque 

les mécanismes de neurodégénérescence prédominent ceux de l’inflammation (Sachs et al., 

2014). 

Au cours de ma thèse, j’ai étudié les effets de l’agoniste de VPAC2 et de l’orexine A 

dans ces deux modèles expérimentaux. L’utilisation des deux modèles complémentaires était 

nécessaire pour pallier les limites de chacun des modèles et ce qui nous permet d’obtenir les 
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mécanismes d’action de BAY55-9837 et de l’orexine A en fonction des composantes 

inflammatoires et neurodégénératives de la SEP. 

B. Limites	de	l’utilisation	de	molécules	peptidiques	comme	traitement	

Les traitements actuels de la SEP sont principalement des immuno-suppresseurs ou -

modulateurs administrés aux patients selon la forme et l’agressivité de la maladie. La 

première ligne de traitement (interféron β1, acétate de glatiramère, teriflunomide et 

diméthylfumarate) est utilisée chez des patients atteints d’une SEP moyennement active 

principalement pendant la SEP RR. Ces traitements présentent des effets secondaires listés 

dans le tableau 2 et deviennent inefficaces lorsque la maladie évolue. La deuxième ligne de 

traitement (fingolimod, alemtuzumab, daclizumab, natalizumab, mitoxantrone, ocrelizumab) 

est utilisée en cas de SEP progressive et lorsque ceux de la première ligne ne présentent plus 

d’effets. Ces traitements induisent des effets secondaires néfastes (Tableau 2) et ne sont plus 

efficaces lorsque les processus de neurodégénérescence s’amplifient.  

 

L’utilisation de neuropeptides (tels que VIP, PACAP et les orexines) présente un 

intérêt thérapeutique contre la SEP, mais aussi d’autres maladies autoimmunes comme la 

polyarthrite rhumatoïde ou la maladie de Crohn (Abad et al., 2001, 2003; Gonzalez-Rey et al., 

2006; Kato et al., 2004). En effet, dans le contexte de la SEP, leurs effets anti-inflammatoires 

et neuroprotecteurs modulent les composantes pro-inflammatoires et neurodégénératives de la 

SEP et de l’EAE. Cependant, ces neuropeptides présentent des fonctions pléiotropiques 

induisant des effets systémiques après leur administration in vivo (Delgado et al., 2004b; 

Tsujino and Sakurai, 2009; Vaudry et al., 2000). Pour une utilisation thérapeutique, il est 

nécessaire de cibler seulement l’un des récepteurs de ces neuropeptides afin de limiter les 

effets secondaires indésirables.  

Actuellement, les agonistes ou antagonistes présents sur le marché sont principalement 

des peptides. Le principal inconvénient de l’utilisation de ces peptides est leur sensibilité aux 

protéases présentes dans le sang induisant leur dégradation rapide. Pour augmenter la durée de 

demi-vie de ces peptides, des études ont cherché à développer des peptides plus résistants aux 

protéases. Par exemple, les composés acetyl-[Ala15, Ala20]PACAP38-propylamide et acetyl-

PACAP27-propylamide ont été développés à partir de PACAP et modifiés au niveau de sa 

partie N-terminale les rendant résistants à la peptidase dipeptidyle IV (processus protéolytique 
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majeur impliqué dans la dégradation de PACAP) (Bourgault et al., 2008) ou encore le peptide 

MPAPO est un recombinant dérivé de PACAP et spécifique pour le récepteur PAC1 (Ma et 

al., 2015) testé dans la réparation de la cornée et la sécheresse oculaire. De plus, une autre 

stratégie utilisée pour protéger les peptides de la dégradation est l’insertion du peptide 

d’intérêt dans des micelles ou des nanoparticules (Fernandez-Montesinos et al., 2009; 

Onyüksel et al., 2009).  

C. Perspectives	générales	

Présentement, la recherche de molécules non peptidiques est en cours grâce à la 

technique de criblage in silico. Notre équipe est en collaboration avec le Centre d’études et de 

recherche sur le médicament de Normandie (CERMN) qui dispose d’une chimiothèque de 

17 000 molécules permettant de cibler des molécules non-peptidiques avec les propriétés 

bioactives de VIP, de PACAP et de l’orexine A. Par la suite, des expériences in vitro devront 

être réalisées pour déterminer les activités agonistes ou antagonistes de ces molécules pour les 

récepteurs de ces neuropeptides. Au vu des résultats à partir des souris KO VPAC1 (Abad et 

al., 2016) et VPAC2 (Tan et al., 2015) ainsi que mes travaux de thèse, les molécules non-

peptidiques les plus intéressantes pour une utilisation thérapeutique pour la SEP seraient : 

- un agoniste du récepteur VPAC2 ;  

- un antagoniste et un agoniste du récepteur VPAC1 pour une combinaison séquentielle 

; 

- un agoniste des deux récepteurs OX1R et OX2R.  

 



173	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

VI. Conclusion	
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Conclusion		

Durant ma thèse, j’ai démontré que les neuropeptides, principalement VIP, PACAP et 

l’orexine A ainsi que leurs analogues peuvent être utilisés à visée thérapeutique contre la SEP. 

Pour commencer, j’ai démontré que l’agoniste de VPAC2, BAY55-9837, par 

l’administration systémique à court terme diminue significativement la gravité de l’EAE 

chronique accompagnée d’une forte réduction de l’infiltration des cellules immunitaires dans 

le SNC ainsi qu’une diminution de l’inflammation et augmentation de la proportion en 

microglie/macrophages dans la moelle épinière.  

Dans le modèle de la CPZ, l’administration de BAY55-9837 de façon systémique 

pendant 6 jours avant le sacrifice induit une diminution la destruction de la myéline par une 

baisse de facteurs pro-inflammatoires comme iNOS au cours de la phase de démyélinisation. 

De plus, il facilite la remyélinisation par une augmentation de facteurs anti-inflammatoires 

comme Arg-1 et IL-10 au cours de la phase de remyélinisation.  

Un article exposant ces résultats est en cours de préparation. 

En parallèle, l’étude réalisée avec l’orexine A a démontré la preuve de concept que 

l’administration systémique de l’orexine A pendant une courte durée (5 jours) de façon 

curative permet de diminuer significativement la gravité de l’EAE chronique. Nous avons 

observé une phase d’immunisation fonctionnelle. A la suite d’une stimulation à la MOG35-55 

in vitro, l’orexine n’a aucun effet sur la prolifération et sur la production cytokinique de 

cellules issues de ganglions lymphatiques drainants. Cependant, l’administration de l’orexine 

induit une phase effectrice limitée avec une réduction de l’infiltration des lymphocytes T 

CD4+ auto-réactifs, des taux en ARNm de cytokines et chimiokines et une baisse de la 

démyélinisation, de l’astrogliose et de l’activation microgliale au niveau du SNC.  

De plus, l’administration systémique de l’orexine pendant 6 jours ne semble pas avoir 

d’effet sur les phases de démyélinisation et remyélinisation du modèle de la CPZ.  

Un article présentant les résultats avec l’orexine A est en cours de soumission. 

En conclusion, pour combattre ces pathologies complexes telles que la SEP ou 

d’autres maladies autoimmunes et neurodégénératives. Il semble nécessaire de combiner 

plusieurs traitements de façon simultanée ou de manière séquentielle pour bloquer les 

différentes composantes de la maladie (inflammatoire et neurodégénérative dans le cas de la 

SEP).
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2ésu m é 

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie autoimmune inflammatoire et neurodégénérative du systè me nerveux 

central (SNC) chez le jeune adulte résultant d’une altération ciblée de la myéline. Les premiers symptômes de la SEP sont 

une détérioration cognitive, des vertiges, des douleurs, de la fatigue et une perte de la vision. En condition physiologique, 

les axones des neurones sont entourés par une gaine de myéline synthétisée par les oligodendrocytes permettant d’accélérer 

la vitesse de conduction des influx nerveux et de prévenir la mort neuronale. Le modè le expérimental le plus utilisé dans 

l’étude des mécanismes de la SEP est le modè le de l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE). Aprè s une 

immunisation contre la glycoprotéine oligodendrocytaire de la myéline 35-55 (MOG35-55), les lymphocytes T Cluster of 

differentiation (CD)4
+

 helper (Th)1 et Th17 auto-réactifs induisent une réponse inflammatoire aiguë  à la périphérie puis 

migrent dans le SNC. Ils provoquent alors une réponse inflammatoire dirigée contre la myéline, avec l’intervention des 

cellules myéloïdes. Cela aboutit à la destruction des gaines de myéline diminuant la vitesse de conduction des influx 

nerveux et une perte axonale, responsables des symptômes mentionnés précédemment. A l’heure actuelle, les traitements 

contre la SEP peuvent ralentir la progression de la paralysie et diminuer la sévérité ainsi que l’incidence des symptômes 

diminuant l’inflammation. En revanche, ils n’ont pas d’effets sur les formes progressives de la maladie au cours desquelles 

les processus neurodégénératifs s’amplifient et dominent ceux de l’inflammation. Il est donc nécessaire de trouver de 

nouvelles thérapies qui pourront à la fois bloquer l’inflammation et promouvoir la remyélinisation et la neurorégénération. 

Dans cette optique, de nouvelles cibles thérapeutiques ont émergé pour traiter la SEP : le Vasoactive Intestinal 

Peptide (V IP), le Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP), l’orexine A, leurs récepteurs ainsi que 

leurs analogues. En effet, ces neuropeptides présentent des activités anti-inflammatoires et neuroprotectrices. Mes travaux 

de thè se ont porté sur l’étude des effets d’un agoniste de V PAC2, l’un des récepteurs de V IP et PACAP, et de l’orexine A 

sur les processus inflammatoires et neurodégénératifs dans le modè le d’EAE ainsi que dans le modè le toxique de la 

cuprizone (CPZ), induisant la mort des oligodendrocytes matures et la démyélinisation indépendamment des lymphocytes 

T. 

Aprè s une immunisation contre la MOG35-55, un traitement systémique de court durée avec BAY 55-9837, un agoniste 

de V PAC2, diminue la sévérité de l’EAE chronique en diminuant la réponse inflammatoire à la périphérie avec une baisse 

de l’activation lymphocytaire, de l’activité de présentation antigénique des cellules dendritiques et des monocytes ainsi 

qu’une modulation de la population des lymphocytes T régulateurs. Au niveau de la moelle épiniè re, l’infiltration des 

cellules immunitaires est moindre et la proportion en microglie/macrophages est plus élevée aprè s traitement par l’agoniste 

de V PAC2. De plus, BAY 55-9837 diminue les processus de démyélinisation et favorise ceux de remyélinisation dans le modè le 

de la CPZ.  

En parallè le, l’administration intrapéritonéale à court terme de l’orexine A diminue drastiquement la sévérité de 

l’EAE chronique. Le traitement ne présente pas d’effet sur la phase d’immunisation de l’EAE mais limite la phase effectrice 

avec une diminution de l’infiltration des lymphocytes T CD4
+

, des médiateurs inflammatoires, de la démyélinisation, de 

l’astrogliose et de l’activation microgliale au niveau du SNC. Par contre, l’administration systémique de l’orexine A ne 

semble pas avoir d’effet sur les phases de démyélinisation et de remyélinisation au cours du modè le de la CPZ.  

Des perspectives prometteuses sont donc ouvertes pour le développement de stratégies thérapeutiques efficaces 

utilisant des neuropeptides et leurs analogues contre la SEP ainsi que d’autres maladies inflammatoires et/ou 

neurodégénératives.  
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