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Petit B, Giraudet F, Béchon C, Bardin L, Avan O, Boespflug-Tanguy O, Bégou M. Mice with a deletion
of the major central myelin protein exhibit hypersensitivity to noxious thermal stimuli: involvement
of central sensitization. Xéme Symposium National du Réseau Inserm de Recherche sur la Douleur,
Montpellier, France. March 2014.

Bégou M, Démosthenes A, Pereira B, Eschalier A, Daulhac-Terrail L. What are the strengths and limits
of mouse models of fibromyalgia, a meta-analysis of the literature? Xleme Symposium National du
Réseau Inserm de Recherche sur la Douleur, Marseille, France. March 2017.

Bégou M. Can chronopharmacology improve the therapeutic management of neurological diseases?
Autumn School of Translational Neuroscience, Julius-Maximilians-University of Wiirzburg, Germany,
November 4th and 5th 2022.

1.9.2. Présentations affichées
Six participations et 10 posters présentés dans des congrées nationaux et 16 participations et 30 posters
présentés dans des congres internationaux.
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2.1.Enseignement

2.1.1. Présentation chronologique de mon activité d’enseignement
J'ai commencé mon activité d’enseignement lors de mon post-doctorat au sein de I'’équipe GReD UMR
CNRS 6247-INSERM 931 en réalisant des vacations. J'ai tout d’abord repris en 2010 I'enseignement de
Neurodéveloppement (15h de CM et 2h d’ED) dans I'UE neurodéveloppement-Neurodégénérescence
en M1 Santé a 'UFR de Médecine de I'Université d’Auvergne (depuis intégré au M1 Biologie Santé,
parcours Biologie Intégrative et Physiopathologies a I'UFR de Biologie). J'ai ensuite assuré, pendant 2
ans, 2h de CM de neurobiologie générale en M2 « Technologie pour la Médecine » pour le méme UFR.

Lors de ma prise de poste en septembre 2013 en tant qu’ATER au laboratoire de Pharmacologie a la
Faculté de Pharmacie a I'Université d’Auvergne (UdA), se sont ajoutés aux enseignements de
Neurodéveloppement, les enseignements suivants :
- Enseignement de la pharmacologie des transmissions et pharmacologie thérapeutique en
pharmacie : 8h de CM en DFGSP2 (2éme année), 2h de CM et 2h d’ED en DFGSP3 (3éme année), 6h
d’ED en DFASP1 filiere Industrie (4éme année) et 4h de TP et 3h d’ED en DFASP2 filiere Industrie
(5éme année) ;
- Enseignement de la pharmacologie moléculaire en M1 Sciences du Médicaments : 25h de CM et
6h d’ED;
- Enseignement de la pharmacologie générale en N2 Sciences de la Vie Parcours Nutrition-
Pharmacologie : 6h de CM et 6h d’ED ;
- Encadrement de projets tuteurés sur le théme de la prise en charge pharmacologique de
différentes pathologies (choisies par les étudiants) en N3 Sciences de la Vie - Pharmacologie : 8h
d’ED.

NB : les heures d’ED et de TP sont a multiplier par le nombre de groupes encadrés qui est relativement
stable en pharmacie, mais qui ne cesse d’augmenter particulierement en licence Sciences de la vie.
Une description détaillée pour I'année 2022-2023 sera présentée dans le Tableau 1.

Depuis I'obtention de mon poste de MCF en 2014, je poursuis I'ensemble de ces enseignements
auxquels se sont ajoutés :
- en septembre 2017 6h de CM et 4h d’ED de chronopharmacologie en N3 Sciences de la Vie -
Pharmacologie
- en septembre 2018 2h de CM de pharmacologie générale en PACES (dorénavant en PASS -
Parcours Acces Santé Spécifique et LAS - Licence Acces Santé depuis 2020)
- en septembre 2019 1,5h d’ED de physiopathologie en N3 Sciences de la Vie - Biologie Cellulaire
et Physiologie
- en septembre 2021 16h d’ED d’UE Libre « médicaments et société » en N2 ou N3 de toutes les
formations de 'UCA
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Tableau 1: Service d'enseignement pour l'année 2022-2023

NB : I'effectif en N2 Sciences de la Vie parcours Pharmaco Nutrition peut paraitre élevé mais cette UE est
mutualisée avec les étudiants en LAS2 Sciences de la Vie et les N2 Chimie-Biologie. De méme I'effectif important
dans 'UE Z457AU01 « Conception nouveaux principes actifs » en M1 Sciences du Sciences du Médicament et des
Produits de Santé s’explique par la mutualisation de I'UE avec les filieres Santé en tant qu’UE optionnelle

participant a la validation d’un niveau M1. A l'inverse, le faible effectif en DFGSP2 (2éme année des études de

pharmacie) est lié a I'incapacité a remplir la promotion suite a la réforme PASS/LAS.

Volume
. . - _— Type de . .
Année Niveau Diplome Intitulé ] Nature Effectifs horaire
formation
annuel
ére A Adi -
PASS 1 a_r_l\nee des UE7 « L.e m‘edlca_ment E?e la Cours magistraux 600 2h
filieres conception a la dispensation »
Médecine
Maieuti - )
LAS aleu Iqu.e UE7 « L.e m\edlca.ment E?e la Cours magistraux 400 2h
Odontologie conception a la dispensation »
Pharmacie
ES-E Ph logi
DFGSP2 UES-EC8 « a'rrr'1aco ogie des Cours magistraux 76 8h
transmissions »
DFGSP3 UE7 Initiation recherche et Travaux dirigés 20 ah
bibliographie
UEL E(.:1 ¢ SFrategles anti- Cours magistraux 100 2h
Pharmacie infectieuses »
DFASP1 UE4 EC2 : Dossiers thérapeutiques Travaux dirigés 100 3
UE’Ind. spé.1 « Base’ rfecherche et Travaux dirigés 30-40 6
développement médicaments »
DFASP2 UE Ind. LC.3 « Découverte et Travaux dirigés 30-40 3
optimisation substance active » Travaux pratiques 30-40 8
Sciences de la Cours magistraux 170
N2 Vie parcours UE Z227CU12 « Pharmacologie
Pharmaco générale » Travaux dirigés 170 14
Nutrition
o UE 2327EU08 « Chronobiologie et . Cours magistraux 70 6
o . ) Formation
I ) chronopharmacologie animales » o Travaux dirigés 70 16
~ Sciences de la . initiale,
o Vie parcours UE 2327EU06 « Pharmacologie de la | présentielle
N Pharmaco communication intra inter-cellulaire Cours magistraux 70 2
»
N3 UE 2327FMO08 « Projet tutoré » Travaux dirigés 70 19
Sciences de la
vie parcours Travaux dirigés
Biologie UE Z326FU25 « Physiopathologie » & 60 3
Cellulaire/
Physiologie
Licence | Transversales UE Libre ZLGMZUl.‘,l ¢ Médicaments Travaux dirigés 33 18
et société »
UE .2457'.’-\U04 « Mise a nllveau Cours magistraux 10-20 9
Sciences du Biologie/Pharmacologie »
Médicament et UE Z457AU02 « Pharmacologie Cours magistraux 20 16
des Produits moléculaire » Travaux dirigés 12
de Santé UE Z457AUO1 « Concepti
M1 . «. oncep. on Cours magistraux 150 2
nouveaux principes actifs »
M1 Biologie- Cours magistraux 15
SanthoFl’gr?surs UE Z452BU09 «
Inté ragtive Neurodéveloppement - L 30
& . neurodégénérescence » Travaux dirigés L>
et Physio-
pathologies
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2.1.2. Thématiques enseignées
Les enseignements que j'assure, en grande partie sous forme de cours magistraux (CM), sont
progressifs dans le domaine de la pharmacologie, depuis les aspects trés moléculaires (pharmacologie
générale et moléculaire) ou concernant les transmissions des différents médiateurs (pharmacologie
des transmissions), jusqu’a un niveau plus intégré permettant de comprendre la pharmacologie a
I’échelle des pathologies (pharmacologie thérapeutique). Pour tous ces enseignements, je réalise
I'intégralité des documents pédagogiques/polycopiés de cours a destination des étudiants.

Une partie de ces enseignements s’adressent aux étudiants inscrits en 1°7, 26 et 3¥™¢ cycle des études
pharmaceutiques dans le cadre de la formation commune de base ou de la filiere industrie. Une
seconde partie importante de mes enseignements s’adresse aux étudiants du cursus LMD, notamment
les étudiants en N2 Sciences de la Vie Parcours Nutrition-Pharmacologie, en N3 Sciences de la Vie -
Pharmacologie, en M1 Sciences du Médicament et M1 Biologie Santé, parcours Biologie Intégrative et
Physiopathologies. Pour cette derniére formation, la thématique abordée n’est pas en rapport avec la
pharmacologie mais le neurodéveloppement comme décrit précédemment.

Tableau 2 : Evolution du volume d'enseignement sur les é derniéres années en fonction du type de cours et des filieres

Cours magistraux  Travaux dirigés Travaux pratiques  Total (h

Pharmacie Pharmacie Pharmacie ETD)
Licence Licence Licence
Master Master Master
2017-2018 11 31 12 198
18 31
43 16
2018-2019 6 15 8 174
18 44 (Congé
42 8 maternité)
2019-2020 18 15 8 202
17 50
42 13.5
2020-2021 14 15 8 218.5
16 80
42 7.5
2021-2022 14 11 8 223.5
17 81.5
42 7.5
2022-2023 14 15 8 202.5
16 56
42 13,5

2.1.3. Responsabilités pédagogiques
2.1.3.1. Responsabilité d’"UE

- Depuis 2017 : Responsable UE optionnelle « Neurodéveloppement et Neurodégénérescence » en
M1 Biologie Santé (3 ECTS)

- Depuis 2017 : Responsable UE « Chronobiologie et chronopharmacologie » en N3 Sciences de la Vie
- Pharmacologie (6 ECTS)

- Depuis 2018 : Responsable UE obligatoire « Pharmacologie Moléculaire » en M1 Sciences du
Médicaments (4 ECTS)

- Depuis 2018 : Responsable UE Libre N3 Sciences de la Vie - Pharmacologie (3 ECTS) (il s’agit
principalement d’un travail d’'information et de suivi des inscriptions des étudiants + coordination

avec les enseignants des autres UFR proposant des UE Libres)
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- Depuis 2020 : Responsable UE9-EC8 « Pharmacologie des transmissions » en DFGSP2 (1,5 ECTS)
Depuis 2021 : Responsable UE Libre transversale « Médicaments et Société » en N2 ou N3 de toutes
les formations de 'UCA (3 ECTS)

2.1.3.2. Participation a des comités de suivi de thése et des jurys de these

e Comités de suivi de thése de sciences
Jai été membre du Comité de Suivi Individuel de thése de Benoit BELIARD pour I'Ecole Doctorale
Cerveau-Cognition-Comportement (ED3C) de Sorbonne Université le 16/06/20.
Jai été présidente du Comité de Suivi Individuel d’Angélique BEVIA pour I'Ecole Doctorale Biologie
Santé (BS) de Bretagne Loire le 07/12/2021.

J'ai également participé au comité de suivi de thése de 2 étudiants de I'UCA (Cyril DJARI le 6 décembre
2018 et Nicolas SAROUL le 12 décembre 2019).

e Jurys de thése de pharmacie
2019 Hélene CHABROLLES L'hépatite B : Stratégies antivirales actuelles et a venir
2015 Laura DROCTOVE Utilisation thérapeutique des toxines de serpent : Focus sur le récepteur de
type 2 a la vasopressine

2.1.4. Pratiques pédagogiques
2.1.4.1. Utilisation de nouveau outils pédagogiques

- Depuis 2018, utilisation de WOOCLAP, systeme de vote interactif avec le smartphone que j'utilise
régulierement afin de dynamiser certains ED et ou d’évaluer en temps réel les connaissances ou la
compréhension des étudiants. Utilisation principalement pour les étudiants de Master 1 ou les
dossiers thérapeutiques en DFASP1. Pour cela, j'ai suivi une formation (3h) donnée par le Pole IPPA
(Ingénierie Pédagogie et Production Audiovisuelle) de notre université.

- Depuis mars 2020, réalisation de nouveaux supports et de nouvelles pratiques pédagogiques, pour
assurer la continuité pédagogique. La réalisation de PowerPoint sonorisés et de capsules de cours
enregistrées a été rendue possible grace a deux demi-journées de formation assurées par le pole
IPPA. Au cours de cette période, il a également été nécessaire de se familiariser avec |'outil de
conférence en ligne Teams utilisé depuis septembre 2020 pour un grand nombre de nos cours.

- A partir de septembre 2021, mise en place de I'approche par compétence (APC). L'UE de
Chronobiologie et Chronopharmacologie a été choisie comme UE pilote pour la mise en place de
I’'approche par compétence pour les étudiants de N3 Sciences de la Vie - Pharmacologie. Dans le
cadre de cette UE, c’est la compétence « exploitation de données a des fins d’analyse » qui est
évaluée (cf page suivante). Afin de mettre en place ce programme, j’ai suivi en juin deux demi-
journées de formation sur la thématique assurée par le pole IPPA.

La pédagogie, m’a toujours paru un point primordial de I'enseignement et de la transmission des

connaissances, c’est la raison pour laquelle j’ai suivi avant mon recrutement en 2013 le DU "Enseigner

dans le supérieur" alors proposé par I’'Université Blaise Pascal, Clermont 2. Depuis mon recrutement,
j’ai continué a me former régulierement et essaye d’appliquer le plus souvent possible les différents
outils disponibles.

2.1.4.2. Création et modification d'enseignements

Création de 'UE de Chronobiologie et Chronopharmacologie a la rentrée 2017, montée en
collaboration pour la partie chronobiologie avec le Dr Benoit SION, MCF de Physiologie a 'UFR de
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Pharmacie. Elle a pour objectif d’introduire aupres des étudiants des disciplines relativement récentes
prenant en compte l'influence des rythmes biologiques et notamment du rythme circadien dans la
physiologie, les pathologies et leurs prises en charge. Pour cette raison, nous avons pris le parti
d’orienter I'enseignement vers de l'initiation a la recherche, plutét que vers des cours théoriques
classiques. Ainsi, cette UE comporte 14h de CM servant d’introduction a 9h de travaux dirigés (TD) et
4h de travaux pratiques (TP). Concernant la chronopharmacologie que j'enseigne, 6h de CM
permettent d’introduire la démarche de prise en charge chronothérapeutique qui est ensuite mise en
application lors des 2 séances d’ED de 2h. Les étudiants sont guidés dans la conception de prise en
charge chronothérapeutique : lors du 1°" ED, I'exemple de pathologies respiratoires est travaillé avec
I’enseignant tandis que lors du 2" ED, les étudiants travaillent par groupe de 3 ou 4 sur des documents
issus d’articles traitant de pathologies qu’ils n’ont pas vues en cours de chronopharmacologie, mais
gu’ils ont déja étudiées lors de leur formation. Ce dernier travail est rédigé et noté dans le cadre du
contréle continu (CC) de I'UE. Cette structuration de I'UE a conduit a son choix comme « UE Pilote »
de mise en place de 'approche par compétence a la rentrée 2021. Il a été convenu que la compétence
évaluée serait « Exploitation de données a des fins d’analyse » du bloc de compétence n°2 décrit dans
la fiche 24530 du répertoire national des certifications professionnelles (RNCP) de Licence - Sciences
de lavie (https://www.francecompetences.fr/recherche/rncp/24530/). Dans ce nouvel objectif, le 2¢me
TD de chronopharmacologie et les TP de chronobiologie ont été modifiés pour constituer des

situations d'apprentissage et d'évaluation (SAE) ce qui a permis (en plus de la note de CC) d’évaluer
les compétences des étudiants. Aprés deux années de mise en place (cours au 1°" semestre), il est
possible de remarquer : 1) qu’il est extrémement difficile voire impossible d’évaluer individuellement
les étudiants lors d’un travail de groupe surtout lorsque I’évaluation se fait pour des groupes de TD de
40 étudiants issus d’'une promotion de 150 étudiants ; 2) qu’il y a une corrélation trés importante entre
la note de CC et I'évaluation de la compétence puis la note ce controle terminal, suggérant une
redondance de ces deux processus d’évaluation ce qui questionne l'intérét de ce nouveau mode
d’évaluation.

Création d’une UE Libre « Médicaments et Société » mutualisée pour toutes les licences a la rentré
2021 ayant pour objectif de permettre aux étudiants de discuter et de réfléchir sur la place du
médicament dans notre société afin de comprendre les positions extrémes retrouvées dans notre pays
avec a la fois une immense défiance mais également une consommation trés importante en
comparaison a d’autres pays voisins. Dans une 1% partie, des conférences thématiques permettent
une présentation générale du sujet d’un point de vue historique, scientifique, sociologique,
économique et philosophique. Il ne s’agit pas de faire un cours de pharmacologie mais d’échanger
avec les étudiants sur la place du médicament d’en notre société en défendant successivement la
position « pour » ou « contre » vis-a-vis d’une situation polémique (vaccination, mésusage, pilule
contraceptive, thérapie génique). Ces conférences sont animées pour trois d’entre-elles par moi-
méme, et trois autres conférences sont proposées par des enseignants spécialistes des thématiques
évoquées. Elles visent a préparer les ateliers d’argumentation (2°™ partie de I’UE) au cours desquels
deux groupes d’étudiants présentent puis échangent sur des sujets fixés en début d’UE en
concertation avec les étudiants (position « pour » ou « contre »). Il est bien entendu qu’il n’y a pas
forcément de bonnes positions, que les étudiants ne choisissent pas leurs positions en fonction de
leurs croyances personnelles, que le but de I'exercice n’est pas de convaincre ses camarades mais
d’étre capable en groupe de se renseigner sur une thématique, de préparer un argumentaire solide et
de se confronter a un avis opposé. Une grande partie de I'évaluation de I'UE est basée sur ces ateliers
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d’argumentation avec une part d’évaluation par les paires en utilisant une grille de notation préparée
sur Wooclap.

2.2.Encadrement d’étudiants et de personnels techniques

2.2.1. Etudiants
2.2.1.1. e Encadrement IUT
2012 Manon SAUVAGNAT (IUT Génie Biologique Option analyses biologiques et biochimiques, UdA).
Analyse de l'effet de I'Olesoxime sur la neuropathologie d’une souris transgénique

hypomyélinisée modéle de la maladie de Pelizaeus-Merzbacher

2017 Yan BONIN (IUT Génie Biologique Option analyses biologiques et biochimiques, UCA).
Caractérisation au niveau de la moelle épiniére des modifications histologiques induites par un
traitement immunosuppresseur dans un modele murin de sclérose en plaques.

2022 Juliette TERNAT (IUT Génie Biologique Option analyses biologiques et biochimiques, UCA).
Evaluation neuropathologique de l'effet de la lériglitazone dans un modéle murin de
dysmyélinisation d’origine génétique.

2.2.1.2. » Encadrement N3
2017 Clémence BARBEROT (Licence Sciences, Technologies, Santé, UCA). Evaluation des douleurs

somatiques et des comorbidités associées dans un modele de privation maternelle chez la
souris.

2021 Nathan METHIVET (Licence Sciences, Technologies, Santé, UCA). Evaluation cellulaire et
moléculaire du fingolimod dans deux modeéles murins de dysmyélinisation.

2.2.1.3. * Encadrement Master 1
2007 Soline ODOUARD (Master Physiologie et Neurosciences, UCB Lyon1l). Etude des phénotypes
moteur et douloureux des souris KPLP et PLOA _ Co-encadrement avec Jérédme BUSSEROLLES.
2007 Marie NERON (Master Santé, UdA). Phénotypage comportemental de souris transgéniques

modeles de patients porteurs de PLPpathies et de leurs meres transmettrices.

2008 Nathanaélle MONTANIER (Master Santé, UdA). Phénotypage comportemental de modeéles
murins de leucodystrophies dysmyélinisantes : au-dela des troubles moteurs.

2011 Pauline PARIS (Master Santé, UdA). Evaluation de I'impact d’un traitement chronique aux
neuroleptiques sur des souris porteuses d’une délétion du géne des protéolipoprotéines (PLP)
de myéline.

2014 Marie MAREMBERT (Master Sciences, Technologies, Santé Mention : Génétique et physiologie,
UdA). Analyse neuropathologique de I'effet d’un traitement a l'olesoxime chez des souris
présentant un trouble de la myélinisation.

2016 Mélissa CUMENAL (Master Sciences du Médicament, UdA). Analyse neuropathologique de
I’effet d’un traitement a I’'Olésoxime chez des souris présentant un trouble de la myélinisation

2017 Mathilde 1ZOULET (Parcours Personnalisé Recherche Pharmacie, UCA). Caractérisation
histopathologique des ganglions rachidiens dans un modéle murin de sclérose en plaques dédié
a I’évaluation des symptomes douloureux.

2022 Lauralie DEBARD (Master Sciences du Médicament, UCA). Evaluation des effets de I'extrait de
pépin de raisin dans un modéle murin de sclérose en plaques - Analyse comportementale et
protéique.
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2.2.1.4. ¢ Encadrement Master 2 Recherche

Elodie PICARD (Master Sciences du Médicament, UdA). Canaux Cav 3.2 : une opportunité
thérapeutique pour le soulagement des douleurs viscérales associées a une inflammation
intestinale a bas-bruit - Co-encadrement avec Christophe MALLET.

Amélie DEMOSTHENES (Master Sciences du Médicament, UdA). Etude de la douleur dans deux
modeles murins de sclérose en plaques.

Lucie BIHEL (Master Handicap Neurologique, Université PARIS-SACLAY). Mise en place d’un
protocole d’enregistrement de potentiels évoqués corticaux chez la souris et validation dans un
modele murin de dysmyélinisation et de dégénérescence axonale. Interne Médecine Physique
et Réadaptation, Financement Année Recherche CHU Clermont-Ferrand.

Nazarine MOKHTAR (Master Sciences du Médicament, UCA). Evaluation cellulaire et moléculaire
de molécules neuroprotectrices potentielles dans deux modeles murins de dysmyélinisation.
Lauralie DEBARD (Master Sciences du Médicament, UCA). Evaluation des effets de I'extrait de
pépin de raisin dans un modéle murin de sclérose en plaques au niveau de la réponse immune
et inflammatoire précoce.

2.2.1.5. e Encadrement thése

2008-2012 Bérengere DEPIETS (Doctorat d’Université Spécialité Génétique et Physiologie, UdA).

Etude physiopathologique de modéles murins de leucodystrophies dysmyélinisantes et
approches thérapeutiques — Co-encadrant avec le Pr Odile BOESPFLUG-TANGUY (40%).

2015-2018 Amélie DEMOSTHENES (Doctorat d’Université Spécialité Sciences du Médicament, UCA).

2019-

Exploration physiopathologique du role du stress oxydant dans le développement des
douleurs neuropathiques dans deux modéles murins de sclérose en plaques — Co-
encadrant avec le Pr Alain ESCHALIER (40%).

2022 Maha MABROUK (Doctorat d’Université Spécialité Sciences du Médicament, UCA).
Evaluation de I'effet correcteur d’un extrait polyphénolique de pépins de raisin dans un
modele murin de sclérose en plaques. I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale —
These en co-tutelle avec la Tunisie, Co-encadrant francgais avec le Pr Laurence TERRAIL
(20%).

2.2.2. Personnels techniques

2010-2011 Céline GUERET, Ingénieur de recherche

Etude in vitro de I'effet des stratégies thérapeutiques développées dans le cadre du projet
européen FP7 LEUKOTREAT

2011-2013 Céline BECHON, Technicienne

Etude in vivo de I'effet des stratégies thérapeutiques développées dans le cadre du projet
européen FP7 LEUKOTREAT

2013-2014 Julie BARBIER, Technicienne

Analyse comportementale de l'effet d’un traitement a I'olesoxime chez des souris
présentant une dysmyélinisation.

2.3. Diffusion de la culture scientifigue

Jai participé a de nombreuses reprises a la Féte de la Science :
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- de 2008 a 2013, comme post-doctorante au sein de I'équipe GReD UMR CNRS 6247-INSERM
931;
- en 2014 et 2015, en tant qu’ATER puis MCF.

En 2014 et 2015, j'ai fait partie du Comité Local de Clermont du Mouvement Sciences en Marche (12
membres actifs et plus de 150 soutiens) - http://sciencesenmarche.org/fr/clermont/. Sciences en
Marche est une association créée en juin 2014 qui avait pour but de sensibiliser I'opinion publique et
notre représentation nationale aux enjeux de I'enseignement supérieur et de la recherche pour notre
société, notre économie et nos valeurs culturelles. Les principales actions menées par le Comité Local
Clermont ont été :

- une montée au sommet du Puy-de-Déme par le chemin des Muletiers regroupant plus de

200 enseignants chercheurs et chercheurs clermontois suivi d’ateliers de sensibilisation a la

Science réalisés au sommet du Puy-de-Dome le samedi 11 octobre 2014 ;

- la participation a I'arrivée nationale du mouvement Sciences en Marche a Paris le 11

décembre 2014 ;

- la participation active au « Village de la Lumiere », organisée par Astusciences les 9 et 10

octobre 2015, Place de la Victoire a Clermont-Ferrand dans le cadre de la Féte de la Science ;

- la communication locale sur les enjeux de I’enseignement supérieur et de la recherche

(https://www.lamontagne.fr/clermont-ferrand-63000/actualites/defendre-lenseignement-

superieur-et-la-recherche 11164048/).

Dans le cadre de mes activités de recherche décrite ci-dessus, j'ai recu a plusieurs reprises des
financements donnés par des associations de patients, ce qui m’a permis de présenter mes travaux de
recherche lors de journées de rencontre avec les patients et leurs familles :
- en 2009 et 2011 : Intervention au colloque ELA Familles/Chercheurs, Sévres, France ;
- en 2016 et 2017 : Portes ouvertes des laboratoires financés par la fondation pour I'aide a la
recherche sur la sclérose en plaques (Fondation ARSEP)
(https://www.arsep.org/library/media/other/Publications/La%20Fondation/Revue-Arsep-
2018.pdf, couverture et p12).
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Responsabilités collectives et administratives

3.1.Responsabilités collectives

3.1.1. Informations des lycéens aux filieres universitaires
Depuis 2018 participation annuelle aux salon Infosup puis Auversup pour les formations Pharmacie et
Sciences de la Vie ainsi qu’aux journée portes ouvertes de I'UCA pour 'UFR de Pharmacie.

3.1.2. Expertises
Expertise du projet "PHARMIFIELD" de I'appel a projets ASTRID ANR 2022.

3.1.3. Activités éditoriales
3.1.3.1. Evaluation des articles soumis dans des revues internationales

Je réalise régulierement (1 a 2 fois par trimestre) I’évaluation d’articles pour différentes revues
internationales dans le domaine de la douleur, de la pharmacologie ou plus généralistes dans le
domaine des neurosciences, de la biochimie ou de lI'immunologie: The Open Pain Journal,
Fundamental and Clinical Pharmacology, Neuroscience, Behavioral and Brain Functions, Biological
chemistry, Science Bulletin, Acta Biochimica et Biophysica Sinica, Journal of Neuroimmunology, Cell
Biology International.

3.1.3.2. Membre du comité éditorial de la Minute Recherche de 'UCA

Depuis avril 2022, je suis membre du comité éditorial de la minute recherche de 'UCA qui propose,
pour étre en prise directe avec la recherche de I'Université, la mise en ligne
(https://www.uca.fr/recherche/sciences-et-societe/la-minute-recherche) tous les 15 jours d’un

résumé vulgarisé d'une publication de moins de 6 mois réalisée par des membres de I'université.

3.1.4. Sociétés savantes et associations
- Membre de I'« International Association for the Study of Pain » (IASP) depuis 2014 ;
- Membre de la Société Frangaise de Pharmacologie et de Thérapeutique (SFPT) depuis 2014 ;
participation aux groupes de travail « Neuropsychopharmacologie » et « Recherche Translationnelle
en Pharmacologie », pour lesquels j’ai déja participé a la rédaction d’articles de revue (Sion and Bégou,
2021 ; Bouchenaki et al., Thérapie 2019) ;
- Membre de la Société Francaise d’Etude et de Traitement de la Douleur (SFETD) depuis 2014 ;
- Membre de la I’Association des Enseignants de Pharmacologie des Facultés de Pharmacie (AEPFP)
depuis 2014 et depuis la derniére AG du 26 novembre 2021 j’'ai été élue au CA de I’association en
tant que secrétaire adjointe en vue de me former pour devenir secrétaire de I'association lors du
prochain mandat ;
- Membre de I’Association pour le Soutien de la Pharmacologie en Région Auvergne (ASPRA).

3.1.5. Responsabilités au sein des structures scientifiques de I'lUCA
- Depuis 2010 : membre du Comité de Pilotage de I'Unité de Stabulation Animale de I’'UdA puis UCA ;
- Depuis 2012 : membre du Comité Scientifique du Centre d’Imagerie Cellulaire de I’'UdA puis UCA ;
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- Depuis 2016 Coordination de la rédaction et de la mise a jour de la déclaration d'utilisation d'0.G.M.
en milieu confiné a des fins de recherche pour I'équipe de recherche Pharmacologie Fondamentale et

Clinique de la Douleur (Inserm 1107, Neuro-Dol).
- Pour 2022 et 2023, membre du groupe de travail « Licences et Master » dans le cadre de
I’évaluation de I'UFR de Pharmacie par la commission de la Conférence Internationale des Doyens des

facultés de PHARMacie d'Expression Frangaise (CIDPharmEF).
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Dans le domaine de la schizophrénie, les recherches précliniques visant a étudier la physiopathologie
de la maladie et a développer de nouvelles approches thérapeutiques ont longtemps été élaborées a
partir d’animaux normaux soumis a des modifications neurochimiques induites par des traitements
pharmacologiques, ce qui a limité les extrapolations a la pathologie humaine. De plus, les atteintes
neurochimiques étudiées se sont longtemps limitées aux atteintes dopaminergiques, hypothese
physiopathologique dominante de la maladie depuis les années 1960 (Carlson and Lindqvist, 1963 ;
Creese et al., 1976). Dans ce contexte, I’équipe du Pr Marie-Frangoise SUAUD-CHAGNY dans laquelle
j’ai réalisé mon travail de thése, au sein de I'unité INSERM 766 Laboratoire de Neuropharmacologie
et Neurochimie, a entrepris le développement et la validation de deux modéles animaux de
schizophrénie dans la perspective d’investigations paralléles et comparées. Ce projet était précurseur
au niveau européen dans le développement de tels outils.

Au cours de mon DEA en 2003 puis de ma thése de septembre 2003 a novembre 2006, j'ai tout
particulierement participé a la validation d’'un modéle génétique de schizophrénie induit chez la souris.
Les principaux résultats obtenus au cours de cette période seront détaillés apres une présentation du
contexte scientifique.

4.1. Contexte scientifique

4.1.1. Hypotheéses étiologiques de la schizophrénie
La schizophrénie est la deuxieme cause de maladies psychiatriques apres la dépression, sa prévalence
(nombre de « cas » par habitant sur une période donnée) est d’environ 1% de la population avec une
légére surreprésentation chez les hommes comparés aux femmes puisque le risque ratio est de 1,4/1
(Khan et al., 2015). Le terme schizophrénie du grec « schizin » qui signifie fendu, et « phréné »
intelligence ou pensée est introduit par Eugene Bleuler en 1911. L’étiologie de la maladie semble
plurifactorielle puisque de nombreux facteurs de risque ont été identifiés sans qu’aucun d’entre eux
ne soit responsable seul du développement de la maladie. Elle semble trouver son origine dans
I'interconnexion complexe et pluriel (potentiellement différente d’un patient a un autre) entre des
facteurs de risque génétique et environnementaux avec pour ces derniers I'hypothése de deux
périodes a risque : la période périnatale et 'adolescence. Ces données suggerent ainsi que la
schizophrénie pourrait étre une pathologie neurodéveloppementale (Khan et al., 2015 ; Millan et al.,
2016). En tant que facteurs de risque génétiques, ont été mis en évidence de trés rares
polymorphismes de génes semblant avoir un impact clinique important ; tout comme un trés grand
nombre de polymorphismes semblant avoir un impact clinique mineur d’un point de vue individuel
mais un impact collectif important. Parmi les premiers, des variants impliquant les génes codant pour
les protéines neuréxine 1, neuréguline 1 ou DISC1 pour Disrupted in schizophrenia 1 ont été tout
particulierement documentés tandis que parmi les seconds certains polymorphismes du géne codant
la catéchol-O-méthyltransférase (COMT), le récepteur a la dopamine (DA) de type Ds, ou encore la
microdélétion 22g11.2 et le locus C4A du complexe majeur d’histocompatibilité ont été décrits (Owen
et al., 2004 ; Khan et al., 2015). Concernant les risques environnementaux précoces, il a été mis en
évidence une augmentation du risque de développer une schizophrénie pour les individus : 1) ayant
été exposés a un agent infectieux (dont le virus de la grippe ou de la rubéole) ou a des carences
nutritionnelles pendant le second trimestre de gestation, 2) ayant été exposés a des complications
obstétricales au cours de la grossesse (diabéte gestationnel ou incompatibilité rhésus foeto-
maternelle) ou au moment du travail (rupture prématurée des membranes, césariennes ou difficultés
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respiratoires nécessitant une réanimation). Enfin, concernant les risques environnementaux tardifs, il
a été rapporté une augmentation du risque de développer la maladie pour les individus exposés au
cours de I'enfance et/ou de I'adolescence a : 1) des stress psycho-sociaux (migration, vie urbaine,
maltraitance ou abus sexuel), 2) des traumatismes craniens, 3) des substances psychoactives (Fusar-
Poli et al., 2017).

La schizophrénie semble donc trouver son origine dans la répétition d’atteintes développementales
avec (Figure 1) :

- une premiére vague d’atteintes qui aurait lieu in utero et/ou dans I'enfance précoce (facteurs
génétiques et environnementaux précoces) qui provoquerait des anomalies du développement du
cerveau et ainsi fragiliserait I'individu ;

- une deuxiéeme vague d’atteintes qui interviendrait au cours de l'adolescence (facteurs
environnementaux tardifs) qui viendrait déstabiliser les fonctions neurologiques du patient et
engendrerait la phase prodromique de la maladie puis la décompensation vers la phase clinique.

Il est actuellement impossible de dire s’il existe un nombre d’atteintes minimal et suffisant pour
conduire au développement de la schizophrénie (Warner R, 1985 ; Millan et al., 2016).

Il est dorénavant reconnu que I'entrée de la maladie se fait par une phase prodromique ou prodrome
(signe ou symptome précoce ou annonciateur d’une pathologie) débutant généralement au début de
I’adolescence et se caractérisant par un déclin du fonctionnement cognitif et social. Cependant, c’est
trés généralement lors du premier épisode psychotique* que le diagnostic de schizophrénie est posé
en général chez le jeune adulte entre 15 et 24 ans chez 'homme et 25 et 34 ans chez la femme
(Jablenski, 2000). La schizophrénie se caractérise par une combinaison complexe de symptdémes
pouvant varier entre les patients, comme le formulait déja Eugéne Bleuler dans sa description
initiale de la maladie : « jappelle démence précoce schizophrénie parce que, comme j'espeéere le
montrer, la scission des fonctions psychiques les plus diverses est I'un des caracteres les plus
importants. Pour des raisons de commodité, j'emploie ce mot au singulier bien que ce groupe
comprenne vraisemblablement plusieurs maladies » (Bleuler, 1911). Il est néanmoins couramment
considéré que trois grandes catégories de symptomes sont caractéristiques (mais pas exclusifs) de
la maladie. Tout d’abord les symptomes positifs qui sont des comportements et pensées anormaux
parfois regroupés sous le terme troubles psychotiques incluant les idées délirantes, les hallucinations
(perception sensorielle qui procure la méme sensation immédiate de réalité qu’une perception réelle
en I'absence de stimulation externe) et le discours désorganisé. Ceux-ci sont souvent associés a, puis
au cours de I’évolution de la maladie remplacés par, des symptomes négatifs incluant le retrait social,
I’émoussement affectif (appauvrissement de la gamme et de I'intensité de I'expression des émotions),
I’anhédonie (incapacité de ressentir du plaisir) ou I'apathie (insensibilité, indifférence, absence de
réaction vis a vie de I'environnement). Enfin, bien que longtemps sous-considérés, les troubles
cognitifs sont présents dés la phase prodromique et tout au long de la maladie incluant notamment
des troubles du cours de la pensée et du langage ainsi que des troubles de I'attention et du traitement
de I'information (Kahn et al., 2013 ; DSM-5-TR, 2022). L’évolution de la maladie peut se faire vers une
récupération compléte a une persistance des symptomes, entrainant dans le dernier cas une
diminution de I'espérance de vie de prés de 20 ans en comparaison a la population générale
(McGrath et al., 2008). Les patients présentent alors de sérieuses difficultés dans la vie de tous les jours
(méme lorsque les symptomes psychotiques ont disparu) limitant leur capacité a travailler ou a vivre
seul de fagon indépendante (Khan et al., 2015).
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Figure 1: Schéma récapitulatif de U'hypothése neurodéveloppementale de la schizophrénie prenant en
compte les facteurs de risques et les processus physiologiques altérés ainsi que l'évolution de la
symptomatologie

Adapté de Warner R, 1985, Fusar-Poli et al,, 2017

Le diagnostic de la schizophrénie se fait généralement au début de I’dge adulte le plus souvent lors de
I'apparition des premiers épisodes psychotiques. Il intervient chez des individus ayant la plupart du
temps développé dés la fin de I'enfance ou le début de I'adolescence des altérations du comportement
appelée phase prodromique de la maladie. La schizophrénie suit alors un cours fluctuant avec des
épisodes d’exacerbation des symptomes psychotiques se superposant a d’autres symptomes plus
continus tels que le retrait social ou les troubles cognitifs.

La phase prodromique de la maladie se développerait chez des individus ayant subi des atteintes
développementales précoces dues a une susceptibilité génétique, des agressions (malnutrition,
infection) pendant le développement embryonnaire ou des complications au moment de la naissance
(césarienne, hypoxie). Ces atteintes viendraient perturber le développement du cerveau est ainsi
provoquer une fragilité chez ces individus ; fragilité qui resterait sans conséquence clinique (phase
prémorbide) si une deuxiéeme vague d’atteintes ne venait pas perturber le développement tardif.
L’exposition au cours de I'enfance a différents stress tels que la migration, la maltraitance, les abus
sexuel ou méme la vie en milieu urbain sont autant de facteurs de risque de développer la maladie
tout comme le sont au moment de I'adolescence la consommation de substances psychoactives
(tabac, cannabis) ou I'isolement social. Ces facteurs de risque tardifs perturbent la maturation du
cerveau et notamment des aires corticales entrainant des troubles de la myélinisation, un élagage
synaptique excessif ou encore une diminution de la plasticité. Ces perturbations sur un cerveau ayant
déja subi des altérations précoces génerent des anomalies de plusieurs systemes de
neurotransmission (dopamine, glutamate et acide y-aminobutyrique (GABA)), une
neuroinflammation, un élargissement des ventricules et une réduction du volume de la substance
grise corticale ; anomalies responsables de I'apparition des symptémes cliniques. Contrairement aux
autres symptomes, les symptomes psychotiques seraient exacerbés par des facteurs de risque tels que
la consommation de substances psychoactives ou le stress.
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4.1.2. Prise en charge thérapeutique de la schizophrénie

Pendant de nombreuses années les maladies psychiatriques, et notamment la schizophrénie, ont
souffert de I’absence total de traitement. La prise en charge des patients se limitait alors a
I'internement au long cours. Cette situation est bien illustrée par cette phrase d’Etienne Esquirol (un
des plus célebres « aliénistes » francais, médecin en chef de la maison royale des aliénés de
Charenton), écrite en 1822 en préambules a la deuxiéme partie « Mémoires statistiques et hygiéniques
sur la folie » de son Tome Il Des maladies mentales considérées sous les rapports médical, hygiénique
et médico-légal : « une maison d'aliénés est un instrument de guérison, entre les mains d'un médecin
habile, c'est I'agent thérapeutique le plus puissant » (Esquirol, 1838). Mais dans la seconde moitié du
XXéme sigcle, une véritable révolution pharmacologique a lieu avec I'émergence des grandes
catégories de psychotropes proposant alors une alternative a I'internement des patients. Celle-ci a
tout d’abord eu lieu par sérendipité (capacité, aptitude a faire par hasard une découverte inattendue
et a en saisir |'utilité), notamment pour la découverte des neuroleptiques qui restent depuis les
traitements de référence de la schizophrénie. A la suite de la découverte qu’une famille de molécules
anti-histaminiques, les phénothiazines, possedent des propriétés sédatives, plusieurs molécules
développées notamment par le laboratoire Rhone-Poulenc sont testés en anesthésiologie. La
chlorpromazine est alors testée (en association avec d’autres phénothiazines) par Henri Laborit et
Pierre Huguenard des 1951 et provoque chez les patients une « tendance au sommeil » et un «
désintéressement du malade pour tout ce qui se passe autour de lui » ; ce dernier effet sera par la
suite nommé ataraxie (Laborit, 1951). Ces premiers résultats conduisent les Pr Jean Delay et Pierre
Deniker a tester cette molécule chez les patients de la clinique des maladies mentales et de I'encéphale
a I’hopital Sainte-Anne et de montrer son efficacité en monothérapie (Delay et al., 1952). En janvier
1955, la terminologie « neuroleptique » est proposée par J. Delay a I'académie nationale de
médecine et en 1957. Delay et Deniker présentent alors la définition de ce terme qui peut se résumer
en 5 critéres :

- action psycholeptique sans action hypnotique

- action inhibitrice a I'’égard de I'excitation, de |’agitation, de I'agressivité, réduction des états

maniaques

- action réductrice vis a vis de certaines psychoses aigués et chroniques et vis a vis des

psychoses expérimentales

- importance des manifestations psychomotrices, neurologiques et neurovégétatives

- prédominance d’action sur les centres sous-corticaux
A partir de ces travaux, de nombreux produits dérivés de la chlorpromazine ont été découverts et mis
sur le marché avec une cinquantaine de références de neuroleptiques dits typiques (i.e. répondant a
la définition de Delay et Deniker) appartenant a plus de dix familles chimiques différentes (une
quinzaine est encore commercialisée en France). Ces neuroleptiques typiques sont des antagonistes
des récepteurs de la DA principalement de type D,. Dont I'efficacité antipsychotique est corrélée au
taux d’occupation des récepteurs D;; un neuroleptique serait actif a partir d’un taux d’occupation de
65 a 70 % (Creese et al., 1976) (Figure 2). Ces médicaments ont permis de diminuer la durée des
hospitalisations et, lors de leur utilisation au long cours, de diminuer le risque de rechute et de ré-
hospitalisation. Cependant, ces médicaments présentent certains défauts. Premiérement, une partie
significative de patients (environ 30%) n’est pas améliorée par ces traitements. De plus, ces
traitements produisent des effets indésirables intolérables chez environ 5 a 10 % des patients ou tres
génants chez la plupart des patients. Enfin, si ces traitements améliorent la symptomatologie positive
de la schizophrénie, ils n’ont pas ou peu d’effet sur la symptomatologie négative.
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Par la suite, dans les années 80, de nouvelles molécules ont été développées, en s’éloignant un peu du
concept devenu trop rigide du neuroleptique décrit par Delay et Deniker impliquant dans la définition
de ces médicaments ses effets indésirables (importance des manifestations psychomotrices,
neurologiques et neurovégétatives) et en prenant en compte les nouvelles hypothéses
physiopathologiques impliquant d’autres neuromédiateurs que la dopamine (Carlsson et al., 2001).
C’est ainsi que de nouvelles molécules ont vu le jour, appartenant a la famille des neuroleptiques
atypiques ou neuroleptiques de 2°™ génération. Meltzer en 1991 a proposé de définir ces
neuroleptiques atypiques sur trois points :

- efficacité chez des patients résistants et sur les symptomes négatifs

- induction de peu ou pas d’effets extrapyramidaux (effets indésirables neurologiques pouvant

inclure une akatisie ou difficulté a rester immobile, une dystonie avec possible développement

de torticolis ou spasmes et le syndrome pseudo-parkinsonnien) et de dyskinésies (mouvements

involontaires linguo-bucco-faciaux) tardives aux doses thérapeutiques

- faible élévation de la prolactine.
A I'heure actuelle, en France sept neuroleptiques atypiques sont commercialisés : la clozapine -
LEPONEX®, la rispéridone - RISPERDAL®, I'olanzapine - ZYPREXA®, l'aripiprazole - ABILIFY®, la
quiétapine — XEROQUEL, la palipéridone — TREVICTA® et I'amisulpride — SOLIAN® (ce dernier ayant un
profil pharmacologique un peu particulier qui ne sera pas discuté ici). Le mécanisme d’action exact
des NL atypiques differe d’'un médicament a un autre. Tous les neuroleptiques atypiques ont
cependant une composante d’antagoniste D, associée a une ou plusieurs des caractéristiques
pharmacologiques suivantes : une relative spécificité des récepteurs D; et/ou D4 ; une activité
antagoniste pour les récepteurs a la sérotonine (5-HT) de type 5-HT,a et/ou une activité agoniste
partielle pour les récepteurs 5-HTia ; une activité antagoniste des récepteurs o;- et/ou as-
adrénergiques (Figure 2) (Horacek et al., 2006 ; Grinchii and Dremencov, 2020). Il semblerait que le
blocage des récepteurs 5-HT.a des neurones présynaptiques du striatum s’opposerait, par
augmentation de la libération de DA, au blocage post-synaptique dopaminergique au niveau de la voie
nigrostriée ce qui expliquerait la plus faible incidence des symptomes extrapyramidaux. Il a également
été suggéré que le blocage des récepteurs 5-HT»a pourrait étre responsable de I'effet bénéfique des
NL atypiques sur les symptomes négatifs par augmentation de la libération de DA dans le cortex
préfrontal (Miyamoto et al., 2005). Si depuis leur mise sur le marché, ces médicaments jouissent
d’une trés bonne réputation basée sur leur meilleure efficacité thérapeutique ainsi que sur leur plus
faible incidence d’effets indésirables notamment neurologiques ; des études récentes montrent que
les NL atypiques ne sont pas tous égaux devant leur efficacité clinique (notamment en ce qui
concerne les schizophrénies résistantes), et certains d’entre eux produisent des effets indésirables
au long cours au moins aussi invalidants que les effets neurologiques des neuroleptiques typiques
(Newcomer JW, 2005 ; Gardner et al., 2005). Ainsi, la prise de poids importante induite par ces
nouveaux neuroleptiques semble induire chez les patients le développement d’un diabéte ou
syndrome métabolique (association d’au moins trois problemes de santé ayant en commun un
mauvais métabolisme corporel pouvant inclure un taux d’insuline anormalement élevé, une
hypercholestérolémie, une hypertension, une hyperglycémie ou une insulino-résistance) et ainsi
augmenter le nombre de déces suite a des complications cardiovasculaires ou respiratoires. La
clozapine qui semble étre le neuroleptique atypique le plus efficace a pour inconvénient d’induire chez
1 a 3 % des patients une agranulocytose (disparition quasi-totale des granulocytes neutrophiles;
nombre de neutrophiles polynucléaires < & 500/mm?3) et chez 15 & 20 % une neutropénie (diminution
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du nombre de neutrophiles circulants - 500 a 1000 neutrophile/mm?3), restreignant trés fortement son
utilisation (Miyamoto et al., 2005).

Contemporary Future
Typical Atypical Atypical

Antipsychotics Antipsychotics Antipsychotics

Figure 2 : Représentation schématique des cibles pharmacologiques des neuroleptiques
Extrait de Grinchii and Dremencov, 2020

(A) Les neuroleptiques atypiques sont presque exclusivement des antagonistes des récepteurs D2
dopaminergiques.

(B) Tous les neuroleptiques atypiques actuellement commercialisés sont caractérisés par une
propriété d’antagoniste des récepteurs 5-HT2a de la sérotonine, équivalente voir supérieure a leur
activité antagoniste des récepteurs D2 (a noter que I'ariprazole n’est pas antagoniste mais agoniste
partiel sur le récepteur D2). Certains sont également des agonistes partiels des récepteurs 5-HTia
(aripiprazole, clozapine, quetiapine) et des antagonistes aux récepteurs 5-HTc et 5-HTic a la
sérotonine (clozapine, olanzapine, risperidone) ; ou peuvent également étre des antagonistes des
récepteurs Hi a I’histamine (olanzapine, quetiapine) ou encore des récepteurs adrénérgiques de type
a1 (aripiprazole, clozapine, olanzapine, paliperidone, quetiapine) ou a» (clozapine, olanzapine,
paliperidone, quetiapine, risperidone).

(C) De nouvelles molécules sont en cours d’évaluation dont certaines avec un potentiel
thérapeutique double neuroleptique/antidépresseurs, tels que les agonistes des récepteurs 1 associé
aux traces d’amines (TAAR1), les agonistes des récepteurs Az2a a 'adénosine ou les antagonistes des
récepteurs H3 a I’histamine.

Ainsi, méme si les progres thérapeutiques sont indéniables, il reste encore de nombreux progres a
faire pour soigner I'intégralité des patients dans I'intégralité de leur symptomatologie. C'est la raison
pour laquelle de nombreuses équipes de recherche travaillent sur une meilleure compréhension de la
physiopathologie de la schizophrénie et le développement de modeles animaux les plus proches
possible de la maladie afin de tester de nouvelles stratégies thérapeutiques. C’est sur ce postulat de
départ qu’a reposé mon travail de thése que je vais vous présenter dans les chapitres suivants.

4.2. Principaux résultats

4.2.1. Lalésion néonatale de I’hippocampe ventral chez le rat ou rat Lipska.
Au cours de mon stage de DEA jai participé a I'implantation dans notre équipe du modele de lésion
néonatale de I'hippocampe ventral et a I'adaptation du protocole opératoire. Cette adaptation portait
notamment sur le protocole d’anesthésie afin d’améliorer le taux de survie des ratons opérés ainsi que
sur le protocole d’injection de I'‘acide iboténique. La caractérisation comportementale et
neurochimique de ce modele a ensuite été le travail de DEA puis de thése de Jean-Baptiste BERTRAND.
Nos travaux réalisés en parallele sur deux modeles animaux différents de la schizophrénie ont permis
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de mettre en évidence des anomalies neurochimiques différentes aboutissant a des troubles moteurs
similaires. Ces données complémentaires étayent I'’hypothese selon laquelle la schizophrénie ne serait
pas forcément une maladie strictement identique entre les patients mais la conséquence de voies
physiopathologiques différentes aboutissant a des troubles cliniques similaires.

Mon implication dans la mise en place du modéle m’a permis d’étre co-auteure dans l'article de these
de Jean-Baptiste BERTRAND.

Bertrand JB, Langlois JB, Bégou M, Volle J, Brun P, d'’Amato T, Saoud M, Suaud-Chagny MF. Longitudinal
MRI monitoring of brain damage in the neonatal ventral hippocampal lesion rat model of
schizophrenia. Hippocampus 20:264-278, 2010.

4.2.2. Lasouris déficiente pour la protéine STOP (STOP-/-).

Peu de temps avant le début de ma thése, une idée commencait a émerger selon laquelle la
schizophrénie pourrait étre la conséquence de défauts de connectivité neuronale en lien avec des
altérations synaptiques structurales et fonctionnelles (Mirnics et al., 2001 ; Owen et al., 2005) trouvant
leur origine tres tot au cours du neurodéveloppement. Le geéne DISC1 muté dans une forme familiale
de schizophrénie a été identifié comme codant une protéine interagissant avec les microtubules et les
protéines associées aux microtubules (MAP) suggérant gu’il pourrait exister dans la schizophrénie des
altérations au niveau du cytosquelette (Calicott et al., 2005).

A
(a) (b) & v (c)
EXONI kb, S 9
wild type & L
B Ao EY: allele d = o
B & éj_ N-STOP - s ¢ e -
X : " targeting wild type = 4 - “‘5 y
.l ATG Ev - construct ESTOP —— A
| A—- ]
NTR-LacZ pGK-neo PGK-TK
STOP /-
EV ATG BV EV '2.‘:2?.;‘ ' p-tub "
R e T O
] NTRLacZ pGK-neo El
(a) wild type STOP -/- wild type STOP --

Figure 3 : Suppression de la protéine associée aux microtubules (MAPé ou STOP) chez la souris (souris
STOP-/-)
Extrait de Andlrieux et al, 2002

(A) Fabrication des souris STOP -/-
(a) Organisation génomique du géne STOP montrant la délétion de I'exon 1.
(b) Analyse western blot de I’expression de STOP chez les souris sauvages et STOP -/- (anticorps
polyclonaux dirigés contre STOP 23C). Controéle avec anticorps dirigés contre la tubuline.
(c) Immunomarquage de STOP sur une coupe sagittale de cerveau de souris sauvage et STOP -
/- adultes (Barre, 5 mm).
(B) Analyse de la stabilité des microtubules au froid dans des cultures primaires de cellules neuronales
(a) et de cellules gliales (b) issues d’embryons sauvage et STOP -/-. Marquage des microtubules par un
anticorps dirigé contre la tubuline (vert) et contre les noyaux (Hoescht 33258, bleu) (Barres, 20 um).

23



Activité de recherche pendant la theése

En accord avec cette hypothése, Shimizu et al.,, ont montré en 2006 une association entre la
schizophrénie et des polymorphismes du gene MAP6 qui code une MAP également appelée protéine
STOP (Stable Tubulin Only Polypeptide). L’invalidation de Mapé6 chez la souris (souris STOP-/-) avait été
réalisée quelques années plus tot par une équipe grenobloise travaillant sur le cytosquelette afin de
déterminer le role de cette protéine (Figure 3). Lors de ce premier papier, I'équipe de Didier JOB a
montré que ces souris pouvaient représenter un modele tres intéressant pour étudier la schizophrénie
(Andrieux et al., 2002).

Au cours de ma thése j’ai tout d’abord réalisé "analyse comportementale des souris STOP-/- en
mesurant leur activité locomotrice dans différentes conditions ce qui a permis de montrer que ces
souris présentent une activité locomotrice spontanée augmentée pendant la phase nocturne du cycle
circadien. Cette hyperactivité est a rapprocher de I'activité générale caractérisée par des crises de
prostration ou d’hyperactivité et par une désorganisation des séquences normales de comportement
décrite dans le premier papier (Andrieux et al., 2002). Les souris STOP-/- présentent également une
sensibilité locomotrice accrue a des situations de stress aigu (nouveauté et injection de NaCl) et aux
effets stimulants de 'amphétamine. Ces anomalies locomotrices sont identiques a celles observées
dans un grand nombre de modéles animaux de schizophrénie ; elles sont généralement associées aux
symptomes positifs de la maladie et a une augmentation de la transmission dopaminergique dans les
systemes mésencéphaliques (Lipska et al., 2000 ; Gainetdinov et al., 2001). C’est la raison pour laquelle
une étude de la transmission dopaminergique a été réalisée en utilisant une technique d’électrochimie
in vivo chez I'animal anesthésié. Cette technique permet de mesurer dans une structure particuliere
(ici le striatum ou le noyau accumbens) l‘efflux de DA évoqué par des stimulations électriques du
faisceau médian du télencéphale mimant I'activité électrique physiologique. Il a ainsi pu étre montré
que les souris STOP-/- présentent une hyper-réactivité des efflux évoqués de DA sans modification de
I'efflux basal (Figure 4). Ces altérations affectent le systeme DA mésolimbique, impliqué dans les
processus de récompense et de motivation, sans toucher le systéme DA nigro-strié, impliqué dans le
contréle moteur.

L’étude mécanistique montre que I’hyper-réactivité de I'efflux de DA chez les souris STOP-/- est due a
une augmentation des capacités de libération tandis que les mécanismes de recapture et
d’autorégulation sont normaux ou renforcés. Ces altérations neurochimiques sont en accord avec les
modeles théoriques de la schizophrénie et les données indirectes d’imagerie cérébrales chez 'Homme
qui suggérent que la schizophrénie implique une réponse DA exacerbée aux stimulations sans
augmentation de I'imprégnation DA basale (Breier et al., 1997 ; Abi-Dargham et al., 1998 ; Martinez et
al., 2003). Enfin, nous avons montré que la plupart des troubles moteurs des souris STOP-/- sont
sensibles a un traitement chronique aux NL ce qui renforce I’hypothése selon laquelle ces souris
miment des altérations comportementales associées a la schizophrénie.

L'ensemble de ces travaux a été publié dans The Journal of Neurochemistry.
Brun P, Bégou M, Andrieux A, Mouly-Badina L, Clerget M, Schweitzer A, Scarna H, Renaud B, Job D,
Suaud-Chagny MF. Dopaminergic transmission in STOP null mice. J Neurochem. 2005 Jul;94(1):63-73.
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Figure 4 : Relation entre lefflux de dopamine (DA) et les stimulations électriques dans le noyaux
accumbens (NAcc) et le striatum de souris invalidés pour la protéine associée aux microtubules 6 (STOP -

/-) et controles (W)
Extrait de Brun et al,, 2005

(a) Représentation des efflux de DA enregistrés chaque seconde a I'aide d’une électrode a fibre de
carbone mesurant des variations de courant d’oxydation (nA) dans le NAcc lors de stimulations
électriques de fréquences croissantes du faisceau médian du télencéphale. Grace au calibrage
préalable des électrodes, les variations de potentiel sont exprimées en variation de concentration de
DA (nM).

(b) Au niveau du NAcc, les efflux de DA évoqués par des stimulations de fréquences croissantes sont
beaucoup plus importants chez les souris STOP -/- que chez les souris WT (moyenne +/- SEM ; n=5-8 ;
ANOVA 2 voies et test post-hoc). Cette hyperactivité dopaminergique est confirmée en insert lors de
la comparaison du ratio de I'efflux de DA évoqué par une stimulation tonique (20 trains de 6 pulsations
a 15Hz, durée totale 20s) vs une stimulation phasique (4 Hz pendant 20s) ; la stimulation tonique
évoquant un efflux de DA 2 fois plus important que la stimulation phasique chez les souris STOP -/-
(moyenne +/- SEM ; n=5-8. ; test-t de Student).

(c) Au niveau du striatum, les efflux de DA évoqués par des stimulations de fréquences croissantes
sont identiques entre les souris STOP -/- et les souris WT (moyenne +/- SEM ; n=5-8 ; ANOVA 2 voies
et test post-hoc). De méme, la comparaison du ratio de I'efflux de DA évoqué par une stimulation
tonique vs une stimulation phasique ne montre pas de différence entre les génotypes.

Notre équipe a également participé en collaboration avec I'équipe de Grenoble a un essai
thérapeutique visant a tester, chez les souris STOP-/-, I'effet de I'épothilone D (un stabilisateur des
microtubules associé au taxol). Jai réalisé pour ce projet les études électrochimiques ainsi que
I"analyse de I'activité locomotrice spontanée ou induite. Cette étude a montré que le traitement a
I’épothilone D augmente le pool de vésicules glutamatergiques hippocampiques (dramatiquement
diminué chez les souris STOP-/-), améliore la plasticité synaptique hippocampique et améliore les
troubles de maternage ainsi que I'activité désorganisée présents chez les souris STOP-/- non traitées.
Cette étude suggere que des stabilisateurs des microtubules pourraient constituer une nouvelle piste
thérapeutique pour la schizophrénie.

Ce travail a donné lieu a une publication dans Biological psychiatry.

Andrieux A, Salin P, Schweitzer A, Bégou M, Pachoud B, Brun P, Gory-Fauré S, Kujala P, Suaud-Chagny
MF, Héfle G, Job D. Microtubule stabilizer ameliorates synaptic function and behavior in a mouse model
for schizophrenia. Biol Psychiatry. 2006 Dec 1;60(11):1224-30.

Comme chez I'"humain, certains troubles comportementaux apparaissent apres la puberté chez les
souris STOP-/-. En effet, contrairement aux souris adultes, les souris stop-/- prépubéres ne présentent
pas d’hyperactivité locomotrice au cours de la phase nocturne du cycle circadien ni d’hypersensibilité
locomotrice induite par un stress modéré (exposition a un nouvel environnement ou a l'injection de
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NaCl) (Figure 5). Ces résultats suggerent que l'activité désorganisée et la sensibilité au stress
apparaissent apres la puberté chez les souris STOP-/-. Nous avons également étudié la réactivité a
'amphétamine de ces souris et montré que tout comme chez |‘adulte, I’administration
intrapéritonéale (i.p.) d’amphetamine 3 et 5 mg/kg induit une hyper-réactivité locomotrice chez les
souris STOP-/-. Ces résultats suggérent que, contrairement aux souris adultes, les souris KO STOP
prépuberes présentent des changements subtils dans la transmission dopaminergique qui ne sont
révélés que lorsque le systeme dopaminergique est séverement stimulé. Enfin nous avons montré que
tandis que les souris adultes présentent une hyporéactivité locomotrice au MK-801 (un antagoniste
des récepteurs glutamatergiques de type N-méthyl-D-aspartate (NMDA)), les souris prépubéres
présentent une réponse similaire a celle des souris WT quelle que soit la dose utilisée. Ce résultat
suggere que la délétion du géne Map6 pourrait ne pas induire de perturbations majeures de la
neurotransmission glutamatergique avant la puberté ou que ces perturbations ne seraient pas
exprimées physiologiquement. En conclusion nous avons montré que de nombreuses altérations
comportementales n’apparaissent chez la souris STOP-/- qu’aprés la puberté. Cette caractéristique,
commune avec la pathologie humaine, n’est que rarement reproduite dans les modéles animaux
disponibles jusque-la ; tout comme l'identification d’une hypo-activité glutamatergique, confirmée par
une autre étude (Brenner et al.,, 2007), faisant des souris STOP-/- un modeéle particulierement
intéressant.

Juvenile mice

Adult mice

Circadian locomotor activity

(a) 1001 (b) o— Wild type (n=10)

—e— STOP +- (n=9)

STOP /-
Extrait de Bégou et al,, 2007

*+— STOP +- [n=8|

Figure 5 : Apparition post-pubertaire de
troubles comportementaux chez les souris
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(a) et (b) Activité locomotrice sur 24h des
souris STOP -/- et de leurs contréles (WT) en
période juvénile (4-5 semaines) ou adulte
(11-16 semaines) mesurée a l'aide d’un
appareil d’actimétrie a faisceau infrarouge
(Imetronic, France). A I’dge adulte, les souris
STOP -/- développent une hyperactivité
locomotrice durant la période nocturne
(p<0,05, ANOVA mesures répétées).

(c) et (d) Activité locomotrice des souris STOP
-/- et WT suite a leur placement dans un
nouvel environnement. A I'dge adulte, les
souris STOP  -/- développent une
hyperactivité locomotrice (p<0,01, ANOVA
mesures répétées).

(e) et (f) Activité locomotrice des souris STOP
-/- et WT suite a linjection de MK-801
(antagoniste des récepteurs NMDA) a la dose
de 0,2mg/kg. A I’dge adulte, les souris STOP -
/- développent une hyperactivité locomotrice
(p<0,01, ANOVA mesures répétées).

Ce travail a donné lieu a une publication dans Synapse.
Bégou M, Brun P, Bertrand JB, Job D, Schweitzer A, D’Amato T, Saoud M, Andrieux A, Suaud-Chagny

MF. Post-pubertal emergence of alterations in locomotor activity in stop null mice. Synapse. 2007
Sep;61(9):689-97.
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La schizophrénie étant une pathologie complexe associant des symptémes positifs, négatifs et des
troubles cognitifs, nous avons étudié les fonctions cognitives et sociales des souris STOP-/-. Nous avons
montré que ces souris présentent un déficit d’interactions sociales, des troubles de la mémoire de
travail et de la mémoire sociale associés a des altérations de I'apprentissage spatial. Nous avons
également montré que si les neuroleptiques semblent |égerement améliorer les déficits d’interactions
sociales, ils n"améliorent pas voir aggravent les troubles mnésiques (Figure 6).

Drug free mice NL treated mice
(@) —0— WVild type (n=8) (b) —C— Wild type (n=8)
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Figure 6 : Test de reconnaissance social chez des souris STOP -/- et leurs controles (WT) avec ou sans
traitement long-terme par des neuroleptiques (NL)
Extrait de Bégou et al,, 2008

(a) Chez des animaux contréles non traités aux NL, la 1¥"® présentation d’un congénére anesthésié (T1,
durée 3min) induit un fort comportement exploratoire (reniflement, contact avec les pattes) chez les
souris WT qui diminue au fur et a mesure des présentations du méme individu (T2 et T3, durée 3min,
intervalle de 12min). Ce comportement exploratoire important est retrouvé lors de la mise en contact
avec un nouveau congénére anesthésié (T4). Chez les souris STOP -/-, le niveau d’exploration est faible
dés T1 et n’évolue pas lors des présentations T2 et T3 ni lors de la présentation du nouveau congénére.
Les souris STOP -/- semblent indifférentes a I'interaction sociale.

(b) Chez les animaux traités aux NL (mélange dans I'eau de boisson d’halopéridol 0,5 mg/kg/j et de
chlorpromazine 5 mg/kg/j du jour de sevrage au jour de I'expérimentation), les souris STOP -/-
présentent un temps d’exploration a T1 identique aux souris WT et une diminution de ce temps au
cours des présentations T2 et T3. Le traitement aux neuroleptiques semble donc restaurer I'interaction
sociale chez les souris STOP -/-. Par contre, que cela soit pour les souris WT et STOP -/-, la présentation
d’un nouveau congéneére anesthésié ne génére pas de rebond dans I'exploration sociale suggérant un
effet négatif des neuroleptiques sur la reconnaissance sociale y compris chez les animaux controles.
# p<0,05, test de Newman-Keuls en comparaison a T1); § p<0,05, test de Newman-Keuls en
comparaison a T3 ; * p<0,05 and ** P<0,01, test t de Student non apparié en comparaison des souris
WT pour un méme essai.

Ces résultats sont en accord avec des études réalisées dans d’autres laboratoires montrant que les
souris STOP-/- présentent des perturbations de comportements complexes incluant une réduction
importante des capacités de maternage et de confrontation sociale dans des conditions agressives,
des déficits sensori-moteurs et des performances amoindries dans des taches de reconnaissance
d’objet et de conditionnement (Andrieux et al., 2002 ; Fradley et al., 2005 ; Powell et al., 2007,
Bouvrais-Veret et al., 2007). Le dysfonctionnement social et cognitif étant considéré comme une
caractéristique centrale de la schizophrénie, nous proposons que les souris STOP-/- représentent un
modele tres intéressant pour comprendre la neurobiologie de ces symptomes et pour développer des
stratégies thérapeutiques spécifiques.
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Ce travail a donné lieu a une publication dans Neuroscience.

Bégou M, Bertrand JB, Brun P, Volle J, Job D, Schweitzer A, Saoud M, d’Amato T, Andrieux A, Frangoise
Suaud-Chagny MF. The STOP null mice model for schizophrenia display cognitive and social deficits
partly alleviated by neuroleptics. Neuroscience 2008;157(1):29-39.

Le dimorphisme sexuel a été évalué et ce travail a montré que les résultats comportementaux
retrouvées chez les femelles STOP-/- sont légérement différents de ceux observés chez les males. En
effet, chez les femelles on ne retrouve pas |'hypersensibilité locomotrice aux stress modérés
(exposition a un nouvel environnement ou injection de NaCl). Par contre, comme les souris males, les
souris STOP -/- femelles présentent une hyper-réactivité locomotrice en réponse a I'administration
d’amphétamine mais pour des doses plus faibles (1 et 3 mg/kg vs 3 et 5 mg/kg). Ces résultats suggérent
que les souris STOP-/- femelles présentent des changements dans la transmission dopaminergique qui
ne sont révélés que lorsque le systéme est séverement stimulé. Il est important de noter que des
différences similaires entre males et femelles ont également été rapportées chez le rat ayant subi une
|ésion néonatale bilatérale de I’hippocampe ventral, (Black et al., 1998 ; Silva-Gomez et al., 2003) et
chez les patients schizophréenes (Canuso et al., 1998 ; Seeman and Lang, 1990). Malheureusement,
|'article présentant ces données n’a jamais été finalisé.

Enfin nous nous sommes intéressés a I'existence de possibles anomalies anatomiques au niveau de
I’hippocampe des souris STOP-/-. Nous avons ainsi réalisé un marquage immunohistochimique 1) de
différentes protéines de fixation au calcium i.e. la parvalbumine, la calrétinine et la calbindine ; 2) de
la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) diaphorase qui est un marqueur des
neurones exprimant I'oxyde nitrique synthase neuronale. Ces études préliminaires n’ont pas permis
de mettre en évidence de modifications du nombre de neurones marqués pour les protéines de
fixation au calcium au niveau de I'hippocampe. Par contre, j’ai pu montrer qu’en l'absence de
changement de volume de I'hippocampe il semblerait y avoir une diminution du nombre de neurones
exprimant la NADPH-diaphorase active dans I’hippocampe des souris STOP-/-. Cette étude anatomique
tres préliminaires a la fin de mon doctorat n’a pas été poursuivie par la suite.

4.3. Conclusion
La souris STOP-/- est un modéle animal ayant permis de démontrer que des anomalies du cytosquelette
peuvent entrainer des perturbations qui récapitulent des aspects de la schizophrénie. L'ensemble de mes
travaux de thése et les résultats obtenus par d’autres équipes ont permis de proposer la souris STOP-/-
comme un nouveau modele animal de la schizophrénie, potentiellement utile pour accroitre les
connaissances physiopathologiques sur la maladie et évaluer de nouveaux agents thérapeutiques. Bien que
ces travaux de théses remontent a bient6t deux décennies, les nouveautés concernant la prise en charge
thérapeutiques de la schizophrénie tardent a étre converti en médicament modifiant les conditions de vie
des patients. Les recherches actuellement reposent principalement sur le développement de nouvelles
molécules capables de modifier le cours de la maladie, les fameux « disease modifyers » en anglais qui ne
se limitent pas a corriger les symptdmes mais empéchent le développement de la maladie. En théorie ces
molécules devraient étre utilisées au cours de la phase prodromique afin d’empécher la bascule vers la
phase symptomatique (Millan et al., 2016). Les souris STOP -/- ont depuis été utilisées pour I’évaluation de
ces nouvelles molécules (Kajitani et al., 2010 ; Merenlender-Wagner et al., 2014 ; Gory-Fauré et al., 2021).
Malheureusement, jusqu’a présent aucune d’entre elle n’a été mise sur le marché et le tableau ci-dessous
représentant les caractéristiques des derniers antipsychotiques ayant recu une autorisation de mise sur le
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marché acceptée par la Food and Drug Administration (FDA) illustrent bien I'absence de disease modifyers,
voir de réelle innovation thérapeutique, dans les molécules récemment commercialisées. A tel point, que
sur les 7 molécules mises sur le marché américain, seule I'aripiprazole est actuellement commercialisée en
France malgré I'obtention d’'une AMM pour I'asénapine (2011), la lurasidone (2014) ou la cariprazine (2019)

(Tableau 3).

Tableau 3 : Mécanismes d'action et indication des neuroleptiques ayant récemment obtenus une

autorisation de mise sur le marché délivrée par la Food and Drug Administration (FDA)

Extrait de Orzelska-Gorka et al, 2022

N%;):zgod Aripiprazole Brexpiprazole Cariprazine Lurasidone Asenapine Lumateperone Pimavanserin
D3, 5-HT24 and 5-HT> D3, 5-HTza,
Da/D; partial Dz,-"[?; partial ;n]fﬁgonist o ) igl and fl:l;l] posts_vn‘nptic ST ;
D» partial agonist agonist ) 14 partial agonist 5 7 ) antagonist -HT,, and
a _Olf'list SHT artial 5HTy partial an affinity for antagonist Dy partial 5-HTac¢
. & . 1a partis agonist adrenergic an affinity for presynaptic inverse
Mechanism 5-HT14 partial agonist C .. . ki b :
. h = . low affinity for receptors—higher for adrenergic agonist agonist
of action agonist 5-HTaa antagonist ; . ..
5HT. oty 2 antagonist H; and 5-HT2a aac and slightly lower receptors —o 5HTza ) lack of affinity
t W ¢ 1 1]!' inity for H receptors for op and oeop and o) antagonist for DA
antagonis ;:; ?\d H:ei\; c;rorsl lack of affinity very low affinity for Dy, lack of affinity D; agonist receptors
1 1ecep forM receptors ~ 5-HTac, Hy and My for M SERT inhibitor
receptors receptors
:il:llérongl;.:ﬁl:m schizophrenia schizophrenia E—%“(Z_:l;];ltlef?mﬂ Parkinson’s
-~ X : unipolar schizophrenia depressive symptoms in - . . .
Indications unipolar 1 - - BD the 4 mixed and schizophrenia disease
depression depression acute mania ) (monotherapy an manic psychosis
P (adjunct) adjunct) . b
(adjunct) episodes)
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Lors de mon arrivée dans son équipe, le Pr Odile Boespflug-Tanguy, s’intéressait depuis de
nombreuses années déja aux maladies génétiques touchant la substance blanche du SNC ou
leucodystrophies. Son activité de recherche dans I'unité INSERM 384 Laboratoire de Biochimie
Médicale (futur GReD UMR CNRS 6247-INSERM 931) adossée a son activité clinique en neuropédiatrie
génétique au sein du CHU de Clermont-Ferrand I'avait conduit a mettre en évidence un continuum
clinique, appelé PLPpathies, au sein des maladies génétiques impliquant le géne codant les
protéolipoprotéines de myéline, PLP1 (Saugier-Veber et al., 1994). Pendant de nombreuses années, le
travail de I’équipe fiit principalement tourné vers lidentification de nouvelles mutations
responsables de leucodystrophies hypomyélinisantes* (Vaurs-Barriere et al., 2003), démyélinisantes*
(Fogli et al., 2002) ou de différentes formes de paraplégies spastiques* (Eymard-Pierre et al., 2006).
Puis I'équipe se mit a développer une nouvelle thématique orientée vers la thérapeutique des
leucodystrophies ; c’est sur cette thématique que j’ai été recrutée en 2006 en tant que chercheur
post-doctorant, notamment pour assurer I'analyse physiopathologique de souris transgéniques
modeles de PLPpathies et pour évaluer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ce travail de recherche
a été poursuivi jusqu’en septembre 2014 et mon recrutement en tant que maitre de conférences ; et
ainsi terminé aprés le changement d’équipe du Pr Boespflug-Tanguy vers I'équipe INSERM 676
Neuroprotect a I'Université Paris Diderot. Les principaux résultats obtenus au cours de cette période
seront détaillés apres une présentation du contexte scientifique.

5.1. Contexte scientifique

5.1.1. La myéline du systéme nerveux central
5.1.1.1. Fonctions

Dans le systeme nerveux central (SNC) la gaine de myéline est produite par les oligodendrocytes ;
son enroulement compact autour de segment d’axones appelés internoeuds est responsable de la
conduction saltatoire de I'influx nerveux (Hartline and Colman, 2007). La présence de la gaine de
myéline permet d’isoler électriquement I'axone ; ainsi le transfert de I'information nerveuse est trés
fortement accéléré (20 a 100 fois plus rapide), se propageant de noeud de Ranvier en nceud de Ranvier,
tout en économisant I'énergie nécessaire a ce transfert (Cohen et al., 2020, Nave and Werner, 2021)
(Figure 7).

Figure 7 : La vitesse de conduction nerveuse dépend du
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la gaine et la longueur des internceuds.
En effet, contrairement a la propagation de proche en proche, lors de la conduction saltatoire de

I'influx nerveux, les échanges ioniques permettant la propagation du signal sont concentrés au niveau
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du nceud de Ranvier et le besoin énergétique permettant le retour a I'équilibre ionique
(principalement par I'activation des pompes ioniques Na*/Ca** ATPases) est ainsi réduit car plus
localisé (Cohen et al. 2020) (Figure 8). Au niveau des axones non myélinisés, la vitesse de conduction
nerveuse est globalement proportionnelle a la taille de I’axone. Ainsi, la gaine de myéline permet une
vitesse de conduction rapide tout en conservant des axones de petite taille (Zalc and Colman, 2000).

\ Corps cellulaire neuronal
S| » - Internoeud
~~ \_,.) Neceud de de myeline

Ranvier —l /’J/,/

Axone Prolongement

Corps cellulaire de I'oligodendrocyte

Boucles Neeud de Myéline
paranodales Ranvier compactée

Figure 8 : Représentation schématique de la myélinisation dans le systéme nerveux central
Adapté d'Hudson et al, 2001

LOligodendrocyte myélinisant plusieurs sections d’axones, appelées internoeuds, séparés par des
portions dépourvus de gaine nommés nceuds de Ranvier. Au niveau du nceud de Ranvier, il y a une
concentration des échanges ioniques permettant la propagation saltatoire de I'influx nerveux.

La fonction de la gaine de myéline ne se limite pas a ses effets sur la conduction de I'influx nerveux.
Elle constitue également une enveloppe protectrice séparant I'axone du milieu extracellulaire ou
isolant les axones les uns des autres. La présence de la gaine de myéline permet alors de restreindre
la transmission éphaptique, c’est-a-dire la propagation du potentiel d’action d’'un axone activé a un
axone adjacent (Anastassiou et al.,, 2011 ; Kottmeier et al., 2020). De plus les oligodendrocytes
coopérent métaboliquement avec les axones ; ils sont notamment impliqués dans le transfert du
pyruvate/lactate qui nourrit le cycle de Krebs mitochondrial (Finfschilling et al., 2012, Lee et al., 2012)
ou I'hydrolyse du N-acétylaspartate produit par les neurones (Figure 9) (Moffett et al., 2007 ; Saab and
Nave, 2017). En effet, les oligodendrocytes s’associent aux astrocytes pour transférer, via des
transporteurs de monocarboxylate (MCT), les produits de dégradation du glucose (lactate/pyruvate)
vers les neurones ou ils sont utilisés comme substrat pour la production mitochondriale d'adénosine
triphosphate (ATP) (Funfschilling et al., 2012, Lee et al., 2012). L’apport de lactate au niveau des axones
dans un contexte de traumatisme de la moelle épiniére chez la souris adulte a montré une amélioration
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de la régénérescence axonale et de la récupération des capacités motrices, mettant en exergue
I'importance de cette fonction métabolique des oligodendrocytes pour le bon fonctionnement de
I’axone (Li et al., 2020). Parmi les réles métaboliques des oligodendrocytes incompletement élucidés
mais potentiellement trés intéressants, il est possible de citer le réle particulier que semble avoir la
catalase peroxysomale issue des oligodendrocytes dans la dégénérescence axonale (Figure 9). En effet,
la délétion de I'import de la catalase vers les péroxysomes au niveau de la gaine de myéline provoque
une axonopathie importante (Kassmann et al., 2007) alors que des altérations similaires dans les
neurones et les astrocytes restent sans conséquence axonale au moins chez la souris (Bottelbergs et
al., 2010). Autres découvertes récentes restant a explorer, l'identification de ’ARNm Fth1l comme un
des transcrits les plus exprimés dans la myéline du SNC (Thakurela et al., 2016). Il code une des sous-
unité lourde de la protéine de liaison au fer ferritine (FTH1/Fer1HCN) qui participerait au stockage du
fer dans un état non toxique et limiterait les dommages oxydants, I’axonopathie et la mort des cellules
neuronales durant le vieillissement (Mukherjee et al., 2020).

Les oligodendrocytes, en association avec les autres cellules gliales, semblent également
particulierement impliqués dans I’élimination des ions produits par les neurones notamment sur les
segments d’axone fortement éloignés du corps cellulaire (Marshall-Phelps et al., 2020 ; Neusch et al.,
2001).
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Figure 9 : Représentation des fonctions de
la gaine de myéline autres que la
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La myélinisation est un phénoméne complexe, régulée par de nombreux facteurs internes ou
externes aux oligodendrocytes. Au cours du développement, la myélinisation qui débute au cours du
58me mois de vie foetale chez ’homme et quelques jours (environ 11) aprés la naissance chez le rongeur,
est un phénomene massif pour lequel le moindre dysfonctionnement (anomalies génétiques,
prématurité, hypoxie, ..) peut avoir des conséquences trés graves et irréversibles sur le
développement neurologiques (Kaindl et al., 2009 ; Gilles and Leviton, 2020). Plus tard, a I’dge adulte
ce phénomene de myélinisation est beaucoup plus limité mais néanmoins actif. Il est le fait du
renouvellement des gaines préalablement formées (Almeida et Lyons, 2017, Bergles et Richardson,
2016 ; Yeung et al., 2014), mais également de la myélinisation de nouveaux axones trés souvent
impliquée dans I'acquisition de nouveaux apprentissages (Kaller et al., 2017, Monje, 2018).
L'importance fondamentale de la myélinisation, que cela soit pour un comportement moteur rapide
permettant d’échapper au prédateur ou pour I'amélioration des fonctions cognitives, est illustrée
par son role majeur dans I’évolution des vertébrés (Nave et al., 2021 ; Zalc et Colman, 2000). Ce
phénomeéne est d’ailleurs un des exemples d’évolution convergente ayant eu lieu indépendamment a
plusieurs reprises (au moins 5 fois dans le cas de la myélinisation) durant I’évolution des animaux
bilatériens (Nave and Werner, 2021). Enfin, un faisceau d’arguments récents, suggére une implication
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de la myélinisation dans les fonctions sensitives et notamment le développement de douleurs
chroniques. Cet aspect sera développé dans le chapitre 7. Projets de recherche p87.

5.1.1.2. Structure
La gaine de myéline est une structure cellulaire trés particuliere, obtenue lors de I'enroulement du
cytoplasme des oligodendrocytes formant plusieurs couches compactes de membranes gliales
(Masson and Nait-Oumesmar, 2023). Ceci a pour conséquence une composition trés riche en lipides
et en certaines protéines plus particulierement exprimées par les oligodendrocytes (Stadelmann et
al., 2019). Au niveau du SNC, un seul oligodendrocyte est capable de générer des internoeuds sur de
nombreux axones (jusqu’a 60) (Figure 8).

Parmi les protéines majeures de la myéline du SNC, une seule est spécifique de cette structure, il
s’agit de la protéine basique de la myéline (MBP). Comme son nom l'indique, cette protéine possede
plusieurs résidus basiques lui permettant d’interagir avec les charges négatives des phospholipides
membranaires. Ceci a pour conséquence le rapprochement des membranes adjacentes permettant
I’enroulement d’une gaine progressivement compactée (Aggarwal et al., 2013 ; Stadelmann et al.,
2019). Dans la gaine de myéline mature, MBP est la seconde protéine la plus abondante et le principal
constituant de la ligne dense majeure observable en microscopie électronique (Figure 10). Dans les
oligodendrocytes son niveau d’expression est limitant pour a la fois la biosynthese de la gaine de
myéline et son maintien (Popko et al., 1987, Meschkat et al., 2022). L’expression de MBP uniguement
dans les oligodendrocytes s’explique probablement par la toxicité de ces propriétés physicochimiques
pour les autres types cellulaires. Hypothéese supportée par la régulation trés précise de son expression
dans les oligodendrocytes : son acide ribonucléique messager (ARNm) est transporté tout au long du
prolongement cytoplasmique pour étre traduit en protéine uniquement au niveau de la zone
d’enroulement et de compaction de la gaine de myéline (Nave and Werner, 2021). A I'instar de MBP,
deux autres protéines sont spécifiquement exprimées dans les oligodendrocytes et la gaine de
myéline ; la protéine basique des oligodendrocytes associée a la myéline (MOBP) et I'opaline, mais la
fonction exacte de ces molécules n’est pas encore bien caractérisée (Yool et al., 2002 ; Yoshikawa et
al., 2016).

D’autres protéines ne sont pas spécifiques de la gaine de myéline mais y sont tres fortement
exprimées. C’est le cas des protéolipoprotéines comprenant les isoformes PLP et DM20 qui sont des
protéines hautement conservées au cours de I'évolution et constituant environ 50% des protéines de
la myéline du SNC avec une expression majoritaire de I'isoforme PLP dans le SNC adulte (Werner et al.,
2007). Elles appartiennent a la famille des lipophilines, protéines a 4 domaines transmembranaires,
basiques et hydrophobes. Elles sont capables d’interagir avec des acides gras et notamment I'acide
palmitique ce qui permet l'intégrations de ces protéines dans les feuillets lipidiques de la gaine de
myéline ol elles interagissent avec d’autres composants de la myéline tels que cholestérol, les
galactocérébrosides et les sulfatides pour composer les radeaux lipidiques (Figure 11).
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Figure 10 : Illustration schématique de la structure de la gaine de myéline.
Adapté de Werner et Jahn, 2010 et d’Aggarwal et al, 2013

La myéline compacte présente une ultrastructure périodique : elle est formée de I'apposition des faces
externes de deux membranes adjacentes par le biais des protéolipoprotéines (PLP), formant la double
ligne intrapériodique ; qui facilitent ensuite l'accolement des faces internes et I'extrusion du
cytoplasme par le biais de la protéine basique de la myéline (MBP), formant la ligne dense majeure ou
est également localisée la 2', 3'-cyclic nucléotide 3'-phosphodiesterase (CNP).

Les segments d’axone myélinisés sont accolés aux noeuds de Ranvier, sites de concentration des
canaux sodiques et d’initiation des potentiels d’action. A cet endroit, une zone de contact axone glie
spécialisée, la jonction paranodale, sépare I'espace péri-axonale internodale du milieu extérieur.
L’architecture moléculaire de la zone rappelle les jonctions synaptiques et s’appuie sur de nombreuses
protéines d’adhésion qui sont liées aux canaux sodique et potassique (dans la région juxtaparanodale).
La composante radiale contient la protéine de jonction serrée, claudin-11/oligodendrocyte specific
protein (OSP).

Caspr : protéine associée a la contactine Cntn : contactine Cx 29 : connexine 29
MAG : glycoprotéine associée a la myéline KCh et NaCh: canaux potassique et sodique
NF155/186 : neurofascine 155/186 NECL : nectine-like protein/synCAM

MOBP : protéine basique des oligodendrocytes associée a la myéline
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Ainsi, une des fonctions de PLP est d’enrichir la gaine de myéline en cholestérol ce qui donne une
plus grande flexibilité aux membranes de myéline adjacente leur permettant de glisser les unes contre
les autres lors de I'enroulement. Néanmoins, I'analyse des modeles transgéniques avec invalidation du
géne Plp1 ont montré que la présence de PLP/DM20 n’est pas nécessaire a la formation de la gaine de
myéline mais semble jouer un role trés important pour maintenir une compaction correcte de la
structure (Klugmann et al.,, 1997 ; Garbern et al., 1997). Par leur intégration transmembranaire,
PLP/DM20 seraient impliquées dans la compaction de la myéline par interaction protéique des
protéines PLP entre-elles au niveau de l'apposition des faces extracellulaires des membranes
myéliniques composant les lignes intrapériodiques (Figure 10). Les souris porteuses d’une invalidation
du gene Plpl présentent également une dégénérescence axonale suggérant un rble essentiel de PLP
dans la survie de I'axone et dans les interactions axones-oligodendrocytes mais il n’est pour le moment
pas possible de préciser si ce réle est primaire via une interaction PLP/axone ou secondaire a la
dysmyélinisation (Garbern et al., 1997, 2002 ; Griffiths et al., 1998 ; Wang et al., 2008). Cependant,
I'implication de PLP/DM20 dans I'inclusion membranaire de sirtuine 2 (SIRT2), une déacétylase NAD+
dépendante qui permettrait de maintenir la déacétylation de certaines protéines assurant la stabilité
des microtubules, renforce I'idée d’interactions directes entre I'axone et I'oligodendrocyte via PLP
(Werner et al., 2007). Ces interactions pourraient passer par une fonction neuroprotectrice de
PLP/DM20 dans le SNC des mammiféres, indépendant de sa fonction de compaction de la myéline
(Wang et al., 2008).
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Figure 11: Etapes de production de la protéolipoprotéine PLP de 'ARNm a la protéine transmembranaire
fonctionnelle
Extrait de Khalaf et al,, 2022

L’ARNm mature codant les protéolipoprotéines est transloquée dans le réticulum endoplasmique (ER).
Aprés cela, la protéine immature formée est transportée dans I'appareil de Golgi (GA), ou elle est
associée aux composants lipidiques de la myéline tels que le cholestérol, les galactocérébrosides et les
sulfatides pour former les radeaux lipidiques. Alors, ces radeaux sont entrainés en direction de la
membrane cellulaire pour former la gaine de myéline. PLP est une protéine fortement hydrophobe a
guatre domaines transmembranaires. Des acides palmitiques sont liés de fagon covalente a la protéine
au niveau des 6 résidus cystéine.
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De plus, si les protéolipoprotéines sont majoritairement exprimées dans la myéline du SNC, leur
expression a également été mise en évidence dans de nombreux autres tissus (avec des niveaux
d’expression bien plus faible). Au niveau du SNC, elles sont exprimées dans les cellules gliales
engainantes de I'épithélium olfactif, certains neurones du tronc cérébral, du cervelet et de
I'hippocampe (Bongarzone et al.,, 1999; Khalaf et al.,, 2022). Au niveau du systéme nerveux
périphérique (SNP), elles sont retrouvées dans les cellules de Schwann et les cellules satellites ; elles
sont également retrouvées dans des tissus non nerveux tels que le cceur, la thyroide, le trophoblaste
et le thymus foetal, la peau et les spermatogonies avec alors une expression majoritaire de I'isoforme
DM20. Le rble des protéolipoprotéines dans ces tissus reste néanmoins inconnu (Khalaf et al., 2022).
Enfin, d’autres protéines sont exprimées a différents niveaux parmi lesquelles nous pouvons citer : la
2',3'-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNPase), les connexines 29, 32 et 47, les protéines de
jonction serrée claudine 11 et 19 ou les protéines d’adhésion cellulaire de type immunoglobuline telles
que la glycoprotéine associée a la myéline (MAG) ou la protéine zéro de la myéline (MPZ). Cependant
les fonctions et la localisation de ces protéines ne seront pas développées dans ce travail.

5.1.2. Les PLPpathies, un continuum clinique d’atteintes de la substance blanche
associées a des anomalies du géne PLP1

Le terme leucodystrophie, du grec : « leukos » (blanc) « dys » (trouble) et « trophé » (nourriture),
regroupe un ensemble de maladies génétiques rares provoquant une atteinte primitive de la
substance blanche du SNC. Elles se caractérisent toutes par une atteinte de la myéline, et en fonction
de la nature de cette atteinte, différentes formes de leucodystrophies sont décrites. Les
leucodystrophies dysmyélinisantes pour lesquelles, la myéline d’abord formée correctement va étre
dégradée suite a un mauvais fonctionnement des enzymes du péroxysome (leucodystrophies
peroxysomales telles que I'adrénoleucodystrophie ou de I'adrénomyéloneuropathie), des enzymes du
lysosome (leucodystrophies lysosomales telles que la leucodystrophie métachromatique ou la
maladie de Krabbe) ou suite a une atteinte diffuse de la substance blanche n’affectant pas que la gaine
de myéline (leucodystrophies dites cavitaires telles que la maladie d’Alexander ou |’ataxie infantile
avec hypomyélinisation centrale). La seconde grande catégorie regroupe les leucodystrophies
hypomyélinisantes au cours desquelles, la gaine de myéline présente des anomalies dés sa mise en
place en fin de gestation et pendant la trés petite enfance. Dans certaine maladie, ou I'atteinte de la
myéline est trés précoce mais ne touche pas la quantité mais la qualité de la myéline, il est possible de
parler de leucodystrophie dysmyélinisante (Boespflug-Tanguy et al., 2008 ; Wolf et al., 2021).

Comme cela a été dit en introduction, I'’équipe du Pr Boespflug-Tanguy a été la premiere a mettre en
évidence un continuum clinique, appelé PLPpathies, au sein des maladies génétiques impliquant le
géne codant les protéolipoprotéines de myéline, PLP1 localisé en Xq22. Ce continuum s’étend des
formes les plus séveres de la maladie de Pelizaeus-Merzbacher (PMD), pour lesquels les patients
atteints ont un développement psychomoteur extrémement limité et une espérance de vie tres
réduite (déceés avant 10 ans), a la paraplégie spastique de type 2 (SPG2) pour laquelle les patients
apres une acquisition motrice quasi normale jusqu’a I'dge de 2 ans développent des troubles moteurs
tardifs tout en conservant une survie normale (Saugier-Veber et al., 1994 ; Khalaf et al., 2022). Cing
formes de maladie ont donc été définies en fonction du niveau des acquisition motrice du patient : 4
pour les différents niveaux de sévérité de PMD et un 5™ pour la SPG2 (forme 4). Les différentes
formes de PMD sont les suivantes : forme 0 aucune acquisition motrice, forme 1 tenue de téte, forme
2 tenue assise et forme 3 tenue debout/marche avec aide (Figure 12). La majorité des enfants atteints
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de PMD acquierent la tenue de téte, parfois la tenue assise et rarement la marche avec aide (Cailloux
et al., 2000). La maladie de Pelizaeus-Merzbacher (PMD) est la leucodystrophie hypomyélinisante la
plus fréquente avec une prévalence estimée a 1 naissance sur 400 000.

Clinical spectrum
I L | Connatal PMD Classic PMD EGE
| Form | 0 1 2 3 4
[Sewy ]
| Proportion of cases | 15-20% 60-70% 29
Genetic Intragenic sequence Gene Complete deletion
alterations variations duplication of PLPT gene
PLP1 PLP1 misfolding Physiolagical protein Absence of PLP1
modifications overexpression
. Gain of toxic Dose effects due to Loss of PLP1
RegesrHESKnE functions excess of PLP1 functions

Figure 12 : Classification clinique des PLPpathies
Extrait de Khalaf et al,, 2022

Les PLPpathies sont un continuum clinique de maladies allant de la forme la plus sévere de la maladie
de Pelizaeus-Merzbacher (PMD) a la paraplégie spastique de type 2 (SPG2) forme la plus modérée du
continuum. Pour chaque forme de PLPpathie, 'anomalie génétique la plus fréquemment retrouvée
est citée ainsi que la conséquence neuropathologique associée.

Les anomalies génétiques touchant le géne PLP1 sont nombreuses passant de la délétion a la
duplication (des cas de triplication ont méme été observés) en passant par un trés grand nombre de
mutations ponctuelles (la plupart spécifiques a une famille de patient). Malgré cette grande
hétérogénéité génétique, il est possible d’établir une corrélation génotype/phénotype relativement
fiable qui s’explique par les conséquences neuropathologiques provoquées par les différents types
d’anomalie génétique (Figure 12). Les mutations faux-sens dans la séquence codantes du gene PLP1
modifiant des acides aminés trés conservés de la protéine ou provoquant des protéines tronquées
avec de fort changements sur I'extrémité C-terminale sont responsables des formes les plus sévéres
de la maladie appelée formes connatales de PMD (PMD 0 et 1) retrouvées chez environ 15% des
patients (Figure 13). Les protéines mutantes s’avéerent toxiques pour les oligodendrocytes ; elles
déclenchent un stress du réticulum endoplasmique, I'activation de la réponse aux protéines non
repliées (UPR pour Unfolded Protein Response en anglais) et finalement la mort rapide des
oligodendrocytes par apoptose provoquant une hypomyélinisation tres sévere. A linverse les
mutations tronquantes (celles provoquant un décalage du cadre de lecture ou les mutations
nonsense) tout comme les délétions du gene sont responsables d’'une absence d’expression de la
protéine PLP (protéine non traduite ou rapidement dégradée). Comme cela a été dit précédemment,
I’absence de PLP n’est pas tout de suite délétére pour la formation de la gaine de myéline mais conduit
avec le temps au développement d’'une dégénérescence axonale. Ces mutations sont donc
responsables des formes modérées de la maladie (PMD 4) retrouvées chez 10% a 15% des patients
(Figure 13).
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Figure 13 : Répartition des mutations ponctuelles sur le géne PLA] et représentation schématique de la
sévérité du phénotype clinique provoqué
Extrait de Khalaf et al,, 2022

Les mutations ponctuelles sont colorées en fonction de la sévérité du phénotype clinique provoqué ;
ces mutations peuvent intervenir sur les 7 exons du gene PLP1. Les changements provoqués au niveau
de la séquence des acides aminés sont notés dans les cadres noirs adjacents.

Enfin, les duplications qui sont les anomalies génétiques les plus fréquentes (environ 70% des
patients) vont conduire a une surexpression des protéolipoprotéines. Ces derniéres sont déja
synthétisées en trés grande quantité au moment de la myélinisation ; elles deviendront alors toxiques
par séquestration avec le cholestérol et accumulation dans I'endosome tardif et les lysosomes ce qui
empéche le bon fonctionnement de [I'oligodendrocyte puis sa mort (et donc une forte
hypomyélinisation). Ces duplications sont ainsi responsables des formes 2 et 3 de la maladie, tandis
que les rares triplications seraient responsables de formes plus séveres (I’'accumulation toxique de
protéine étant probablement plus rapide) (Inoue et al., 2005 ; Khalaf et al., 2022).

Les traitements disponibles pour les leucodystrophies sont extrémement limités et aucun d’entre
eux ne permet de soigner définitivement la maladie. Les patients recoivent des médicaments
permettant de réduire certains de leurs symptomes : antiépileptiques, traitements de la spasticité. Les
patients développant des scolioses sévéres sont opérés et lorsque la pathologie progresse et que des
troubles séveres de la déglutition se développent, une gastrostomie (intervention consistant a réaliser,
au niveau de I'abdomen, un orifice faisant communiquer I'estomac avec I'extérieur, ici pour y adjoindre
une sonde d’alimentation) est réalisée. Pour certains patients, un régime cétogene (trés pauvre en
glucide et riche en lipide) est parfois mis en place avec une efficacité clinique difficile a évaluer. Depuis
qguelques années, la possibilité de thérapies géniques ou de thérapies cellulaires ont été évaluées dans
des modeéles animaux et parfois chez les patients avec pour certaines leucodystrophies (mais pas les
PLPpathies) des résultats trés encourageants (Bradbury and Ream, 2021). Les pistes et essais
thérapeutiques dans le cadre des PLPpathies seront décrits plus en détail dans la partie résultats et
perspectives de ce chapitre.
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5.1.3. Les modeéles animaux de PLPpathies
Comme pour d’autres maladies génétiques rares et notamment d’autres leucodystrophies, les
modeles animaux ont permis de significativement améliorer la compréhension de la physiopathologie
des PLPpathies. Les premiers modeéles animaux étaient des mutants spontanés tels que la souris
jimpy décrite pour la premiere fois en 1954, étudiée pour sa pathologie dysmyélinisante a partir de
1964 et pour laquelle une mutation ponctuelle sur le géne Plp1 a été identifié en 1986 (Phillips, 1954 ;
Sidman et al., 1964 ; Dautigny et al., 1986). Par la suite, d’autres mutants spontanés ont été identifiés
et étudiés chez la souris (jimpy 4j, rumshaker), le rat, le chien et plus récemment le singe (Khalaf et al.,
2022). En parallele, I'identification des anomalies génétiques chez les patients a permis de développer
des modeéles murins transgéniques possédant les mémes anomalies génétiques que les patients. En
1994 le laboratoire de Klaus Armin Nave a Gottingen développe deux lignées de souris surexprimant

66/66

le géne PIp1 : la lignée +PlpTg possédant a I'état homozygote 14 copies de Plp1 supplémentaires et

7272 nossédant a I'état homozygote 6 copies de Plp1 supplémentaires (Readhead et al.,

la lignée +PlpTg
1994). La premiere lignée développe une hypomyélinisation sévere et précoce associée a un déces
prématuré avant 3 mois mimant les formes sévéres de PMD (0-1) tandis que la seconde développe un
phénotype plus modéré mimant les formes modérées des PMD (2-3). Quelques années plus tard, la
méme équipe développera une souris présentant une invalidation du géne Plp1, |la souris PLP-/- ou Plp
null qui présente une myéline en quantité normale, mais de mauvaise qualité car mal compactée,
conduisant au développement d’une neurodégénérescence axonale secondaire (Klugmann et al.,
1997). Ce nouveau modele murin mime la forme la plus modérée des PLPpathies a savoir SPG2. Ces

modeles animaux seront plus détaillés dans la partie résultats de ce chapitre.

5.2.Principaux résultats
Lors de mon arrivée dans I'équipe en 2006 mon projet post-doctoral avait pour objectif d’évaluer sur

des modeles murins I'efficacité de stratégies thérapeutiques ciblées sachant que jusqu’a présent, les
PLPpathies en étaient dénuées. Tres rapidement, afin d’identifier d’autres stratégies thérapeutiques
potentielles, un deuxiéme objectif s’est ajouté, celui d’améliorer la compréhension de Ia
physiopathologie des PLPpathies via I'étude comportemental et anatomopathologique des modeles
des différentes formes cliniques. Afin de mener a bien ces deux objectifs, j’ai di aménager au sein de
I'unité de stabulation animale des facultés de Médecine et de Pharmacie une salle permettant
I’évaluation comportementale des 2 modeéles de souris transgéniques développées au Max Planck
Institut de Gottingen : la souris +PlpTg®/®® (appelé pour simplifier +PlpTg dans la suite du manuscrit)
et la souris Plp null avec inactivation du gene Plp qui modélise SPG2 (Griffiths et al., 1998 ; Klugmann
et al., 1997). La mise en place de ce projet a également nécessité le développement sur Clermont-
Ferrand de I’évaluation de la qualité de la myéline et de I'axone en microscopie électronique. Ce
développement a été réalisé en collaboration avec le CICS de la faculté de médecine. Afin d’obtenir le
savoir-faire nécessaire pour la réalisation technique et I'analyse des images obtenues j'ai été me
former une semaine a Strasbourg en 2007 dans le laboratoire du Dr Said Gandhour puis 3 semaines a
Goettingen en 2011 dans le laboratoire du Pr Klaus Armin Nave. Ces deux laboratoires maitrisant
parfaitement ces techniques depuis de nombreuses années.
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5.2.1. Développement de stratégies thérapeutiques pour les PLPpathies
5.2.1.1. Test de I’effet neuroprotecteur du peptide NX sur un modeéle de dégénérescence

axonale chronique héréditaire

Le premier développement de stratégie thérapeutique a été financé par une bourse de recherche
technologique attribuée par la région Auvergne dans le cadre d’une collaboration entre la société
NEURONAX® et I'équipe du Pr Odile BOESPFLUG-TANGUY pour 1 an.

La société NEURONAX® était une entreprise de biotechnologie émergente destinée a valoriser les
effets de peptides dérivés d’'une protéine exprimée pendant le développement embryonnaire et
faisant partie d’'une famille de molécules de la matrice extracellulaire ; la SCO-spondine (Brevet
INSERM/université d’Auvergne). Le peptide NX s’est avéré particulierement intéressant du fait de
son efficacité in vitro sur la croissance axonale et la fasciculation des neurones et in vivo sur des
modeles de traumatisme de la moelle épiniére (Gobron et al., 2000 ; données personnelles
Neuronax).

Le projet avait pour but de tester I'effet du peptide NX in vivo sur la dégénérescence axonale des
voies cortico-spinales observées chez les souris Plp null. Malheureusement, les résultats
comportementaux et histologiques n’ont pas permis d’apporter de résultats concluants sur
I'efficacité du traitement, et la courte durée du financement n’a pas permis de mettre en place de
nouveaux protocoles.

5.2.1.2. Identification de marqueurs d’évaluation in vivo et post-mortem de I'efficacité

des stratégies thérapeutiques

En paralléle de la mise en place de cette premiére étude thérapeutique sur les souris dysmyélinisées
j’ai participé a l'identification de marqueurs d’évaluation in vivo et post-mortem de I'efficacité de
ces stratégies. Dans ce but nous avons mis en place des techniques de quantification de I'atteinte
myélinique et de la dégénérescence axonale en imagerie de diffusion et en microscopie
électronique.

L’analyse en imagerie de diffusion de la moelle épiniére, réalisée sur un modele vertical 9,4 tesla
Avance DRX400 de la marque Bruker, a mis en évidence chez les males Plp null 4gés de 12 mois des
modifications des parameétres de diffusion au niveau de la moelle cervicale a la fois au niveau de la
substance blanche mais également de la substance grise. Ces anomalies de la diffusion semblent
corrélées aves des atteintes anatomiques mises en évidence lors d’étude post mortem sur les
mémes animaux a savoir : des troubles de compaction de la myéline associés a des boursouflements
axonaux dans la substance blanche et une dégénérescence des corps cellulaires neuronaux dans la
substance grise. Au cours de ce travail, j’ai travaillé en interaction avec la plateforme d’imagerie du
petit animal de I'INRA de Theix qui a réalisé les acquisitions imagerie par résonnance magnétique
(IRM) et service central de microscopie électronique de I'Université de Strasbourg qui a réalisé les
études en microscopie électronique.

Ce travail a donné lieu a une publication dans Neuroimage.

Ben Hassen W, Bégou M, Traore A, Ben Moussa A, Boehm N, Ghandour MS, Renou JP, Boespflug-
Tanguy O, Bonny JM. Characterisation of spinal cord in a mouse model of spastic paraplegia related
to abnormal axono-myelin interactions by in vivo quantitative MRI. Neuroimage. 2009 May 15 ;46(1)
:1-9.

Une étude similaire a été initiée chez les souris +PlpTg et les premiers résultats ont confirmés la
capacité de I'imagerie en diffusion pour quantifier I’hypomyélinisation sévere dans les faisceaux de
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substance blanche de ces animaux. Cette étude réalisée également au niveau de la moelle épiniere
cervicale a notamment permis de mettre en évidence pour la premiere fois des anomalies de
diffusion dans la substance grise des souris +PlpTg (Figure 14). Celles-ci pourraient étre provoquées
par des anomalies cellulaires importantes telles qu’'une diminution du volume tissulaire, une
prolifération astrocytaire marquée et une augmentation de la taille des mitochondries comme I'a
montré des études neuropathologiques réalisés chez les mémes animaux (Figure 15).
Malheureusement, I'étude d’imagerie n’a pas été terminée avant la fin de la thése de Wadie Ben
Hassen et ces travaux incomplets n’ont pas été publiés.

ADCy 3 um?/ms ADC: 15 um?/ms T2 100 ms B

Regions WwT +Plp1Tg
'). WM ADCy 130+ 006 133=009 NS
ADC | 017+ 005 044=008 =
0 0 0
3 um?/ms 15 pmi/ms 100 ms T2 47212 50.8= 09 *

GM ADCy 056+ 007 067009
ADGC | 044+ 007 068=0.09

T2 46520 37.9+1.2

i

Figure 14 : Cartes et quantifications d’ADC//, ADCL et T2 obtenues en imagerie de diffusion au niveau de la
moelle épiniére cervicale (C4) des souris WT et +PlpITg.
Données non publiées

0

A - Cartes d’ADC//, ADC. et T2 obtenues in vivo au niveau de la moelle épiniére cervicale (C4) des souris
WT et +PIp1Tg. Chaque carte paramétrique illustre un contraste significatif entre la substance blanche
et la substance grise.

B - Comparaison des coefficients de diffusion apparent (ADC) paralléle (//) et perpendiculaire (1), ainsi
que des temps de relaxation T2 dans la moelle épiniére cervicale des souris WT et +Plp1Tg (B). Les
résultats sont présentés en moyenne +/- déviation standard. Unités : um? pour les ADC et ms pour les
T2. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; NS : non significatif ; test ANOVA.

5.2.1.3. Stratégie de thérapie génique (morpholinos antisens) visant a diminuer

I'expression de PLP chez les souris +PlpTg

Ce projet d’abord financé par la fondation Neurodis, a ensuite été financé dans le cadre du projet
européen FP7 Health « Leukotreat ».

Le but de ce travail était de diminuer I'expression de PLP dans les oligodendrocytes des souris
+PlpTg. Lorsque ce projet a débuté, il n’existait pas de vecteurs viraux capables de cibler
efficacement les oligodendrocytes in vivo. C’'est la raison pour laquelle nous avions fait le choix de
tester les morpholinos developpés par la société Gene-Tools® comme stratégie de silencing
(Summerton and Weller, 1997). Les morpholinos sont des oligonucléotides antisens capables, par
leur analogie avec les acides nucléiques, de se fixer au site d’initiation de la traduction d’un géne
cible et de bloquer ainsi (par encombrement stérique) I'expression de ce géne. Les propriétés
structurales des morpholinos les rendent stables dans les liquides biologiques, tres affins pour leur
séquence d’acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc), extrémement soluble en solution
aqueuse, inactif vis-a-vis des protéines environnantes, simples et efficaces a délivrer en culture
(Summerton JE, 2007). Ces morpholinos ont montré une bonne biodisponibilité et une bonne
efficacité in vivo dans plusieurs modeles souris de maladies génétiques.
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Figure 15. Etude histologique de la substance grise de la moelle épiniére cervicale des souris sauvages
(WT) et surexprimant Plp7 (+PlpiTg)
Données non publiées

Sections de moelle épiniére cervicale de 700nm d’épaisseur de souris WT (A, C) et +Plp1Tg (B, D)
colorées au bleu de toluidine. La substance grise médiane a été photographiée en utilisant un
grossissement x4 (A, B) et x100 (C, D). Une hypomyélinisation sévere est observée chez les souris
+Plp1Tg tandis que les neurones semblent préservés.

Microscopies électroniques de la substance grise des souris WT (E-H) et +Plp1Tg (I-L). De nhombreux
faisceaux de petits axons bien orientés dans la direction rostro-caudale et fortement myélinisés sont
observés chez les souris WT ; les mémes faisceaux sont démyélinisés chez les souris +Plp1Tg. Quelques
axones en cours de dégénérescence avec des corps multivésiculaires sont observés chez les souris
+Plp1Tg. Grossissement x10 000 (E, 1), x25 000 (F, G, J, K), x60 000 (H) et x100 000 (L).

Illustrations des immunomarquages des principales cellules constituant la substance grise des souris
WT et +PlplTg, i.e. les corps cellulaires des neurones (NeuN), les astrocytes (GFAP), les
oligodendrocytes (CAll) et les cellules microgliales (Ibal) ; grossissement x4 pour NeuN et x20 pour
tous les autres marquages (M). Comparaison des densités cellulaires des principales cellules
constituant la substance grise des souris WT et +Plp1Tg (M). *p<0.05, test de Mann-Whitney.
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Dans un premier temps, nous avons testé I'efficacité du morpholino pour diminuer I'expression
d’une protéine rapporteur fluorescente verte (EGFP pour enhance green fluorescent protein en
anglais). Les premiéeres expériences in vitro dans un modeéle de culture primaire d’oligodendrocytes
issus de souris proPLP-EGFP exprimant donc ce rapporteur dans les oligodendrocytes (Mallon et al.,
2002) ont montré I'efficacité du produit. Puis, I'efficacité du morpholino pour diminuer I'expression
de PLP dans des cultures primaires d’oligodendrocytes issus de souris +PlpTg a été démontré. Les
premieres études in vivo, chez les souris proPLP-EGFP, ont montré qu’une injection unique de
morpholino dans le parenchyme du nouveau-né était capable en quelques jours de réduire
I’expression de I'EGFP au voisinage du site d’injection mais que la diffusion de I'effet était limitée.
Nous avons alors testé une formulation particuliere du morpholino développée également par la
société Gene-Tools® appelée vivo-morpholino. Il s’agit d’'un morpholino couplé a un peptide de
pénétration cellulaire (groupement guanidium) ce qui favorise sa diffusion in vivo. Nous avons testé
ce produit en paralléle in vitro sur culture primaire d’oligodendrocyte et in vivo par injection par voie
intrathécale et mis en évidence une forte toxicité de cette formulation pour les deux modes
d’administration. Devant les difficultés techniques rencontrés et le développement a ce moment-Ia
de vecteurs viraux capables de cibler efficacement les oligodendrocytes in vivo, I'approche de
thérapie génique par 'utilisation des morpholino a été arrétée.

5.2.1.4. Evaluation d’une nouvelle molécule neuroprotectrice le Tro19622 ou Olesoxime

dans nos deux modéles de souris transgéniques

Par la suite, mon projet s’est orienté vers |'évaluation de stratégie thérapeutique permettant de
ralentir le développement de la maladie sans cibler la cause génétique de celle-ci. Un premier projet
a été initié en collaboration avec la société Trophos dans le cadre du projet européen FP7 Health «
Leukotreat ». Le Tro19622 ou Olesoxime est une petite molécule découverte pas la société Trophos
ayant montré une forte activité de neuroprotection et de promotion de la croissance axonale dans
des modéles de cultures de motoneurones (Bordet et al., 2007). Cet effet neuroprotecteur a ensuite
été confirmé in vivo dans des modeles de sclérose latérale amyotrophique ou de douleur
neuropathique induite par le diabéte (Bordet et al., 2007 ; Bordet et al., 2008). Plus récemment, il a
été montré que I'olesoxime accélere la maturation des oligodendrocytes et favorise la myélinisation
in vitro et in vivo (Magalon et al., 2012). Bien que le mécanisme d’action exacte de ce composé ne
soit pas totalement identifié, il semble que son efficacité pourrait étre provoquée par I'inhibition du
pore de transition de perméabilité mitochondriale, un complexe multiprotéique formant un canal
au point de contact entre les membranes interne et externe des mitochondries, régulant I'apoptose
mitochondriale via la libération de calcium et de cytochrome c. Cette action est permise par
I'interaction de I'olesoxime avec le canal anionique voltage-dépendant (VDAC) et la protéine
translocatrice de 18 kDa (TSPO) deux composants essentiels du pore (Figure 16). Une autre action
potentielle de I'olésoxime serait de réduire la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) ;
VDAC et TSPO étant également impliqués dans la modulation du stress oxydant (Bordet et al., 2010 ;
Weber et al., 2019). La structure chimique de I'olésoxime proche de celle du cholestérol laisse
également suggérer de possibles effets proches de ceux du cholestérol (cholesterol-like) notamment
pour les effets sur la gaine de myéline. Cependant, ces effets cholesterol-like n’ont jamais pu étre
démontrés expérimentalement. Enfin, il a récemment été suggéré que I'olésoxime pourrait moduler
les flux calciques au sein de la mitochondrie et ainsi réguler ’homéostasie calcique tres souvent
dérégulées dans les pathologies neurodégénératives (Weber et al., 2019).
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Figure 16 : Mécanisme d'action potentiel de l'olésoxime sur 'homéostasie calcique
Extrait de Weber et al, 2019

A — Structure chimique de I'olésoxime (TRO19622 ou cholest-4-en-3-one-oxime) est un dérivé du
cholestérol présent sous la forme d’un mélange stable d’isoméres syn et anti.

B — l'olesoxime pourrait exercer son mécanisme d’action neuroprotecteur en influengant
I’'homéostasie du calcium intracellulaire. Cette action pourrait intervenir a l'interface entre le
réticulum endoplasmique (ER) et la mitochondrie (MITO) appelé membrane associée a la
mitochondrie (MAM) ol des échanges calciques ont lieu entre le récepteur de I'inositol triphosphate
(IP3R) et le canal anionique voltage-dépendant (VDAC) par I'intermédiaire d’une protéine chaperonne
(GRP75). En se fixant a VDAC et son régulateur la protéine translocatrice de 18 kDa (TSPO), I'olesoxime
limiterait cet échange et ainsi in fine I’entrée de calcium dans la matrice mitochondriale.

L'olesoxime a tout d’abord été évalué dans le modele +PlpTg. Les animaux contrbles et mutés ont été
traités des la naissance par le biais du lait maternel ; leurs meres étant soumises a un traitement per
os par ingestion de croquettes contenant 600ug d’olésoxime par g de croquette (soit une dose
journaliére approximative de 100 mg/kg). Au moment du sevrage des animaux, ceux-ci étaient traités
directement en utilisant les croquettes contenant de I'olésoxime. L’effet de I'olésoxime a été évalué
sur : la survie, le poids et les troubles comportementaux des souris +PlpTg, et n’a pas montré d’effet
bénéfique sur I'ensemble de ces parametres (Figure 17).
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Figure 17 : L'olésoxime n'a pas d'effet sur la survie ni les déficits moteurs des souris surexprimant PLP.
Données non publiées

A — Courbe de survie des animaux sauvage (WT) et surexprimant PLP (+PLP-Tg). Les souris +PLP-Tg ont
en moyenne une espérance de vie de 70j qui n’est pas améliorée par le traitement a I'olésoxime.

B- Les performances motrices des souris WT et +Plp Tg ont été évaluées avec le test du rotarod. Les
résultats sont exprimés pour chaque condition en moyenne de latence de chute + SEM obtenues lors
des 5 essais réalisés sur le rotarod pour chaque souris. Analyse ANOVA mesures répétées puis test
PLSD Fisher * p<0,05 and *** p<0,001.
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Figure 18 : L'Olésoxime favorise la myélinisation durant le développement précoce (souris agées de 2
semaines) mais perd cet effet promyélinisant chez les souris surexprimant PLP (+PlpTg) agées de 4
semaines

Données non publiées

Des nouveau-nées sauvages (WT) ou surexprimant PLP (+PLP-Tg) ont été traités a I'olésoxime par le
biais du lait maternel (méres traitées par ingestion de croquette contenant 600ug d’olésoxime par g
de croquette - dose journaliere approximative de 100 mg/kg). L’analyse morphologique a été réalisée
sur des coupes de corps calleux en microscopie électroniques a grossissement x60 000. Trois souris
ont été quantifiées par groupe et pour chacune d’entre-elle, 300 axones ont été étudiés sur 3 zones
différentes (900 axones au total par souris). Les résultats sont présentés en moyenne+/-SEM.

A —. Le nombre d’axones non myélinisées (sur les 300 étudiés par zone) et I'épaisseur moyenne de la
gaine de myéline ont été quantifiées. Chez les animaux agés de 2 semaines, un grand nombre d’axones
est encore non myélinisé mais ce nombre est plus faible chez les souris WT ou +PLP-Tg traitées a
I'olésoxime. Chez les souris WT agés de 4 semaines, une trés grande majorité d’axone est myélinisée,
un léger effet bénéfique de I'olésoxime subsiste néanmoins. Chez les souris +PLP-Tg, le nombre
d’axones non myélinisés est supérieur a celui observé a 2 semaines et il n’y a plus de différence entre
les souris traitées ou non a I'olésoxime. En ce qui concerne I'épaisseur de la gaine de myéline, il n’y a
pas de différence entre les souris WT et +PLP-Tg quel que soit I'dge étudié. Chez les souris agées de 4
semaines, |'olesoxime aurait tendance a réduire légerement I'épaisseur de la gaine de myéline mais
cette différence n’est significative que chez les souris WT.

B — Photographies représentatives des différentes quantifications pour toutes les conditions
expérimentales (age, génotype et traitement).

C — Représentation graphique du nombre d’axones myélinisés regroupés pour des catégories
d’épaisseur de gaine de myéline fixées. Globalement, le plus grand nombre d’axones myélinisés est
observé dans les catégories d’épaisseurs de gaine de myéline entre 0,03-0,07um et 0,15-0,17um. Avec
I'age, les épaisseurs de gaine de myéline ont tendance a augmenter chez les souris WT et I'olésoxime
chez ces souris semblent augmenter le nombre d’axones myélinisés principalement pour les
catégories d’épaisseurs de gaine de myéline médianes. Chez les souris +PLP-Tg, un effet similaire est
observé pour 'olésoxime chez les animaux agés de 2 semaines mais est perdu chez les animaux agés
de 4 semaines. Chez ces animaux, une nouvelle fois une diminution du nombre d’axones myélinisés
est observée entre les ages de 2 et 4 semaines.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, test de Mann-Whitney.

Dans une seconde cohorte, I'effet de I'olesoxime a été évalué sur I’'hypomyélinisation a I'aide d’une
analyse en microscopie électronique a transmission. Cette étude a montré que I'olésoxime favorise la
myélinisation chez des animaux agés de 2 semaines (chez les contréles et les souris malades) mais qu’a
I’age de 4 semaines, les souris contréles étant totalement myélinisées, I'olesoxime n’a presque plus
d’effet significatif. Chez les souris +PlpTg agées de 4 semaines, pour lesquelles le phénomeéne de
myélinisation est quasiment inexistant, I'effet bénéfique de I'olésoxime observé a 2 semaine est perdu,
suggérant que I'olésoxime peut favoriser la myélinisation d’un oligodendrocyte en souffrance a 2
semaines mais n‘'empéche pas I'apoptose oligodendrocytaire déja marquée observée chez les souris
dgées de 4 semaines (Figure 18).

Dans un deuxieme temps I'olesoxime a été évalué chez les souris Plp null et sauvages qui ont recu des
croquettes contenant 600ug d’olésoxime par g de croquette (pour les groupes contréle des croquettes
identiques sans olésoxime) du sevrage (2 mois) a I’age de 7 mois (traitement préventif). Les parameétres
étudiés étaient : le poids, les troubles comportementaux et les vitesses de conduction. Les résultats
ont montré un délai d’apparition de 3 mois de : 1) certains troubles comportementaux (et notamment
ceux reliés a 'anxiété) et 2) du ralentissement des vitesses de conduction chez les souris Plp null
traitées. La mise en place du méme traitement mais chez des souris agées de 9 mois, donc d’ores et
déja symptomatiques, n’a permis de montrer aucun effet bénéfique du traitement sur les différents
parametres mesurés.
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La fin du projet européen FP7 Leukotrat avant la fin des études neuropathologiques devant
compléter ces études comportementales puis la vente du brevet de I'olésoxime de la société
Trophos a la société Roche en 2015, ont malheureusement mis a I'arrét notre projet olésoxime et
PLPpathies. Néanmoins, les résultats obtenus étaient intéressants et mériteraient d’étre si ce
n’est approfondis, au moins publiés. Ceci est d’autant plus vrai que d’autres équipes, au cours du
projet FP7 Leukotreat ou par la suite, ont évalué des stratégies thérapeutiques permettant de
ralentir le développement de la maladie sans cibler la cause génétique, avec pour certaines
d’entre-elles des résultats précliniques intéressants. Il est ici possible de citer les travaux évaluant
I’effet du lonaprisan en tant qu’antagoniste du récepteur nucléaire a la progestérone ou de la
curcumine (Prukop et al., 2014 ; Epplen et al., 2015). Néanmoins, aucune de ces molécules n’a
depuis montré son efficacité en clinique, et la prise en charge thérapeutique des patients atteints
des PLPpathies est tout aussi limitée en 2023 qu’elle ne I'était en 2006 au début de mon post-
doctorat.

5.2.2. Améliorer la compréhension de la physiopathologie des PLPpathies
5.2.2.1. Etude des souris Plp null, mécanismes physiopathologiques des symptémes
sensitifs et cognitifs observés chez les patients SPG2 mais dont I’étiologie est mal

comprise
Le suivi clinique des malades atteints de SPG2 a montré qu’en plus de troubles moteurs, ces patients

souffrent de troubles sensitifs. Bien qu’une implication de la dégénérescence axonale soit suspectée,
I’étiologie de ces symptOmes reste encore inconnue. Afin de mieux comprendre ces symptémes, une
étude comportementale longitudinale a été mise en place chez les souris Plp null. Elle a permis de
montrer que ces souris développent dés I’age de 3 mois une hyperalgésie (réponse exacerbée a un
stimulus douloureux) mais pas d’allodynie (réponse douloureuse a un stimulus non douloureux) lors
de I'exposition a des stimuli thermiques chauds (Figure 19).

Figure 19. Evaluation de la sensibilité thermique des
souris sauvages (WT) et présentant une invalidation

46°C 48°C
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Extrait de Petit et al,, 2014
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X
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34°C vs 42°C
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A - Les souris PLP null développent une tendance
a I'hyperalgésie (statistiquement significative
uniquement a I’age de 6 mois) lorsque celle-ci est
évaluée sur une plaque chauffée a 46°C, tandis
que cette hyperalgésie est tres significative des
I'age de 3 mois lorsqu’elle est évaluée sur une
plaque chauffée a 48°C.

B - Lors du test de préférence de plaques en
fonction de la température de celles-ci, les souris
PLP null présentent des résultats similaires aux
souris WT quelles que soient les températures
testées. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; test
de Bonferonni.

Ces travaux comportementaux ont été associés a une analyse électrophysiologique montrant une
diminution des vitesses de conduction nerveuses périphériques (vitesse de conduction caudale et
électroneuromyogramme) et centrales (potentiels évoqués somatosensoriels spinaux) tandis qu’une
étude morphologique en microscopie électronique n’a pas montré d’anomalies majeurs au niveau du
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nerf sciatique et I'apparition tardives d’une dégénérescence axonale et d’anomalies de la myéline
(Figure 20).

Enfin la réalisation d’'une étude immunohistochimique a permis de mettre en évidence au niveau de la
corne dorsale de la moelle épiniére (site d’intégration de l'information somatosensorielle) une
prolifération et une activation précoce (des I'dge de 3 mois) des astrocytes et de la microglie
s’aggravant avec l'age s’associant alors a une diminution du nombre de neurones et a une
augmentation de I'expression du peptide relié au gene calcitonine (CGRP) et de la galanine. La
surexpression de ces deux neuropeptides étant classiquement retrouvée dans la corne dorsale de
modeles animaux de douleur chronique.

Ces résultats suggerent que les souris PLP null souffrent d’'une ganglionnopathie associée a une
dysmyélinisation centrale mais peu d’altération du nerf périphérique. Cette ganglionnopathie serait
provoquée par une sensibilisation de la moelle épiniere induite par une activation gliale.

Ce travail a donné lieu a une publication dans Neurobiology of Disease.

Petit B, Giraudet F, Béchon C, Bardin L, Avan P, Boespflug-Tanguy O, Bégou M. Mice with a deletion of
the major central myelin protein exhibit hypersensitivity to noxious thermal stimuli: involvement of
central sensitization. Neurobiol Dis. 2014 May,;65:55-68.
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Figure 20 : Latence d'apparition des ondes NI et N2 lors de l'enregistrement des potentiels évoqués
somatosensoriels spinaux chez les souris sauvages (WT) et présentant une invalidation du gene Plp/ (Plp
null) gées de 3 et 15 mois
Extrait de Petit et al, 2014

Sur la gauche, représentation d’un tracé caractéristique obtenu pour une souris WT et une souris Plp
null 4gées de 15 mois et représentation schématique de la méthode. Sur la droite, ralentissement
d’apparition des ondes N1 et N2 chez les souris Plp null dgées de 15 mois et uniquement de I'onde N2
pour les souris agées de 3 mois. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; test de Mann—Whitney.

En plus des troubles moteurs et sensitifs, les patients atteints de SPG2 développent, souvent au
moment de I'adolescence, des troubles cognitifs avec notamment des troubles de I'attention et du
comportement anxieux. Afin de mieux comprendre ces symptomes une étude comportementale
longitudinale a été mise en place chez les souris Plp null. Elle a montré que ces souris présentent des
réponses comportementales anormales dans plusieurs types de situations anxieuses. De plus ces
souris présentent des troubles de la mémoire de travail tandis que la mémoire épisodique a court et
moyen terme semble préservée. Des analyses par RT-PCR quantitative et par immuno-histochimie
suggerent que des anomalies de la neurotransmission GABAergique notamment dans |"hippocampe
pourraient étre responsables de ces troubles comportementaux.
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5.2.2.2. Implication du stress oxydant dans la physiopathologie des souris +PlpTg et Plp

null
Les troubles du métabolisme énergétique ont des conséquences tres délétéres sur I'axone du fait
de sa potentielle grande longueur et de sa demande énergétique trés importante. Il est supposé
gu’une diminution de la production d’ATP dans les neurones pourrait conduire a la dégénérescence
axonale et serait impliquée dans la plupart des maladies neurodégénératives (Lin and Beal, 2006 ;
Court and Coleman 2012). Les mitochondries axonales semblent étre un point d’intégration de ces
voies de dégénérescence communes et la production de ROS semblent constituées un des
principaux effecteurs déléteres (ces aspects seront plus détaillés dans le dernier chapitre de cette
HDR concernant mes travaux de recherche depuis mon recrutement). Depuis maintenant plusieurs
années, de nombreuses équipes étudient I'implication des ROS dans la dégénérescence axonale.
Celle d’Aurora Pujol est spécialisée dans I'implication de ces derniers dans une forme particuliere
de leucodystrophie peroxysomale : I'adrénoleucodytrophie.
Dans le cadre du projet européen FP7 Leukotreat notre équipe a collaboré avec I'équipe du Dr Pujol
pour étudier l'implication du stress oxydant et notamment la production de ROS dans la
physiopathologie des PLPpathies. Ce travail a tout d’abord été initié dans le modele des souris
+PlpTg apres la mise en évidence, au niveau de la moelle épiniere cervicale, d’anomalies
morphologiques importantes des mitochondries dans les substances blanche et grise (Figure 21).
Ce travail a permis de montrer que la surexpression de PLP est associée a des anomalies de
régulation du stress oxydant ainsi qu’a un déficit bioénergétique. Ont été mises en évidence chez
les souris +PlpTg : i) des lésions oxydantes sur les protéines, ii) des anomalies du métabolisme
énergétique et notamment une diminution du contenu en ATP et des anomalies de la dynamique
mitochondriale, iii) des anomalies de la réponse antioxydante avec notamment une diminution des
niveaux de catalase (Figure 22). De fagon trés intéressante, une partie de ces anomalies ont été
retrouvées dans les fibroblastes de patients dupliqués avec notamment une diminution des niveaux
d’ATP, un déséquilibre d’expression des protéines de fusion/fission mitochondriale et enfin une
augmentation de la production de ROS et des dysfonctionnements dans la respiration
mitochondriale.

Les travaux réalisés dans le modele +PlpTg ont été publié dans Brain Pathology en 2018.

Ruiz M, Bégou M, Launay N, Ranea-Robles P, Bianchi P, Lopez-Erauskin J, Moratd L, Guilera C, Petit
B, Vaurs-Barriere C, Guéret-Gonthier C, Bonnet-Dupeyron MN, Fourcade S, Auwerx J, Boespflug-
Tanguy O, Pujol A. Oxidative stress and mitochondrial dynamics malfunction are linked in Pelizaeus-
Merzbacher disease. Brain Pathol. 2018 Sep;28(5):611-630.

Une étude similaire a été débutée chez les souris Plp null. Les données préliminaires montrent des
altérations moins marquées que chez les souris +PlpTg, mais néanmoins, des anomalies du stress
oxydant sont présentes dans ce modele également. De fagon intéressante, les anomalies semblent
ici plus marquées dans le cerveau que dans la moelle épiniere. Dans le cerveau, une augmentation
des protéines oxydées est retrouvée, associée a des dérégulations modérées de I'expression des
enzymes anti-oxydantes (principalement augmentation de la glutathion peroxydase (GPx) et des
anomalies de ratio entre le nicotinamide adénine dinucléotide oxydant (NAD+) qui est augmenté et
le NADH réducteur qui est diminué. Dans la moelle, est principalement retrouvée une augmentation
de la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP), phénoméne décrit dans plusieurs pathologies
neurodégénératives et au cours du vieillissement en relation avec la neuroinflammation et les
atteintes mitochondriales (Mekhaeil et al., 2021 ; Mao and Zhang, 2022).
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Figure 21 : Analyse neuropathologique de la substance blanche de la moelle épiniére cervicale de souris
sauvages (WT) et surexprimant le géne Plp/ (+PlpTg) agées de 6 semaines

Extrait de Ruiz et al, 2018

A et B - Coupes semifines de 700nm de colonnes ventrales colorées au bleu de toluidine.

C a F - Coupes ultrafines de 70 nm observées en microscopie électronique a transmission et
photographiées au grossissement x325 000 (C et D) et x350 000 (E et F).
Quantification sur des sections transversales d’axone de : la surface de la section, de la surface
moyenne des mitochondries et du nombre de mitochondries visibles par section d’axone.

Quantification sur des sections transversales de corps cellulaire d’oligodendrocytes de : la surface
cytoplasmique sur la section, de la surface moyenne des mitochondries et du nombre de

mitochondries visibles dans le cytoplasme d’un oligodendrocyte.

Fleche noire pleine : axone avec une gaine de myéline anormalement fine. Fleche noire vide:
mitochondrie en cours de dégénérescence.
Analyse statistique réalisée par un test T de Student :*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.
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Figure 22 : Analyse neuroathologique de la substance blanche de la moelle épiniére cervicale de souris
sauvages (WT) et surexprimant le géne Plp7 (+PlpTg) agées de 6 semaines
Adapté de Ruiz et al, 2018

A - Expérience de protéomique redox 2D réalisée sur les protéines extraites de la moelle épiniere
cervicale de 3 souris WT et +PIpTg. Les 21 protéines oxydées ont pu étre identifiées apres détection
sur gel par réaction avec un anticorps dirigé contre la dinitrophenylhydrazine puis identification par
spectrométrie de masse couplant une source d'ionisation laser assistée par une matrice et un
analyseur a temps de vol (MALDI-TOF).

B - Niveau d’ATP mesuré par chémiluminescence en utilisant le kit ATPlite 1 step de chez PerkinElmer.
C - Expression protéique des principales enzymes antioxydantes de |’organisme montrant une
augmentation d’expression de la glutathion peroxydase (GPX1), des isoformes 1 et 2 de la superoxyde
dismutase (SOD1 et SOD2) et une diminution d’expression de la catalase.

D - Mesure de l'activité enzymatique de la glutathione réductase par spectométrie en utilisant le kit
NWK-GRO1 de chez Northwest.

Les données sont exprimées en moyenne +/- déviation standard. L’analyse statistique a été réalisée
par un test T de Student :*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

5.2.2.3. Prémices d’évaluation d’une symptomatologie chez les méres transmettrices des

modeéles +PlpTq et Plp null
Pour finir, un dernier aspect de la physiopathologie des PLPpathies a commencé a étre abordé durant
mon post-doctorat a savoir le cas des méres transmettrices (ou vectrices) de la maladie. Pendant de
nombreuses années, les méres des patients ont été considérées comme asymptomatiques. Quelques
rares patientes ont été décrites comme ayant eu des symptomes au cours de l'enfance, mais
contrairement aux patients males, I'évolution des symptomes a toujours était favorable au cours du
temps (Inoue et al., 2001). C’est lors de la mise en place de suivi de cohortes de patients males sur de
nombreuses années, que plusieurs groupes ont identifiés chez les méres transmettrices accompagnant
leur enfant des symptémes de faible intensité (passant inapercu lors des suivis individuels) s’aggravant
avec I'age. Certaines meres transmettrices développent ainsi des formes d’apparition tres tardives de
paraplégie spastique associant des symptomes périphériques fréquents (syndrome du canal carpien,
pied creux, ...) pouvant évoluer pour certaines patientes a une démence frontale progressive apres 60
ans (Nance et al., 1996 ; Marble et al., 2007). De fagon notable, symptomes précoces ou tardifs sont
observés plus fréquemment chez les femmes transmettrices de mutations responsables de PLPpathies
modérées. Cette observation clinique a été expliquée par le fait que chez les femmes porteuses de
mutations responsables de formes séveres, les oligodendrocytes exprimant le chromosome
pathologique sont rapidement détruit et ainsi quasiment inexistant dans le SNC mature tandis que les
femmes porteuses de mutations responsables de formes modérées présenteraient une mosaique
d’oligodendrocytes sains ou malades. Afin d’expliquer chez ces femmes la présence de symptomes

52



Activité de recherche pendant le post-doctorat

précoces, il a été suggéré des anomalies du phénomeéne d’inactivation de I’X qui dans le cas de maladie
transmissible par le chromosome X permet aux femmes porteuses d’exprimer dans leurs cellules
principalement le chromosome sain plutét que le pathologique. Lors d’une anomalie d’inactivation de
I’X, les méres transmettrices auraient un nombre plus important d’oligodendrocytes exprimant le
chromosome X mutant expliquant la survenue des symptomes (Woodward et al., 2000 ; Inoue et al.,
2005). Dans le cas des symptomes tardifs, la présence méme en quantité limitée d’oligodendrocytes
exprimant le chromosome X mutant, fragiliserait le SNC qui lors du vieillissement se détériorerait plus
rapidement expliquant alors la survenue des symptomes (Inoue et al., 2005). Ces hypothéses cliniques
étant supportées par des données précliniques (Cuddon et al., 1998 ; Edgar et al., 2002).

C’est sur la base de ces informations qu’une étude longitudinale comportementale chez les femelles
transmettrices +PlpTg et Plp null a été débutée. Cette étude a tout d’abord montré que seules les
femelles transmettrices Plp null prennent moins de poids en vieillissant que les souris contréles (a
partir de I’dge de 12 mois) (Tableau 4).

Tableau 4 : Evolution du poids des souris controles et modéles de méres transmettrices de PLPpathies

A — Evolution du poids en gramme chez les souris hétérozygotes pour la délétion du géne Plp1 (Plp
null hetero) en comparaison aux souris controles (littermate).

B — Evolution du poids en gramme chez les souris hétérozygotes pour la surexpression du géne Plp1
(Plp overexpressing hetero) en comparaison aux souris contréles (littermate).

Analyse statistique par ANOVA suivie d’un test post-hoc, * p<0,05, **p<0,01, ns: non significatif

A WT Plp null hetero B WT Plp overexpressing
hetero
3 months | 21,00 +/- 0,29(20,80 +/- 0,25| ns 3 months |21,65 +/- 0,36| 21,31 +/- 0,36 | ns
6 months |23.46 +/- 0202322 +/- 0.36] hs 6 months |23,38 +/- 0,25| 23,58 +/- 042 | ns
9 months | 24,94 +/- 0,37[24,07 +/- 0.35| NS 9 months |26,30 +- 0.56( 26,01 +/- 051 ns
12 months | 26,02 +- 0.39|24.75 41 0,33] * 12 months |25,562 +/- 047| 26,35 +/- 0,60 | ns
15 months | 28.19 +- 0622591 +- 0.38] ** 15 months |27.50 +/- 0.65] 27,13 +/- 043 | ns

Cette étude a également permis de montrer que seules les femelles Plp null développent avec le temps
une hyperactivité locomotrice associée a une augmentation de I'exploration de la zone anxiogene dans
le test de I'open field (Figure 23). Et enfin, que seules les femelles Plp null développent avec le temps
un déficit de la mémoire de travail mis en évidence par le test du labyrinthe en Y (Figure 24).

Il est important de noter qu’une des limitations de I'étude est que du fait de la construction génique
utilisée lors de la création des souris +PlpTg par transgenése additive, le transcrit porteurs des copies
supplémentaires de Plpl n’est pas intégrée au niveau du chromosome X mais d’un chromosome
autosome non identifié ce qui ne permet pas d’étudier dans ce modele le phénomeéne d’inactivation
de I’X. Quoigu’il en soit, ces résultats comportementaux sont intéressants et mériteraient d’étre
complétés par des études neuropathologiques.
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Figure 23 : Analyse par le test de l'open-field du comportement des souris contréles et modeles de meres

transmettrices de PLPpathies
Donneées non publiées

A — Distance totale parcouru sur une période de 15 minutes chez les souris hétérozygotes pour la
délétion du gene Plp1 (Plp null hetero) en comparaison aux souris controles (WT).

B — Temps passé dans la zone centrale de I'aréne d’évaluation (zone anxiogéne en comparaison au
bord de I'aréne) chez les souris hétérozygotes pour la surexpression du géne Plp1 (Plp overexpressing)
en comparaison aux souris contréles (WT).

Analyse statistique par ANOVA suivie d’un test de PLSD Fisher, * p<0,05, **p<0,01, ***p>0,001.
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Figure 24 : Analyse par le test du labyrinthe en Y de la mémoire de travail des souris controles et modéles
de meres transmettrices de PLPpathies
Données non publiées

A —Pourcentage d’alternance entre les 2 bras du labyrinthe évalué sur une période de 10 minutes chez
les souris hétérozygotes pour la délétion du gene Plp1 (Plp null hetero) en comparaison aux souris
contréles (WT).

B — Pourcentage d’alternance entre les 2 bras du labyrinthe évalué sur une période de 10 minutes chez
les souris hétérozygotes pour la surexpression du géne Plp1 (Plp overexpressing) en comparaison aux
souris controles (WT).

Analyse statistique par ANOVA suivie d’un test de PLSD Fisher, * p<0,05, **p<0,01, ***p>0,001.
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5.3.Conclusion
L'ensemble de ces travaux ont permis d’améliorer les connaissances sur la physiopathologie des
PLPpathies bien qu’il reste encore de nombreux aspects a mieux caractériser a commencer par la
description exacte du réle de PLP que cela soit au niveau des oligodendrocytes mais également en ce
qui concerne son expression ou celle de son isoforme DM20 dans d’autres type cellulaire.

Concernant la prise en charge thérapeutique des patients, il reste encore beaucoup a faire. Comme
cela a été dit précédemment, bien que plusieurs stratégies thérapeutiques permettant de ralentir le
développement de la maladie sans cibler la cause génétique aient été évaluée, pour le moment,
aucune d’entre elle n’a montré son efficacité chez les patients. D’autres molécules sont en cours
d’évaluation (et notamment la lériglitazone dont nous parlerons dans la derniere partie de ce
mémoire) et certaines pistes sont prometteuses comme les stratégies inhibant la signalisation PARP-1
(Mekhaeil et al., 2022). D’autres pistes thérapeutiques sont également évaluées, et notamment la
thérapie cellulaire avec I'espoir de pouvoir greffer aux patients des cellules capables de remyéliniser
leur SNC. Des études ont été réalisées chez la souris +PlpTg avec I'obtention de résultats tres
encourageants pour la greffe de cellules souches neurales humaines (Marteyn et al.,, 2023 ;
Gruenenfelder et al., 2020). Chez I’humain, un essai clinique de phase 1 a été réalisé pour tester
I'innocuité d’un protocole de greffe cellulaire chez les patients PMD. Quatre sujets atteints de forme
PMD3 ont été greffés avec des cellules souches neurales humaines et le suivi en IRM a 1 an puis 4 ans
a montré que chez 3 patients les cellules greffées s’étaient implantées durablement et pour certaines
étaient capable de remyélinisation méme si les effets observés sur les symptomes semblaient tres
limités (Gupta et al.,, 2012 ; Gupta et al., 2019). Les données concernant la thérapie génique sont
encore moins avancées. Seuls des essais chez la souris ont été réalisés et dans I'étude la plus
convaincante, le silencing complet de la protéine PLP a permis de modifier le phénotype des souris
surexprimant PLP (PMD) vers un phénotype de souris n’exprimant pas PLP (SPG2) ce qui ne correspond
pas vraiment a ce que l'on pourrait appeler une guérison (Elitt et al., 2020). La route est donc
probablement encore longue avant de voir arriver sur le marché le premier traitement curatif pour les
patients atteints de PLPpathies.
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Depuis mon recrutement en 2014, je développe au sein de |'unité Neuro-Dol INSERM 1107, Université
Clermont Auvergne, dans I'équipe Pharmacologie fondamentale et clinique de la douleur dirigée par
le Pr Denis ARDID, un axe de recherche douleur chronique et pathologies de la myéline me
permettant de m’intégrer dans la thématique de I'équipe tout en utilisant mes connaissances
théoriques et compétences techniques acquises au cours de mon post-doctorat. Ce travail a pu étre
initié grace a I'obtention en 2014 d’une subvention de 3 ans de la Fondation ARSEP ainsi que
I'obtention la méme année d’une bourse de theése du ministére par mon étudiante de M2 Amélie
DEMOSTHENES. L’ objectif principal de ces premiers travaux était de mieux caractériser les symptomes
sensitifs dans deux modeles murins mimant des formes différentes de sclérose en plaques. Ces travaux
ont ensuite été élargis a I'évaluation de molécules thérapeutiques potentielles dans ces modeéles grace
a I'obtention de nouveaux financements détaillés dans la partie financement et contrat de recherche
de mon curriculum vitae. Les principaux résultats obtenus au cours de cette période seront détaillés
apres une présentation du contexte scientifique.

6.1. Contexte scientifique

6.1.1. Breve introduction sur la sclérose en plaques

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie auto-immune démyélinisante chronique du SNC
touchant 2,5 millions de personnes dans le monde et 110 000 personnes en France (Thompson et al.,
2018 ; Foulon et al.,, 2017). Les premieres descriptions cliniques détaillées de la maladie ont été
réalisées par les docteurs Jean-Martin Charcot et son collegue Alfred Vulpian a I'hépital de la
Salpétriére a Paris et c’est la |ésion pathologique caractéristique de la maladie qui lui a donné son nom
(Charcot, 1868). Il s’agit de plaques de démyélinisation localisée dans le cerveau, la moelle épiniére
et/ou le nerf optique induites par une réponse immune disséminée. Ces plaques prennent la
présentation de zones bien démarquées hypocellulaires, caractérisées par une perte de myéline, avec
des axones dans un premier temps relativement préservés. Elles sont souvent associées a la formation
d’une cicatrice gliale principalement composée d’astrocytes et de cellules microgliales et pour
certaines constituent des zones focales de destruction de la barriere hémato-encéphalique (BHE)
(Compston and Coles, 2008 ; Lassmann et al., 2007) phénoménes qui seront pour certains détaillés par
la suite.

L’étiologie de la SEP est encore inconnue et la premiére interrogation repose sur le fait que cette
pathologie soit primitivement auto-immune avec une réponse immune qui s’attaquerait dans un
second temps a la myéline du SNC ou bien qu’elle soit primitivement neurodégénérative avec une
premiere atteinte au niveau du SNC qui passerait plus ou moins inapergue mais qui déclencherait une
réponse immune en périphérie qui dans un second temps provoquerait les atteintes neurologiques
séveres de la SEP (Hemmer et al., 2002). De fait, plusieurs facteurs de risque de la maladie ont été
identifiés mais ne permettent pas de déterminer I'étiologie exacte de la maladie. Les facteurs de risque
génétiques tels que l'association tres forte entre l'allele HLA-DRB1*1501 du complexe majeur
d’histocompatibilité ou I'implication de variants sur les genes codants I'interleukines (IL) 7 ou le
récepteur a I'lL-2 et le développement de la SEP suggérent plus une origine auto-immune (Hollenbach
and Oksenberg, 2015 ; Nicol et al., 2017 ; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019).
Sur les plus de 50 loci de susceptibilité associés a la SEP, la grande majorité correspond a des génes
impliqués dans les fonctions immunes (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium et al.,
2011). Certains facteurs de risque environnementaux supportent également cette origine
autoimmune ; c’est le cas notamment du déficit en vitamine D (molécule influencant la transcription
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de nombreux génes impliqués dans la réponse immune) provoqué par une plus faible exposition au
soleil dans les pays tempérés ou I'incidence de la SEP est plus élevée (Ascherio et al., 2010). Tandis que
d’autres facteurs environnementaux tels que I’hypothése d’une infection virale initiale (notamment
par le virus d’Epstein-Barr ou les virus de I'herpes simplex) supportent a la fois I’'hypothése auto-
immune avec la possibilité d’'une homologie de séquence entre un antigene (Ag) de I'agent infectieux
et un Ag de la gaine de myéline ou I’hypothése neurodégénérative avec I'agent infectieux qui pourrait
étre responsable de la premiére lésion dans le SNC (Thompson et al., 2018 ; Soldan and Lieberman,
2022).

6.1.1.1. Physiopathologie

Si I’étiologie de la maladie n’est pas encore identifiée, au cours des 40 derniéres années, les grandes
étapes physiopathologiques de la maladie ont commencées a se dessiner (Figure 25). La SEP est
considérée comme une maladie auto-immune médiée par les lymphocytes T (Ly). Il est ainsi
couramment admis que des Lt CD4+ autoréactifs activés a la périphérie vont franchir la BHE pour
gagner le SNC ou ils sont réactivés par les cellules présentatrice de I'antigene (CPA). Les Ly CD4+ vont
alors produire des cytokines pro-inflammatoires telles que I'interféron gamma (IFNy), le facteur de
nécrose tumorale alpha (TNFa), les IL-17 et -22 ou le facteur stimulant les colonies de granulocytes et
de macrophages (GM-CSF) ; ils sont ainsi responsables de I'initiation de la réponse immune chez les
patients. Par contre les Ly CD4+ sont rares dans les Iésions démyélinisantes contrairement aux Lt
CD8+ qui semblent donc étre les acteurs de la phase effectrice de la maladie (Baecher et al., 2018).
Afin d’exercer leurs fonctions cytotoxiques, les Ly CD8+ reconnaissent les molécules du MHC de classe
| qui sont exprimées par toutes les cellules mais qui sont surexprimées au niveau des oligodendrocytes,
astrocytes et des neurones au niveau des lésions actives, faisant de ces cellules des cibles potentielles
des Ly CD8+ (Dendrou et al., 2015). Enfin, un dernier type de Lt semblent jouer un réle important dans
la physiopathologie de la SEP, il s’agit des Lt CD4+ CD25+ appelés Ly régulateurs (Tregs) qui semblent
jouer un role dans la diminution de la réponse immune au cours des phases de récupération de la SEP-
RR. Cependant, chez certains patients cette capacité régulatrice des Tregs semblerait diminuée ou
perdue (Simmons et al., 2013).

Néanmoins, la réponse immune dans la SEP ne se réduit pas a I'implication des Lr de nombreuses
données suggerent dorénavant également une implication des lymphocytes B et de la réponse
immune innée dans la physiopathologie de la SEP. Concernant les lymphocytes B, dans les méninges,
les follicules lymphoides s’accumulent et une réponse immune humorale se met en place. En présence
de leurs antigenes, les LB se différencient en plasmocytes et reldachent une grande quantité d’anticorps
dirigés contre les protéines de myéline permettant ainsi I’activation du systeme du complément
entrainant la dégradation de la gaine de myéline (Dendrou et al., 2015 ; Heming and Wiendl, 2023).
Concernant I'immunité innée, des mastocytes sont retrouvés au sein des méninges, des plexus
choroides, du parenchyme cérébral ainsi qu’en bordure de lésion, notamment au niveau des |ésions
chroniques actives. De plus, les macrophages représentent la majorité des cellules de I'immunité innée
infiltrant les lésions et sont abondants dans les régions périvasculaires. lls sont issus de la
différenciation des monocytes lors de leur infiltration dans le SNC, certains seraient pro-
inflammatoires (profil M1) tandis que d’autres auraient plutét une fonction régulatrice (profil M2).
Enfin, les cellules immunitaires résidentes du SNC (principalement les cellules microgliales) sont
recrutées lors de l'inflammation initiale suite a la sécrétion d’IFN-y et d’autres cytokines pro-
inflammatoires. Elles sont retrouvées de fagon abondante dans les Iésions actives. Ces cellules activées
en association avec les macrophages M1 amplifient le phénomeéne inflammatoire par la sécrétion d’IL-
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1, d’IL-6 et de TNF-a, participant a I'influx secondaire de cellules immunes de la périphérie vers le SNC,
notamment des lymphocytes Th17 (Nicol et al., 2017). Elles liberent également des molécules
cytolytiques telles que les perforines et le granzyme B provoquant des dommages au niveau des
oligodendrocytes mais également des axones (Dendrou et al., 2015).
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Figure 25 : Représentation schématique des grandes étapes physiopathologiques mises en jeu dans le
développement de la sclérose en plagues
Adapté de Filjppi et al, 2018

Les cellules immunitaires pénétrent dans le systéme nerveux central (SNC) a travers les vaisseaux de
la barriere hématoencéphalique (BHE), I'espace sous arachnoidien et le plexus choroide. Au cours des
rechutes de la maladie (qui sont plus fréquentes dans les phases précoces) se produit une infiltration
de cellules de I'immunité innée et adaptative, telles que les lymphocytes CD4+ et CD8+, les
lymphocytes B (LB) et les cellules myéloides (monocytes, macrophages et cellules dendritique), dans
le parenchyme cérébral selon une distribution périvasculaire autour des veinules postcapillaires de la
BHE. Ces cellules immunitaires en association avec la microglie et les astrocytes activés contribuent
aux dommages oligodendrocytaires, a la démyélinisation et aux lésions neuro-axonales par
I'intermédiaire de mécanismes dépendant du contact cellulaire ou la sécrétion de facteurs solubles.
Dans les stades plus tardifs de la maladie, les épisodes d’infiltration des cellules immunitaires
diminuent, laissant la place a des processus de neurodégénérescence touchant a la fois les neurones
(et leur axone), les astrocytes et les oligodendrocytes du fait du développement : d’un stress oxydant,
de dysfonctionnements mitochondriaux, d’'une accumulation extracellulaire de fer libre, de la perte
de facteurs trophiques de la myéline, d’une hypoxie, d’une altération de ’'homéostasie du glutamate
et d’'un environnement pro-inflammatoire. Ces mécanismes tardifs seraient responsables de
I’évolution des manifestations cliniques de la maladie vers une forme progressive.

SEP-RR : sclérose en plaques récurrente-rémittente TH1 : lymphocyte T helper 1
SEP-SP : sclérose en plaques progressive secondaire TH17 : lymphocyte T helper 17
IL-17 : interleukine 17 IFNy : interféron y

LD CD8+ MAIT : lymphocyte T invariant associé aux muqueuses

Comme nous venons de le dire, la réponse immune et inflammatoire a des effets délétéres sur la
gaine de myéline qui subit une démyélinisation segmentaire (les portions des axones traversant les
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|ésions perdent leur gaine de myéline). Cette dégradation intervient quelques jours a quelques
semaines apres l'initiation de la réponse immune (Compston and Coles, 2008). En paralléle de cette
démyélinisation, une dégénérescence des oligodendrocytes est observée chez les patients. Ces
différentes atteintes ciblant les oligodendrocytes sont responsables d’un ralentissement ou d’un
blocage de I'influx nerveux provoquant les symptomes neurologiques de la maladie.

Dans les phases précoces de la maladie des progéniteurs oligodendrocytaires (OPCs) présents dans
les plaques actives de démyélinisation sont capables de se différencier en oligodendrocytes matures
myélinisant permettant une remyélinisation. Cette remyélinisation peut étre compléte mais la gaine
de myéline alors produite est beaucoup plus fine que la myéline initialement formée et les Iésions
concernées sont nommées « shadow plaques » en raison de leur aspect ombré (fixant moins bien le
colorant myélinique lors de I'analyse anatomopathologique) (Figure 26). La remyélinisation est plus
active durant les phases de clairance des débris myéliniques ayant lieu lors de la phase aigle de
I'inflammation (Fancy et al., 2011). Elle tend a se raréfier lors de la chronicisation des Iésions ; en effet
dans les lésions chroniques, les oligodendrocytes sont rares du fait du faible recrutement des OPC ou
de leur incapacité a se différencier (Fancy et al., 2011 ; Franklin and Ffrench-Constant, 2017).
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Figure 26 : Représentation schématique du niveau de myélinisation et des cellules associées dans les
différents types de plaques retrouvées dans la sclérose en plaques
Adapté de Fancy et al,, 2011

Coupes transversales d’axones (ronds bleus) dans : a) la substance blanche d’apparence normale
(NAWM) ol les axones sont myélinisés et entourés d’oligodendrocytes et de précurseurs
oligodendrocytaires ; b) une plaque active chronique ou les axones sont démyélinisés et entourés de
cellules immunes activées, de débris de myéline et de précurseurs oligodendrocytaires ; c) une «
shadow » plaque ou les axones sont remyélinisés avec une gaine de myéline plus fine et entourés
d’oligodendrocytes et de précurseurs oligodendrocytaires ; d) une plaque inactive chronique ou les
axones sont démyélinisés et entourés d’un nombre réduit de précurseurs oligodendrocytaires sains,
mais d’un nombre important de précurseurs oligodendrocytaires incapables de se différencier. De
facon notable, des axones dystrophiques en train de dégénérer sont observables dans la plaque active
chronique et dans la plaque inactive chronique.

Dans le développement de la SEP, les axones et les neurones sont également affectés par des
processus de dégénérescence se mettant parfois en place dées les premiers stades de la maladie.
Cette neurodégénérescence peut étre primaire (non dépendante de la réponse immune ou de la
démyélinisation) mais les mécanismes cellulaires alors mis en jeu sont encore peu connus (Hauser et
al., 2006). Cette neurodégénérescence peut étre secondaire: 1) a la réponse immune et a
I'inflammation avec notamment une toxicité directe des cellules immunes telles que les LT CD8+ ou
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des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a) et des molécules cytolytiques (perforine et/ou le granzyme
B) libérées (Kutzelnigg and Lassmann, 2014); 2) a la démyélinisation exposant I'axone au tissu
inflammé et modifiant les besoins énergétiques de celui-ci (Friese et al., 2014). En effet, comme dit
dans le chapitre de présentation de la myéline, une de ses fonctions principales est de réduire les
besoins énergétiques pour le transfert de I'influx nerveux. Lors de la démyélinisation, les canaux
sodiques ainsi que les canaux calciques et les récepteurs glutamatergiques qui étaient situés
uniguement au niveau des nceuds de Ranvier se redistribuent le long de I'axone afin de maintenir la
transmission de I'information (Dendrou et al., 2015).
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Figure 27 : Les mécanismes clés des processus a l'origine de la dégénérescence axonale
Adapté de Dendrou et al., 2075,

Dans la sclérose en plaques, I'inflammation chronique induit la production d’espéeces réactives de I'oxygéne
(ROS) et d’especes réactives de I'azote (RNS) qui vont altérer le fonctionnement mitochondrial (a). Ceci
favorise le stress métabolique, le mauvais repliement des protéines dans le réticulum endoplasmique (ER),
une déficience énergétique. Une redistribution des canaux a lieu afin de maintenir la conduction nerveuse,
cette redistribution induit un déséquilibre ionique a I'origine d’une accumulation de glutamate dans I'axone
entrainant une dégénérescence de I'axone (b).

Ceci conduit a une modification des échanges ioniques et notamment une accumulation de sodium
au sein de I'axone provoquant un fonctionnement inverse des échangeurs Na*/Ca%* & I'origine d’une
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augmentation de la concentration en Ca?* intracellulaire. Cet influx excessif de calcium provoque
I’activation de protéases qui vont induire un dysfonctionnement du transport axonal et la dégradation
de I'axone ainsi qu’un dysfonctionnement mitochondrial. La redistribution des canaux ioniques le long
de I'axone va également induire une augmentation de la demande énergétique (Werner et al., 2001).
En réponse a ce besoin énergétique accru, une augmentation du nombre de mitochondries est
observée ainsi que certaines modifications morphologiques (Mahad et al., 2009) ayant notamment
pour conséquence dans les lésions chroniques un dysfonctionnement de la pompe ATPasique Na:/K-.
Les axones seraient alors incapables de se repolariser correctement suite aux échanges ioniques, ce
qui contribuerait au déclin neurologique (fatigue, troubles cognitifs, ...) observé lors de la
chronicisation de la maladie (Dutta and Trapp, 2014) (Figure 27). Enfin, une excitotoxicité du
glutamate semble participer au processus de dégénérescence puisque chez les patients les niveaux de
glutamate sont augmentés dans le liquide céphalo-rachidien et le cerveau et que cette augmentation
est corrélée avec I'étendue des lésions axonales (Werner et al., 2001).

6.1.1.2. Les formes cliniques de la maladie
Chez 85 a 90 % des patients, la maladie débute a I'dge de 20 ou 30 ans par une forme appelée
récurrente-rémittente (SEP-RR), durant laquelle les épisodes de symptémes neurologiques

apparaissent en I'labsence de tout traumatisme, puis s’atténuent progressivement en quelques jours a
guelques semaines jusqu’a un retour a la normale le plus souvent. Aprés 15 a 25 ans d’évolution, les
symptomes neurologiques s’accumulent en I'absence de récupération, le patient entre alors dans une
forme de la maladie appelée progressive secondaire (SEP-SP). Enfin, chez 10 a 15% des patients, la
maladie débute un peu plus tardivement (entre 35 et 45 ans) directement par une accumulation de
symptomes neurologiques avec peu ou pas de poussées dans une forme appelée progressive primaire
(SEP-PP) (Filippi et al., 2018 ; Thompson et al., 2018) (Figure 28).

Il est couramment considéré que I’apparition des symptomes lors de la SEP-RR est associée a une
poussée de la réponse immune et inflammatoire et au développement de plaques dans des zones
particuliéres du SNC. De la localisation des plaques dépendrait le type de symptome neurologique
développé, du fait de la dégradation de la conduction de I'influx nerveux liée a la démyélinisation. Il
est ainsi fréquemment observés : des troubles visuels (dégradation rapide de I'acuité visuelle ou
apparition de tache noire dans le champ visuel) lors de Iésions se développant au niveau du nerf
optique ; le développement de symptdmes moteurs (paralysie légére ou sévére des membres
supérieurs ou inférieurs) lors de Iésions se développant au niveau de la moelle ; ou encore des troubles
de la coordination, de I’'équilibre ou de la motricité fine lors de Iésions se développant au niveau du
cervelet. La rémission des symptomes serait associée a des phénomeénes de récupération avec
atténuation de la réponse immune et inflammatoire et une remyélinisation au niveau des plaques
actives permettant une récupération de la fonction neurologique (Filippi et al., 2018 ; Thompson et al.,
2018). Associés aux symptomes localisés de la maladie, sont également retrouvés des symptomes plus
diffus tels que des ralentissements des processus cognitifs et notamment la mémoire de travail, de la
fatigue ainsi que des troubles de I’lhumeur.

Le développement des formes progressives quant a lui est associé au processus neurodégénératif se
mettant en place secondairement aux poussées immunes et inflammatoires (SEP-SP) ou directement
en début de la maladie (SEP-PP). Plus ces phénoménes neurodégénératifs sont soutenus, plus
I’atrophie cérébrale progresse et avec elle les symptémes diffus de la maladie décrits précédemment
qui sont d’autant plus fréquents et intenses dans les formes progressives et qui s’accumulent de
maniére inexorable au cours du temps.
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Néanmoins, la neurodégénérescence et la perte de substance grise interviennent précocement dans
la maladie quelle qu’en soit la forme et les formes progressives de la maladie ne sont pas totalement
exemptes d’atteintes immunitaires. Ainsi la dichotomie réponse immune/SEP-RR vs
neurodégénérescence/SEP progressives est une vision trop simpliste de la physiopathologie de la
SEP (Hemmer et al., 2002 ; Baecher et al., 2018).
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Figure 28 : Représentation schématique de l'évolution au cours du temps de la sclérose en plaques.
Adaptée de Meyer et al, 2007 et Baecher and Allen, 2018

La sclérose en plaques peut étre découverte de fagcon accidentelle a I'imagerie par résonance
magnétique (IRM) sous la forme d’un syndrome radiologiquement isolé (RIS pour radiological isolated
syndrome en anglais) ou se manifester sous la forme d’un syndrome cliniquement isolé (CIS pour
clinical isolated syndrome en anglais) suivi par une phase de symptdomes récurrents-rémittents. S’en
suit une aggravation progressive des symptomes sans récupération marquant I'entrée des patients
dans la phase progressive secondaire. Certains patients peuvent présenter directement des
symptémes progressifs des le début de la maladie, c’est la forme progressive primaire. Les corrélats
IRM de la maladie incluent une augmentation des Iésions positives au gadolinium, qui représentent la
rupture de la barriere hémato-encéphalique et I'influx des cellules immunes dans le systéme nerveux
central au niveau des lésions dites actives, ainsi que I'accumulation des anomalies observables en T2
représentant I'ensemble des plaques de démyélinisation (actives ou non) et une diminution du volume
cérébral ou atrophie.

6.1.1.3. Le cas particulier de la douleur dans la sclérose en plagues
La douleur chronique constitue chez les patients atteints de SEP un symptome trés invalidant et trés
fréquent avec une prévalence estimée de 29 a 86% selon les études (la variabilité étant due aux
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différences de parametres utilisés pour évaluer et définir la douleur) et dont I'apparition peut étre tres
précoce dans le décours de la maladie (Solaro and Uccelli 2011 ; Moisset et al, 2013). La douleur
associée a la SEP est hétérogeéne et peut ainsi prendre la forme de douleur neuropathique, par excés
de nociception ou mixte ; différents types de douleur pouvant coexister chez le méme patient (Truini
et al. 2013). Les douleurs par exces de nociception les plus couramment retrouvées sont la migraine,
les douleurs musculaires associées a des anomalies posturales, notamment les douleurs dans le bas du
dos ainsi que les douleurs associées a la névrite optique. Les douleurs mixtes correspondent a des
contractions involontaires des muscles avec des douleurs liées aux spasmes toniques ou a la spasticité
chronique (contraction continue des muscles induisant des dommages tissulaires et I'activation des
nocicepteurs). Les douleurs neuropathiques se caractérisent par des sensations anormales ou une
hypersensibilité des zones affectées, qui chez les patients atteints de SEP peuvent se retrouver a
proximité de zones de déficit sensoriel. Ces douleurs peuvent étre indépendantes de toute stimulation
(les douleurs paroxystiques ou persistantes) ou elles peuvent étre évoquées (Thompson et al. 2010).
Parmi les différents types de douleurs neuropathiques, il est possible de citer : les dysesthésies des
extrémités se caractérisant par des sensations de fourmillements, de brilure ou de douleur le plus
souvent observées au niveau des membres inférieurs (Osterberg et al., 2005) ; le signe de Lhermitte
se caractérisant par une impression de décharge électrique le long du dos ou des membres supérieurs
lors de la flexion de la nuque; ou la névralgie du trijumeau se caractérisant par des crises
paroxystiques de sensations de chocs électriques au niveau oro-facial. Des troubles de la sensibilité
mécanique sont également observés, une forte prévalence d’hypoesthésie ou d’hyperesthésie est
retrouvée chez les patients atteints de SEP présentant également des douleurs neuropathiques (61%
et 34%) (Osterberg and Boivie, 2010). Ces douleurs neuropathiques sont décrites comme étant les plus
persistantes et ayant un fort impact négatif sur la qualité de vie des patients (O’connor et al., 2008 ;
Thompson et al., 2010) ; de plus elles sont peu ou pas améliorées par les antalgiques conventionnels
disponibles ni par les traitements de fond de la SEP (O’Connor et al. 2008 ; Solaro and Uccelli 2011 ;
Truini et al. 2011).

La physiopathologie de ces douleurs neuropathiques demeure encore partiellement inconnue. Le
développement de dysesthésie suggere des lésions médullaires au niveau du faisceau
spinothalamique pouvant modifier la transduction des signaux nociceptifs et notamment diminuer
les contréles inhibiteurs descendants (Truini et al. 2013). De plus, la libération de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules immunitaires pourrait contribuer au développement de ces douleurs
neuropathiques (Sachs and Teixeira, 2008). Un phénomeéne de sensibilisation centrale lié a
I'activation des cellules microgliales et astrocytaires a également été suggéré mais les données
disponibles concernent pour le moment principalement les modéles animaux (Doolen et al., 2018).
Enfin, les dérégulations de ’homéostasie du glutamate, du calcium et des ROS pourraient également
contribuer au développement de ces douleurs neuropathiques (Werner et al. 2001 ; Mahad et al.,
2015).

Afin de développer de nouvelles molécules efficaces pour la prise en charge des douleurs
neuropathiques dans le cadre de la SEP il est donc nécessaire de mieux caractériser la physiopathologie
de ce symptome puis d’évaluer des molécules ciblant des aspects particuliers.

6.1.2. Prise en charge thérapeutique de la sclérose en plaques
Cesvingt derniéres années, d'importants progres ont été réalisés dans la prise en charge thérapeutique
de la SEP et les médicaments disponibles permettent de réduire significativement le nombre et la
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durée des rechutes provoquées par la réponse immune au cours de la SEP-RR. Malheureusement ces
traitements ne parviennent pas ou peu a arréter I’évolution de la maladie vers une forme progressive
(Lassmann, 2017). Les médicaments disponibles sont constitués : 1) des traitements des poussées qui
sont des anti-inflammatoires stéroidiens (corticoides de syntheése principalement la
méthylprednisolone) donnés a tres forte dose sur une courte durée ; 2) des traitements de fond qui
sont en premiére intention des immunomodulateurs et en deuxiéeme intention des
immunosuppresseurs ; 3) des traitements symptomatiques des symptomes non améliorés par les deux
classes citées précédemment.

Les mécanismes d’action des traitements de fond de la SEP sont résumés dans la figure 29 ci-dessous
illustrant bien que I'ensemble des molécules disponibles ciblent primitivement la réponse immune.
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Figure 29 : Représentation schématique des cibles des traitements actuels de la sclérose en plaques.
Adapté de Linker et al., 2008,

Les immunomodulateurs et les immunosuppresseurs permettent de supprimer I'activité des cellules
du systéme immunitaire. lls agissent soit en bloquant leurs actions au niveau du systéme nerveux
central soit plus en amont en bloquant le passage de la barriere hémato-encéphalique ou au niveau

de I'activation périphérique des cellules immunitaires.
B : Lymphocyte B ; CD : cluster de différentiation ; CPA : Cellule présentatrice de I'antigene ; IL :
Interleukine ; INF-y : Interféron-y ; NK : Lymphocyte « tueur naturel » ; NO : Oxyde nitrique ; MO :
Macrophage ; PC: Cellule plasmatique ; S1PR : Récepteur de la sphingosine 1-phosphate ; T : Lymphocyte
T; Th : Lymphocyte T helper ; TNFa : Facteur de nécrose tumoral a ; VCAM : protéine d'adhésion des
cellules vasculaires ; VLA-4 : Intégrine a4f1.

Parmi toutes ces molécules actuellement commercialisées, seules I'ocrélizumab a une AMM pour les
formes de SEP-PP (et non SP). Une molécule posséde un mécanisme d’action qui pourrait laisser
envisager une efficacité dans les formes progressives de la maladie ; il s’agit du diméthyl fumarate. En
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effet, en plus de son effet inhibiteur de la maturation des cellules dendritiques et de la différenciation
des Lt naif en cellules Th1l et Th17 autoréactives, le diméthyl fumarate augmente I’activité du facteur
nucléaire 2 similaire au dérivé d'érythroide 2 (Nrf2 pour nuclear factor erythroid-2-related factor 2 en
anglais), un facteur de transcription contrélant I'expression d’un grand nombre de protéines
antioxydantes et d’enzyme de détoxification. Néanmoins, I'effet de cette molécule sur les formes
progressives de la maladie n’a jusqu’a présent pas été démontré.

Enfin, l'utilisation chronique de ces immunomodulateurs ou immunosuppresseur est loin d’étre
dénuée d’effets indésirables dont certains peuvent étre séveres voir trés sévere tels que
I’'augmentation du risque infectieux ou le développement d’'une leucoencéphalopathie multifocal
progressive provoquant une démyélinisation rapide et diffuse dans le SNC liée a la réactivation du virus
JC. Ce dernier effet indésirable, provoqué par des traitements au natalizumab, diméthyl fumarate,
fingolimod et ocrélizumab nécessite un arréte immédiat du traitement dés I'apparition des premiers
symptomes et en pratique dés I'augmentation significative de la concentration sanguine en anticorps
antivirus JC. Il existe donc un intérét tout particulier a développer de nouveaux traitements pour la
prise en charge de la SEP (Lassmann, 2017).

6.1.3. Le stress oxydant comme facteur aggravant de la sclérose en plaques
6.1.3.1. Brefs rappels sur le stress oxydant et les espéces réactives de I’'oxygéne

En biochimie, I'oxydation est un processus au cours duquel une molécule perd des électrons
spontanément ou lors de réaction métabolique couplée. Dans le métabolisme cellulaire I'oxydation
des molécules fournit la force nécessaire a la production d’ATP, raison pour laquelle les mitochondries
constituent la principale (mais non l'unique) localisation des phénomeénes d’oxydation dans la cellule.
L'oxydation des molécules peut étre réalisée lors de réactions catalysées par des enzymes ou comme
le résultat de la séquestration d’électron par des molécules spécifiques appelées oxydants ou pro-
oxydant. En physiologie, plusieurs especes réactives ont été impliquées en tant que pro oxydant ; elles
sont nommeées en fonction de la nature de leur atome réactif a savoir les espéces réactives de I'azote
(RNS pour reactive nitrogen species en anglais) ou les ROS qui sont les espéeces réactives les mieux
caractérisés. Le terme ROS ne se référe pas a une molécule, mais a un ensemble de molécules
dérivées de I'oxygéne formées par des réactions de réduction-oxydation ou par capture d’électron
parmi lesquelles il est possible de citer les anions superoxydes 02*, les radicaux hydroxyles ¢OH, les
radicaux peroxyles RO2e, les hydroperoxydes RO,H ou encore les radicaux alkoxyles ROe (Migdal and
Serres, 2011). Néanmoins, le ROS le plus étudié et possédant le réle majeur dans la régulation redox
est le peroxyde d’hydrogéne H,0; qui sera le seul présenté dans ce travail a titre d’illustration. Avant
de parler du stress oxydant et des effets déléteres des ROS ou dans le cas présent de H,0,, il est
primordial de noter qu’a I’état physiologique H,0; est exprimé a un niveau faible dit d’équilibre de
I'ordre de la nanomolaire (approximativement entre 1 a 100 nM en fonction des types cellulaire et
des localisations subcellulaires) et qu’il joue alors un role fondamental dans la signalisation cellulaire
(réle qui pourrait étre comparé a celui du calcium). Cette signalisation redox physiologique parfois
appelée eustress oxydant est impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires qui ne peuvent étre
détaillées dans ce travail mais qui sont représentées tres schématiquement dans la figure 30. Cette
signalisation redox physiologique est ainsi impliquée dans la réponse immune, le phénoméne de
cicatrisation, ou encore au cours du neurodéveloppement (Sies and Jones, 2020). Les sources
principales de 02* et H,0, sont les NADPH oxydases (NOX) transmembranaires et la chaine de
transport d’électron ou phosphorylation oxydative mitochondriale (Sdez, and Estan-Capell, 2014).
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Figure 30 : Gamme de concentration estimée du H,0; en fonction de sa réponse cellulaire physiologique
(oxidative eustress) ou pathologique (oxidative distress)
Extrait de Sies and Jones, 2020

La concentration physiologique d’H20: oscille entre 1 a 100 nM en fonction des types cellulaire et des
localisations subcellulaires. Les réponses au stress et les stratégies adaptatives interviennent pour des
concentrations supérieures a 100 nM. Des concentrations beaucoup plus importantes de I'ordre du
UM sont responsables de I'arrét de la croissance cellulaire voire de la mort cellulaire. La couleur verte
illustre les niveaux d’oxydation physiologique tandis que la couleur rouge illustre le stress oxydant. Un
gradient de concentration 100 fois supérieur pour |'extracellulaire que l'intracellulaire est donné a
titre indicatif, cette valeur pourrait étre 500 fois plus élevée si la concentration plasmatique de 5 uM
d’H.0: était prise en compte.

A I'opposé de cette signalisation redox physiologique, se développe lorsque les niveaux de H,0, sont
trop importants, un phénomeéne d’oxydation non spécifique des protéines (mais également des
lipides et de ’ADN) responsables de nombreuses dysfonctions cellulaires appelé stress oxydant. Le
cerveau, consommant un cinquiéme du glucose et de I'oxygéene disponible dans I'organisme constitue
I’organe le plus riche en mitochondries et par voie de conséquence le plus grand producteur de ROS.
Il est de plus particulierement susceptible aux dommages oxydants du fait : de sa richesse en acide
gras sujets a la peroxydation, de sa faible activité en catalase en comparaison aux autres organes, et
de ses forts niveaux en fer créant un environnement pro-oxydant (Cobley et al., 2018). Pour 'ensemble
de ces raisons, il n’est pas étonnant de retrouver une forte implication du stress oxydant dans de
nombreuses pathologies neurodégénératives et notamment la SEP. La figure 31 représente
schématiquement, les conséquences de concentrations physiologiques ou toxiques d’H,0; sur la
physiologie axonale.
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Figure 31 : Conséquences des variations de concentrations d'H.0; sur la physiologie axonale
Extrait de Sies and Jones, 2020

La concentration physiologique en H20: oscille entre 1 a 10 nM et favorise a la fois les croissances
axonale et dendritique (coloration verte). Une augmentation modérée de la concentration en H202
(jusqu’a 100 nM) est associée a des croissances axonale et dendritique augmentée qui permet la
réparation axonale apres une lésion. Une concentration anormalement élevée de H202 (> 100 nM)
favorise le stress oxydant (coloration rouge) et conduit a la destruction du céne de croissance et par
la suite a la dégénérescence axonale. De la méme facon, une concentration anormalement élevée de
H20: (< 0,1 nM) est délétére pour le développement neuronal.

Généralement les cellules progénitrices maintiennent un niveau bas en molécule oxydantes
(notamment H20:) durant les phases de quiescence ou d’auto-renouvellement cellulaire, niveau qui
est augmenté durant la différenciation. Ainsi les niveaux physiologiques d’H202 régulent la balance
entre la prolifération, 'auto-renouvellement et la différenciation. Des niveaux trop faibles en H20;
empéchent la sortie de quiescence et diminuent la prolifération ce qui peut impacter négativement
les processus de régénérescence, tandis qu’un niveau légerement augmenté peut étre bénéfique a la
prolifération puis a la différenciation avec néanmoins un risque d’épuisement du pool de progéniteur.
Enfin une augmentation trop importante sera responsable d’un stress oxydant et de la mort cellulaire.

Les mécanismes de défense cellulaire contre les dommages provoqués par les ROS incluent les
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Waslo et al., 2019). Les antioxydants non
enzymatiques sont des petites molécules piégeuses de radicaux libres (et notamment de ROS) qui
peuvent étre endogenes tels que I'acide urique, le glutathion, I'acide lipoique ou la coenzyme Q ou
bien qui peuvent étre exogenes tels que la vitamine C ou ascorbate, la vitamine E ou a tocophérol ou
encore le sélénium (Waslo et al., 2019). Les antioxydants enzymatiques convertissent les ROS en des
espéces moins réactives et constituent ainsi le mécanisme de défense le plus important contre les
dommages tissulaires induits par le stress oxydant. Ces enzymes antioxydantes catalisent
principalement trois types de réactions différentes ; la dismutation (réaction chimique dans laquelle
une espece joue a la fois le role d'oxydant et de réducteur), la peroxydation et la réduction de thiol. Il
existe un grand nombre d’enzymes antioxydantes parmi lesquelles il est possible de citer : ’'heme
oxygénase, les peroxyrédoxines, la glutathion réductase ou la glutathion S-transférase ; mais les
enzymes antioxydantes les plus importantes sont les superoxyde dismutases (SOD), la catalase et
les GPx (Sdez and Estan-Capell, 2014). Comme leurs noms I'indiquent, les SOD sont responsables des
réactions de dismutation transformant le tres réactif ion superoxyde H* en peroxyde d’hydrogéene H,0,
qui s’il reste toujours réactif, ne possede plus d’électron libre (Figure 32).
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Figure 32 : Réactions catalysées par les principales enzymes antioxydantes
Extrait de S3ez, and Estan-Capell, 2014

Le fonctionnement synchronisé de la superoxide dismutase (SOD), de la catalase et de la glutathion
peroxidase (Gpx) évite les interactions de Oze- avec H.0: ainsi que la transition vers des ions
métalliques (Cu*/Fe?*) par les réactions de Haber-Weiss ou de Fenton qui seraient responsables de la
formation d’especes hautement réactives de I'oxygene telles que *OH ou de la formation d’un substrat
cytotoxique ONOO- par l'interaction de O2e- avec le monoxyde d’azote (NO). Ces stratégies
antioxydantes protegent la cellule contre une synthese excessive d’especes réactive de I'oxygene et
de I'azote et ainsi limite le développement d’un stress oxydant.

Trois isoformes principales de SOD ont été identifiées chez ’lhumain, SOD1 ou SOD a cuivre-zinc qui
est localisée dans le cytosol des cellules, SOD 2 ou SOD a manganese qui est localisée dans la
mitochondrie ou elle est responsable de la dismutation des radicaux superoxydes formés dans la
chaine de transport d’électron, et enfin SOD 3 ou SOD extracellulaire. La catalase est principalement
localisée dans les peroxysomes ou elle décompose H,0; en eau et oxygene (Figure 32). Elle possede
également des propriétés de détoxification et de peroxydation qui ne seront pas détaillées ici. Les Gpx
appartiennent a une superfamille de 8 isoenzymes (GPx1-8) qui catalysent la réduction de
I’hydroperoxyde RO;H en groupement alcoolique en utilisant le glutathion réduit comme cosubstrat
(qui deviendra alors oxydé) pour I'ensemble d’entre elles, et qui décomposent H,0; en eau et oxygéne
pour celles contenant du sélénium (Figure 32). Le glutathion oxydé au cours de ces réactions sera par
la suite réduit grace a I'action de la glutathion réductase en utilisant le NADPH comme substrat (Saez
and Estan-Capell, 2014). Parmi les 8 isoformes de GPx, GPx1 est la plus ubiquitaire et la plus
abondante ; elle contient toujours du sélénium. Les autres isoformes ont des expressions plus
localisées, a titre d’exemple Gpx2 est retrouvée principalement dans le tractus gastrointestinale tandis
gue Gpx3 est retrouvée principalement dans le sang.

L’expression de ces enzymes antioxydantes est sous le controle de Nrf2 qui régule I'expression de
plus de 250 protéines antioxydantes mais également de cytokines pro-inflammatoires selon une
boucle de régulation négative activée par le stress oxydant lui-méme.
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6.1.3.2. Stress oxydant et sclérose en plagues

Des preuves du développement du stress oxydant ont été apportées au niveau du SNC de patients
atteints de SEP par des études neuropathologiques montrant un marquage a la nitrotyrosine, un
marqueur des lésions induites par les peroxynitrites, plus particulierement au niveau de zones
présentant une forte inflammation. Des niveaux augmentés de peroxynitrites, de malondialdéhyde (un
marqueur de la péroxydation lipidique) et de monoxyde d’azote ont été observés dans le liquide
céphalorachidien de patients (Zhang et al., 2020). D’autres marqueurs du stress oxydant ont été
retrouvés dans les tissus de patients a la fois dans les plaques actives ou chroniques, tels qu’une
augmentation de la présence de radicaux libre associée a une diminution des niveaux de glutathion et
d’ascorbate retrouvée chez certains patients (Pegoretti et al., 2020). Une augmentation de la densité
mitochondriale est également fréquemment retrouvée tout comme une accumulation au niveau des
macrophages phagocytiques et des astrocytes hypertrophiques de 4-hydroxy-2-neonal un aldéhyde
réactif toxique marqueur du stress oxydant (Waslo et al.,, 2019). Enfin, la présence de lipides,
phospholipides et de nucléotides oxydés a été observée dans certains prélevements (Haider et al.,
2011 ; Dong et al., 2021).

L’origine du stress oxydant chez les patients atteints de SEP est multiple avec trés probablement une
séquence temporelle et une interrelation des événements redox différentes entre la SEP récurrente-
rémittente et la SEP progressive mais également selon les stades de la maladie et selon les patients.
Une premiere source de ROS et de RNS sont les cellules immunitaires périphériques et les
macrophages. Les ROS produits par les lymphocytes facilitent leur transmigration a travers la BHE puis
favorisent la phagocytose de la myéline par les macrophages (Waslo et al., 2019). Un second acteur du
stress oxydant sont les cellules microgliales qui lorsqu’elles sont activées produisent, par
I'intermédiaire de '’enzyme NADPH oxydase et les myéloperoxidases des ROS (Pegoretti et al., 2020).
Le stress oxydant est également amplifié par la libération de fer, initialement présents dans les feuillets
myéliniques, dans I'espace extracellulaire lors de la démyélinisation. Dans un contexte pro-oxydant
déja avancé, par la réaction de Fenton, le fer ferreux Fe?* est oxydé en en fer ferrique Fe*, tandis que
le peroxyde d'hydrogene est converti en radical hydroxyle eOH et anion hydroxyle OH- hautement
réactifs et ceci amplifie une nouvelle fois le stress oxydant participant dans certaines régions du
cerveau a la propagation de la neurodégénérescence et de I'atrophie (Mahad et al., 2015).

Ces premiéres vagues de stress oxydant sont déléteres pour le fonctionnement des mitochondries
axonales qui rappelons le souffrent déja de la surcharge énergétique provoquée par la démyélinisation.
L’excés de ROS et de RNS va conduire a un arrét de la chaine respiratoire et a la libération d’électrons
induisant une seconde vague de production de ROS et une amplification du phénoméne dégénératif
(Friese et al., 2014). Une activation de I'apoptose a également lieu suite a la libération de facteurs pro-
apoptotiques par les mitochondries. De plus, les especes réactives endommageant |’ADN
mitochondrial au cours du temps, le nombre de mitochondries défectueuses s’amplifie.

Ainsi le stress oxydant va augmenter progressivement au fur et a mesure de la maladie et étendre
ses conséquences néfastes : oxydation des protéines et des lipides ainsi que des Iésions de I’ADN. Il
participe alors a de nombreux dysfonctionnements cellulaires touchant les canaux ioniques, la
signalisation des récepteurs couplés aux protéines G ou encore le cytosquelette axonal (Kutzelnigg and
Lassmann, 2014).

Ont été détaillés dans ce chapitre, les effets délétéres du stress oxydant au niveau du SNC des patients
atteints de SEP (Figure 33), mais il est important de rappeler que la signalisation redox est également
trés importante dans le développement de la réponse immune et que la présence du stress oxydant
dans le cas de la SEP participe tres probablement également a I'aggravation de la physiopathologie
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auto-immune (Sies and Jones, 2020). Toutes ces raisons justifient I'intérét d’évaluer des traitements
anti-oxydants dans la prise en charge de la SEP notamment pour prévenir ['évolution

neurodégénérative de la maladie. Néanmoins, du fait des réles importants de la signalisation redox

physiologique, les traitements antioxydants développés doivent présenter une certaine sélectivité

pour corriger les excés de ROS sans pour autant annihiler I'ensemble de la signalisation.
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Figure 33: Représentation
schématique  des  différentes
sources potentielles despéres
réactives de l'oxygéne et de l'azote
au cours du développement de la
sclérose en plaques

Extrait de Waslo et al,, 2019

En vert sont représentées
plusieurs stratégies antioxydantes
qui pourraient avoir leur intérét
dans la prise en charge du stress
oxydant dans le cadre de la SEP.

L'ensemble des données présentées ci-dessus confirment une physiopathologie complexe dans le

développement de la SEP avec des phénomeénes lésionnels et de réparation qui sont parfois

entremélés et pour lesquels il est parfois difficile de faire la part des choses. Ainsi, un méme type

cellulaire en fonction de son profil d’activation peut a la fois étre délétére ou bénéfique a I'intégrité du

SNC. La figure 34 tente de résumer les points les plus importants de ce développement
physiopathologique. Cette physiopathologie complexe permet de comprendre pourquoi, malgré des
recherches intenses et des découvertes importantes réguliéres, de nombreux points restent encore

a élucider afin de parfaitement comprendre le développement de la maladie et proposer des
stratégies thérapeutiques adaptées a I’'ensemble des patients. Ce travail a déja en partie bénéficié de
I’étude des modeéles animaux de la maladie qui bien qu’imparfaits restent encore un outil d’étude

extrémement important. Ainsi, seront-ils décrits trés succinctement dans le chapitre suivant.

6.1.4. Les modeéles animaux de scléroses en plaques

Depuis la mise en place du premier modele animal de SEP en 1933 par Rivers, une grande variété de

modeéles animaux de démyélinisation du SNC existe. Il est possible de les catégoriser en trois grandes

classes principales : les modeéles de démyélinisations induites par des virus (virus de

I'encéphalomyélite murine de Theiler ou virus de I’'hépatite murine), les modéles de démyélinisation

induite par des toxines (cuprizone, bromure d’éthidium ou lysolécithine) et les modéles

d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) (Simmons et al., 2013). D’autres modéles ont

également été développés en exprimant constitutivement des cytokines dans le SNC ou en utilisant la

toxine diphtérique pour détruire les oligodendrocytes. Ces modeéles peuvent étre associés a différentes

modifications du génome afin d’étudier I'implication particuliere de certaines protéines dans le

développement de la maladie.
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Figure 34 : Interactions moléculaires entre le systeme nerveux central, l'inflammation et la réponse
immune participant aux processus lésionnels mais également de réparation lors du développement de la
sclérose en plaques

Extrait de Hemmer et al, 2002

Cette illustration reprend les mécanismes de lésion et de réparation des neurones et des
oligodendrocytes lors du développement de la sclérose en plaques. Ces mécanismes inclus : a)
I'attaque directe des cellules par les lymphocytes T CD8 spécifiques avec la libération de granules
cytotoxiques et la liaison de molécules Fas ; b) la libération par les cellules gliales d’acides aminés
excitateurs et de neurotoxines qui se fixent sur des récepteurs glutamatergiques ou provoquent une
excitotoxicité directe ; c) la fixation d’anticorps spécifiques conduisant a une activation du
complément et a la formation du complexe d’attaque membranaire (tcc) (cette étape permettant
I’élimination des débris pourrait favoriser la remyélinisation) ; d) la libération de cytokines, de
métalloprotéinase de la matrice et de métabolites par les macrophages, les cellules microgliales, les
lymphocytes et les astrocytes (phénomenes impliqués a la fois dans l'inflammation, la
neurodégénérescence et la neuroprotection) ; e) la libération par les cellules gliales et les lymphocytes
T CD4 de neurotrophines qui sont impliquées dans la neuroprotection et la réparation ; f) la migration
des progéniteurs oligodendrocytaires et des cellules souches neuronales vers les lésions afin de
réparer les lésions tissulaires.

NMDA : N-methyl-D-aspartate

Le modeéle EAE est le modeéle le plus couramment utilisé et repose sur |I'observation de complications
neurologiques (dont la plus fréquente était une encéphalomyélite aigué disséminée) lors de
vaccinations antirabiques utilisant des virus inactivés amplifiés sur des cellules neuronales ou dans des
cerveaux insuffisamment purifiés. C’est a partir de ces observations cliniques que Rivers développa en
1933 le premier modéle d’EAE en immunisant des singes par injection d’extraits de cerveaux de lapin
(Rivers et al., 1933). Le modéle a par la suite été développé dans de nombreuses especes animales
incluant notamment les cochons d’inde, les lapins, les poissons zébres mais c’est chez le rat et surtout
la souris qu’il a été le plus couramment utilisé (Kipp et al., 2012). Les protocoles d'immunisation ont
également évolué, les extraits de cerveau ont été remplacés par des protéines spécifiques de la
myéline (MBP, MOG ou PLP) elles-mémes remplacées par des peptides encéphalitogénes tels que
MBP1.37, la MOGss.ss et la PLP13g.151, permettant I'obtention de modeles plus reproductibles (Mix et al.,
2010). Plus tard, afin de potentialiser I'immunisation flt ajouté : 1) I'adjuvant complet de Freund
(CFA), un mélange d’huile de paraffine (permettant de libérer progressivement les antigénes
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sensibilisant) et de Mycobacterium tuberculosis (stimulant une réponse immune intense) afin de
stimuler la réponse immune humorale ; puis 2) la toxine pertussique (PTX) produite par la bactérie
Bordetella pertussis afin d’augmenter la perméabilisation de la BHE (Denic et al., 2016). L’'EAE peut
également étre induite par immunisation passive (transfert de Ly activés d’une souris immunisée vers
une souris saine) mais ce mode d’induction ne sera pas développé dans ce travail.
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Figure 35 : Représentation schématique du décours temporel des symptdmes dans les différentes

variantes d'encéphalomyélites auto-immunes expérimentales (EAE) induites chez la souris et utilisées
pour étudier les troubles sensitifs

Adapté de Hemmer et al, 2002

Chez les souris, 'EAE se caractérise par une paralysie ascendante débutant par une atteinte de la
gueue, suivi de la paralysie des pattes arriére puis avant, évaluée par une échelle a cing points,
pouvant varier d’'un modele a un autre, mais qui communément s’échelonne de 0 (aucun signe
cliniqgue) a 5 (mort de I'animal). Un score de 4 correspond a I'apparition de paralysies sévéres des
membres inférieurs et/ou supérieurs. Dans les modéles utilisés pour étudier les troubles sensitifs il est
nécessaire que les symptomes moteurs ne soient pas trop séveres afin que les souris soient capables
d’exercer des mouvements de retrait lors de I'exposition a des stimuli douloureux. Ainsi dans ces
modeles un score clinique supérieur a 3 est rarement dépassé.

Suite a I'immunisation, plusieurs phases de la maladie peuvent étre distinguées en fonction des
protocoles d’induction du modeéle : une phase pré-symptomatique, suivie d’'une phase aigué qui
correspond a I'apparition et au pic des symptomes qui peut étre immédiatement suivie : d’une phase
de rémission compléte des symptomes dans le cas d’une EAE aigué, d’un plateau lorsqu’aucune
amélioration des symptomes n’est constatée dans le cas d’une EAE chronique, soit d’'une récupération
incompléte suivie d’un plateau de stagnation des symptdmes dans le cas d’une EAE chronique a

poussée unique, soit enfin d’une alternance de phases de rémissions et de rechutes dans le cas d’une
EAE récurrente-rémittente.

Chez la souris, selon les protocoles d’immunisation et les fonds génétiques utilisés, différentes
formes de SEP peuvent étre mimées (Figure 35). Par exemple, les souris SIL sont sensibles a
I'immunisation par I'administration de PLP, MOG et de MBP (que ce soit la protéine entiere ou un
peptide). Lorsqu’elles sont immunisées avec du PLP13q.151, elles présentent souvent une forme d’EAE-
RR alors qu’une immunisation avec de la MOGss.ss induit une forme chronique (Kipp et al., 2012). Les
souris C57BL/6 sont sensibles uniquement a une immunisation par la MOG et développent le plus
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souvent une forme chronique de la maladie a I'exception d’un modele de forme RR pour lequel le CFA
a été remplacé par du Quillaja A ou Quil A un adjuvant de vaccination classiquement utilisé en
médecine vétérinaire stimulant la réponse immune sans I'effet inflammatoire également induit par le
CFA (Peiris et al., 2007 ; Khan et al., 2014). Enfin, toujours selon le protocole d'immunisation, les
souris EAE peuvent développer différents types de symptomes ; dans ce travail nous ne nous
intéresserons qu’a des modeéles EAE développant des troubles sensitifs (Khan and Smith, 2014).

Bien que présentant de nombreuses caractéristiques cliniques et neuropathologiques communes
avec celles observées dans la SEP, le modéle EAE présente également plusieurs limites (Mix et al.,
2010). Tout d’abord, dans ce modeéle animal, I'initiation de la maladie est « artificielle » et I’évolution
temporelle des symptomes différe de ce qui est observée en clinique. Chez ’lhomme, la maladie est
trés probablement initiée plusieurs années avant le début des manifestations cliniques, alors que les
symptémes dans les modeles EAE sont détectés dans les semaines, voire les jours qui suivent
I'induction de la maladie. A cela, s’ajoute le fait que les lignées de souris utilisées lors des études
précliniques ont des fonds génétiques trés homogénes comparés a I’hétérogénéité génétique
observée chez ’lhomme. De plus, il est évident que des différences existent entre le systéme
immunitaire et le systéme nerveux humain et murin, les données observées chez la souris ne peuvent
donc qu’étre hypothétiquement extrapolées a I’humain. Enfin, ’EAE est principalement une maladie
de la substance blanche sous-piale de la moelle épiniére tandis que dans la SEP la démyélinisation
est fortement observée au niveau de I’encéphale et notamment du cortex (bien que des lésions
spinales soient également présentes) (Ransohoff, 2012).

Probablement en conséquence de ces limitations, si les modeéles EAE ont montré un intérét notable
dans le développement des médicaments immunomodulateurs et immunosuppresseurs
actuellement commercialisés pour le traitement de la SEP-RR, ils n’ont apporté que peu ou pas de
connaissance(s) sur I’évolution progressive de la maladie (Mix et al.,, 2010). En effet, les formes
chroniques d’EAE (Figure 35) ne sont pas réellement des modeles de SEP progressive du fait de : 1) la
rémission des symptomes aprés un temps plus ou moins long selon le type d’immunisation (de
quelques semaines a quelques mois) ; 2) I'absence de dégénérescence axonale marquée et d’atrophie
cérébrale. Quelques rares modeles EAE sont décrits comme pouvant mimer la SEP-SP lorsqu’ils sont
induits dans des fonds génétiques trés particuliers tels que les souris Biozzi ABH ou les souris non-
obese diabétique (NOD) possédant toutes les deux des haplotypes particuliers de la classe Il du
complexe majeur d’histocompatibilité les rendant susceptibles aux pathologies auto-immunes
(Simmons et al., 2013).

C’est pour I’'ensemble de ces raisons qu’au cours des travaux de recherche discutés dans le prochain
chapitre, en comparaison a un modele de souris EAE, les souris Plp null ont été utilisées non pas
comme un modele de SEP-PP a proprement parlé mais comme un modéle de pathologie
dysmyélinisante conduisant a une dégénérescence axonale secondaire associée a des atteintes du
stress oxydant et provoquant des symptomes moteurs, cognitifs et sensitifs. Nous faisons
I’'hypothése que des médicaments pouvant améliorer la physiopathologie de ces souris, pourraient
améliorer aux moins certains aspects physiopathologiques des formes progressives de SEP.
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6.2. Principaux résultats

6.2.1. Développement des modeles animaux et évaluation des troubles sensitifs

Comme cela vient d’étre dit juste avant, le projet de recherche repose sur une analyse en paralléle de
deux modeles animaux mimant deux aspects distincts de la physiopathologie de la SEP : la réponse
immune et inflammatoire par le biais d’'un modele EAE et la dégénérescence axonale par le biais des
souris Plp null. Devant le tres large éventail des modeles EAE induits chez la souris, notre choix s’est
porté sur celui développé par I'équipe de Maree T Smith étant donné qu’il 1) mime la forme la plus
commune de la maladie a savoir la SEP-RR, 2) développe une allodynie mécanique sévére et de durée
importante associée a des troubles moteurs modérés permettant |’évaluation de traitements
préventifs ou curatifs sur des durées relativement longues (Khan et al., 2014). Ce travail a pu étre initié
grace a l'obtention en 2017 d’une subvention de la Fondation ARSEP et d’une bourse de thése du
ministére pour mon étudiante en M2 Amélie Démosthénes.
Il a dans un premier temps fallu mettre en place le modéle au laboratoire et affiner sa caractérisation
comportementale. Notre premiéere étude avec les souris EAE-RR a permis de confirmer qu’elles
développent une allodynie mécanique a partir de J30 et de montrer que ces souris présentent
également une hyperalgésie au chaud et une allodynie au froid lorsque les stimulations sont
appliquées sous la patte (Figure 36). L'évaluation des symptémes présents dans la sphere oro-faciale
a montré que les souris EAE-RR ne présentent pas d’anomalies de la sensation au froid ni de la
sensibilité mécanique pour des stimuli statiques. Par contre lorsque cette sensibilité mécanique est
évaluée par des stimuli dynamiques, les souris EAE-RR présentent une allodynie transitoire.
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Figure 36 : Caractérisation comportementale du modéle d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
récurrente-rémittente (EAE-RR)

Adapté de Démosthenes et al,, 2022

Suivi longitudinal du score EAE basé sur I’échelle décrite par Khan et al., 2014 avec 0 pas de symptomes
et 4 quadriplégie. ANOVA 2 voies suivies du test post-hoc Sidak ; *p < 0,01 ; ***p < 0,001vs contrdle

(CTL).

Test de la grille permettant de tester la motricité fine des souris évaluées par le temps nécessaire pour
parcourir 300 cm sur la grille (locomotion) et le nombre de faux-pas a travers les mailles de la grille
durant ce parcours (coordination fine). ANOVA 2 voies suivies du test post-hoc Sidak ; **p < 0,001.

Allodynie mécanique évaluée par le test de von Frey selon la méthode de Chaplan. Le seuil mesuré
(PWT) est un indicateur de la résistance du filament de nylon utilisé pour évoquer un retrait de la patte
chez les souris. ANOVA 2 voies suivie du test post-hoc Sidak ; ***p < 0,001 ; ****p < 0,0001.
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L’évaluation du score EAE (selon I'échelle décrite par Khan et al., 2014) a confirmé une évolution des
symptomes par poussée (score modéré de 2 - paralysie de la queue et une paralysie unilatérale
partielle de la patte arriére) suivi de phase de rémission (score inférieur a 1 - faiblesse de la queue)
(Figure 36). L’évaluation des comportements moteurs a montré que les souris EAE-RR ne présentent
pas de modification de I'activité locomotrice spontanée (test de I'open-field), ni de diminution de la
coordination motrice (test du rotarod), ni de diminution de la force musculaire (test d’agrippement).
Seule la réalisation d’un test moteur permettant d’évaluer la coordination motrice fine a permis de
mettre en évidence un déficit chez ces souris. Aucune modification n’a été observée chez les souris
EAE-RR en ce qui concerne la mémoire de travail évaluée par le labyrinthe en Y, ou les comportements
de type anxieux qu’ils soient évalués par le test d’enfouissement de bille ou le labyrinthe en croix
surélevé. Enfin, dans une derniére expérience, nous avons évalué la capacité d’'une dose aigué de
prégabaline a réduire les troubles sensitifs observés chez les souris EAE-RR. Les résultats obtenus
montrent une efficacité dose dépendante de la prégabaline (dose de 10 et 30 mg/kg) pour réduire
I’hyperalgésie thermique et I'allodynie mécanique.

Ce travail a donné lieu a une publication dans Frontiers in Neurology.

Démosthenes A, Sion B, Giraudet F, Moisset X, Daulhac L, Eschalier A, Bégou M. In-Depth
Characterization of Somatic and Orofacial Sensitive Dysfunctions and Interfering-Symptoms in a
Relapsing-Remitting Experimental Autoimmune Encephalomyelitis Mouse Model. Front Neurol. 2022
Jan 17;12:789432. doi: 10.3389/fneur.2021.789432.

6.2.2. Evaluation de I’effet d’un cocktail antioxydants chez les souris présentant une
invalidation du géne codant les protéolipoprotéines

Ce travail faisait suite aux résultats obtenus en collaboration avec I'équipe d’Aurora Pujol ayant montré
la présence d’un stress oxydant modéré dans le modele des souris Plp null (chapitre 5.2.2. p50) avec
I’objectif de compléter I'lanalyse comportementale des troubles sensitifs dans le modele et d’évaluer
I’effet thérapeutique potentiel d’'un cocktail de trois molécules antioxydantes : I'acide lipoique, la N-
acétylcysteine et la vitamine E (a-D-tocophérol), administré chez des animaux agés de 3 a 7 mois. Ce
cocktail utilisé par I'équipe d’Aurora Pujol avait montré son efficacité pour ralentir la dégénérescence
axonale dans un modeéle de X-ALD (Lépez-Erauskin et al., 2011). Les molécules avaient alors été choisies
car possédant des fonctions antioxydantes complémentaires : I'acide lipoique est capable de réduire
les formes oxydées du glutathion, du coenzyme Q10 et de I'ascorbate, de chélater les métaux et de
jouer le réle de piégeur de radicaux libres. La N-acétylcysteine stimule la production de glutathion et
joue le réle de piégeur de radicaux libres. La vitamine E est capable de réduire les radicaux peroxyles
RO2e en hydroperoxydes RO2H moins réactif (Lopez-Erauskin et al., 2011).
Au cours de cette étude, I'évaluation des comportements sensitifs au niveau somatique (patte) a
montré I'apparition d’une hyperalgésie au chaud chez les souris Plp null dés I’age de 3 mois et d’'une
hypoalgésie mécanique dés I’dge de 6 mois en I'absence d’allodynie au froid. Ces résultats confirment
|"apparition trés précoces des symptémes sensitifs chez les souris Plp null. Concernant |’évaluation des
comportements sensitifs au niveau oro-facial, une hyposensibilité mécanique a été observée a partir
de 6 mois uniquement pour les stimuli mécaniques dynamiques les plus intenses qui s’accompagne
d’une hyposensibilité au froid présente chez les animaux des 3 mois. Malheureusement, le cocktail
antioxydant testé n’a montré aucun effet sur les comportements testés (Figure 37).
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L'effet du cocktail anti-oxydant n’a pas été évalué dans le modele EAE-RR car Khan et al., avaient déja
montré dans une étude précédente I'effet bénéfique de I’acide lipoique seul dans ce modele (Khan et
al., 2015). Par contre, il est a noter qu’un traitement similaire a été mis en place chez les animaux
+PlpTg dés la naissance (d’abord en traitant la mére allaitante puis I'animal lui-méme apreés le sevrage).
Ce traitement a di étre arrété prématurément (avant les 4 semaines des animaux) car les souris
traitées contréles et +PlpTg présentaient une perte de poids et des troubles moteurs sévéres (encore
plus sévéres que le phénotype des souris +PlpTg). Ce résultat confirme I'importance d’identifier des
traitements antioxydants respectant la signalisation redox physiologique ; et ce en fonction du niveau
développemental des animaux traités. En effet, un traitement antioxydant bien toléré chez les animaux
adulte peut s’avérer tres délétere chez les animaux prépubéres dont le développement (du SNC
notamment) n’est pas terminé.

A Von Frey Chaplan B Hot plate 56°C C Acetone face

$

—a— [ wrvehn=14)
wipe [l Pip-nul Veh (n=14)

=%« B2 Pip-null AA(n=14)
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Figure 37 : Caractérisation comportementale de Ueffet du cocktail antioxydant sur les souris sauvages
(WT) et présentant une invalidation du gene Pp7 (Plp null)
Données non publiées

A - Absence d’effet du cocktail antioxydant sur I'allodynie mécanique somatique développée chez les
souris Plp-null a partir de 6 mois évaluée par le test de von Frey selon la méthode de Chaplan.

B - Absence d’effet du cocktail antioxydant sur I’hypoalgésie thermique somatique développée chez
les souris Plp-null a partir de 3 mois évaluée par I'exposition a une plaque chauffée a 56°C.

C - Absence d’effet du cocktail antioxydant sur I’hypoalgésie thermique au froid développée chez les
souris Plp-null a partir de 3 mois lors de I'application d’acétone a c6té de la zone des vibrisses.
ANOVA 2 voies suivie d’un test post hoc de Tuckey - *p<0,05 ; ***p<0,001 ****p<0,0001 comparaison
Plp-null véhicule (Veh) vs WT Veh - $p<0,05 ; $$p<0,01 ; $$55p<0,0001 comparaison Plp-null traitées
(AA) vs WT AA - # p<0,05 ; ##p<0,01 comparaison Plp-null Veh vs Plp-null AA

6.2.3. Evaluation de I'effet antalgique du fingolimod dans le modeéle
d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale récurrente-rémittente

Le fingolimod est classiquement utilisé comme immunosuppresseur dans le traitement de la SEP pour
son action d’antagoniste fonctionnel des récepteurs a la sphingosine 1-phosphate de type 1 (S1PR1)
induisant lors de sa fixation une internalisation irréversible et une dégradation du récepteur prévenant
ainsi la sortie des lymphocytes en dehors des organes lymphoides secondaires, inhibant ainsi I'attaque
du SNC par les lymphocytes pathogéniques (Brinkmann et al., 2010) (figure 29). Néanmoins, il existe
plusieurs sous-types de S1PR (1 a 5) localisés dans différents tissus et le fingolimod pourrait avoir
d’autres propriétés au niveau de I'organisme que son action immunosuppressive. Il a notamment été
démontré que le fingolimod auraient des propriétés antalgiques dans plusieurs modeles animaux de
douleur chronique en se fixant sur des S1PR présents au niveau du cerveau et de la moelle (Salvemini
et al., 2013 ; Sim-Selley et al., 2018). Nous avons alors voulu tester I'hypothése selon laquelle le
fingolimod pourrait, en plus de son effet immunosuppresseur, étre bénéfique pour les patients atteints
de SEP exprimant des douleurs chroniques et notamment neuropathiques.
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Early curative chronic treatment with fingolimod 0.5mg/kgin Plp-null model
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Figure 38 : Effets de traitements curatifs chroniques au fingolimod chez les souris sauvages (W) et
présentant une invalidation du gene Plp7 (Plp null) ainsi que chez les souris présentant une
encéphalomyélite auto-immune expérimentale récurrente-rémittente (EAE-RR) et leurs contréles
Données non publiées

Le traitement curatif précoce par le fingolimod dans I’eau de boisson a la dose de 0,5mg/kg ne permet
pas de corriger I'allodynie mécanique ni I’hyperalgésie thermique chez les souris Plp null.

Le traitement curatif précoce par le fingolimod dans I’eau de boisson a la dose de 0,5mg/kg permet de
corriger le score EAE et I'allodynie mécanique chez les souris EAE-RR.

Le traitement curatif tardif par le fingolimod dans I'eau de boisson a la dose de 0,5mg/kg permet de
diminuer le score EAE et I'allodynie mécanique chez les souris EAE-RR.

Analyse statistique par ANOVA 2 voies suivie d’un test post hoc de Tuckey - *p<0,05; **p<0,01; ***
p<0,001 comparaison des souris modéles vs contrdle non traitées - $ p<0,05 ; $$ p<0,01 ; $$$ p<0,001 ;
comparaison des souris modeles vs contrdle traitées au fingolimod - # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001
comparaison des souris modéles non traitées vs fingolimod.
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Pour cela nous avons: 1) évalué I'effet d’'un traitement chronique précoce au fingolimod sur les

troubles sensitifs présents chez les souris Plp null, 2) évalué I'effet d’un traitement chronique précoce

puis tardif au fingolimod sur les troubles sensitifs présents chez les souris EAE-RR, 3) évalué |'effet de

traitements aigus au fingolimod administrés selon différents modes d’administration sur les troubles

sensitifs présents chez souris EAE-RR.

Lors des traitements chroniques, le fingolimod a été administré (selon le protocole décrit dans d’autres

articles) dans I’eau de boisson a la dose de 0,5mg/kg/j chez des souris Plp null et contrbles dgés de 3 a
7 mois et chez des souris EAE-RR et contrdles du 17¢™ au 30°™ jour post-induction (traitement curatif
précoce) puis du 37°™ au 47°™ jour post-induction (traitement curatif tardif). Ces traitements
chroniques ont permis de montrer une absence d’effet du fingolimod dans les troubles sensitifs des
souris Plp null, mais une tres bonne efficacité chez les souris EAE-RR que cela soit pour le traitement
curatif précoce ou tardif (Figure 38). Enfin, 'administration aigue de fingolimod aux doses de 0,3 et
1mg/kg en i.p. réduit significativement I'allodynie mécanique observée chez les souris EAE-RR avec un
effet sédatif également observé pour la dose de 1mg/kg ; tandis que I"administration intrathéchale du
fingolimod a la dose de 5 nanomoles n’a pas montré d’effet sur I'allodynie mécanique ni d’effet sédatif

(Figure 39).
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Figure 39 : Effets de ladministration aigue de fingolimod sur la sensibilité mécanique des souris présentant

une encéphalomyélite auto-immune expérimentale récurrente-rémittente (EAE-RR) et leurs contrdles
Données non publiées

L’administration intrapéritonéale de fingolimod a la dose de 0,3 mg/kg augmente le seuil de retrait de la
patte (diminution de la sensibilité mécanique) lors du test de von Frey chez les souris EAE-RR uniquement,
tandis qu’a la dose de 1 mg/kg ce seuil est augmenté chez les souris EAE-RR et controle, effet associé a une
diminution de la distance parcourue dans un open-field pendant 45 minutes (sédation, données non
montrées). L'administration intrathéchale de fingolimod a la dose de 5 nanomoles n’a pas montré d’effet
sur la sensibilité mécanique ni sur la sédation. Les résultats sont exprimés sous la forme de courbes
représentant le décours temporel du seuil de retrait de la patte (PWT) ou d’histogramme des aires sous la
courbe (AUC). L'analyse statistique n’a été réalisée que pour les AUC en utilisant une ANOVA une voie suivie

du test post hoc de Tukey *p<0,05 ; **p<0,01 ; *** p<0,001.

Chez les souris EAE-RR lors des traitements chroniques, I'effet du fingolimod sur les symptémes
sensitifs étant concomitant a I'effet sur le score EAE, il est difficile de déterminer si I'effet sur les
symptomes sensitifs est un effet propre ou une conséquence de I'effet immunosuppresseur. Par contre
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I'effet des traitements aigus sur les symptomes sensitifs suggérent un effet antalgique propre étant
donné que sur un décours temporel de 120 minutes I'effet immunosuppresseur n’a pas le temps de se
mettre en place. Le fait que I'effet antalgique du fingolimod ne soit pas retrouvé aprés une
administration intrathéchale semble suggérer un effet périphérique de la molécule sur ces
comportements sensitifs. Il est néanmoins également possible que la dose de 5 nanomoles utilisée soit
trop faible. Enfin, la présence d’un effet sédatif lors de I'administration i.p. suggere qu’en plus de ces
effets immunosuppresseurs et antalgiques, le fingolimod pourrait (au moins a forte dose) des effets
sur les phénomeénes de veille et de sommeil. Enfin, I'absence d’effet du fingolimod sur les symptémes
sensitifs des souris Plp null confirme que les mécanismes physiopathologiques entre les modeles Plp
null et EAE-RR sont différents et n’impliquent pas pour les premiers la signalisation S1P. Une limitation
importante de ce travail est qu’il se limite a une analyse comportementale et que s’il permet de faire
des hypotheses sur I'effet du fingolimod sur les troubles sensitifs, il ne permet pas de tirer de
conclusions mécanistiques.

Au moment de l'initiation de notre projet, aucune étude n’avait évalué I'effet du fingolimod sur la
douleur neuropathique dans des modeéles de SEP. Cependant, Doolen et al., furent les premiers a
démontrer que le fingolimod peut corriger I’hyperalgésie (thermique au froid et mécanique) et la
transmission nociceptive spinale (expression de pERK et mobilisation de Ca?* dans les neurones
spinaux) dans un autre modéle d’EAE (Doolen et al., 2018).

A la fin de cette étude s’est posée la question de continuer notre projet avec le modéle d’EAE-RR
développé par Khan et al., en 2014. En effet, au cours des trois ans de these d’Amélie nous avons
rencontré les difficultés suivantes. Tout d’abord, nous avons rencontré a plusieurs reprises des
difficultés d’immunisation lors de I'induction du modéle, en I'absence du moindre changement dans
le protocole. Ces difficultés d’immunisation sont documentées pour d’autres formes de modéles EAE
induits chez la souris (Teuscher et al., 2004 ; Bittner et al., 2014) mais se sont avérées relativement
fréquentes avec ce modeéle EAE (entre 15 a 20% de nos séries d’expérience). De plus, lorsque nous
avons réalisé des études neuropathologiques, les anomalies étaient peu fréquentes, dans des zones
tres limitées rendant I'étude de I'effet d’un traitement tres subjective. En effet, en fonction de la zone
anatomique analysée entre deux souris différentes (appartenant au méme groupe) il était possible de
décrire des phénotypes trés différents. C’'est la raison pour laquelle, nous avons depuis cette derniere
étude modifié le modele EAE étudié. Nous travaillons dorénavant sur le modele décrit par Olechowski
et al., 2009, qui développe également des troubles sensitifs robustes tels que I'allodynie au froid et
I"allodynie mécanique. Afin que les troubles sensitifs puissent étre évalués, les symptomes moteurs
sont également modérés, du fait de I'administration d’'une dose réduite de peptide MOGss.55 en
association avec du CFA et de la toxine pertussis. Ce modele est décrit comme mimant une forme d’EAE
chronique avec une poussée (EAE-CP, Figure 35).

6.2.4. Evaluation de l'effet de la lériglitazone chez les souris présentant une
invalidation du géne codant les protéolipoprotéines

La lériglitazone (initialement nommé Min-102) est un nouvel agoniste sélectif du récepteur gamma

activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPARy) développé par la société Minoryx Therapeutics

qui, contrairement aux autres membres de cette classe thérapeutique, présente une trés bonne

biodisponibilité dans le cerveau aprés administration par voie orale. Le PPARy est un récepteur

nucléaire jouant un role clé dans la biogénése et le fonctionnement mitochondrial, le métabolisme
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énergétique, les fonctions antioxydantes et le stockage des acides gras et un traitement chronique a
la lériglitazone stimule ces fonctions cellulaires dans un modeéle murin d’ataxie de Friedreich
(Rodriguez-Pascau et al., 2021a) ainsi que dans un modele murin d’X-ALD (Rodriguez-Pascau et al.,
2021b) (Figure 40) avec pour conséquences d’améliorer les symptomes moteurs dans ces deux
modeles. Ces travaux précliniques ont conduit a I’évaluation clinique de la lériglitazone. L’essai clinique
de phase Il dans |'ataxie de Friedreich s’il a montré la bonne tolérance de ce traitement apres 48
semaines de traitement n’a pas permis de montrer en IRM d’amélioration morphométrique ou
microstructurale au niveau de la moelle épiniére des patients (critere de jugement principal) malgré la
validation de plusieurs criteres de jugement secondaires (Pandolfo et al.,, 2022). De fagon assez
similaire, I'essai clinique de phase IlI-Ill dans I'adrénomyéloneuropathie (forme modérée de X-ALD), qui
vient juste d’étre publié, n’a pas permis de montrer d’amélioration au test de marche des 6 minutes
(critere de jugement principal) malgré une nouvelle fois 'amélioration de plusieurs critéres de
jugement secondaire et la confirmation d’une bonne tolérance de la molécule aprés 96 semaines de
traitement. Une prise de poids et un cedeme périphérique étant tout de méme observés
respectivement chez 70 et 64% des patients traités (Kdhler et al., 2023).
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Figure 40 : Mécanismes d'action de la lériglitazone dans un modéle d'adrénoleucodystrophie liée a UX (X-
ALD)
Adapté du site web de la société Minoryx Therapeutics, 2023

La lériglitazone permet de diminuer le stress oxydant, la neuroinflammation et présente des effets
neuroprotecteurs dans les modéles animaux d’X-ALD via son action sur diverses voies biologiques
(biogenése mitochondriale, survie neuronale, différenciation oligodendrocytaire).
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Depuis 2016, un travail collaboratif avec la société Minoryx Therapeutics a été mis en place afin
d’évaluer l'effet de la lériglitzone sur les souris Plp null. Cette molécule a été administrée dans les
croquettes des animaux selon un protocole similaire aux précédentes études précliniques, chez des
souris agées de 3 a 7 mois. Ces travaux n’étant pas encore publiés, les résultats ne peuvent étre
détaillés dans ce manuscrit. Il est néanmoins possible de préciser que les effets comportementaux de
la lériglitazone dans le modeéle Plp null s’averent modérés et qu’un pourcentage significatif de souris
traitées a développé au niveau de I'ceil (et plus probablement la rétine) une opacification blanche
(visible lors de la manipulation des animaux) qui n’est pas s’en rappeler un des nombreux effets
indésirables ayant nécessité en 2010 le retrait du marché de la rosiglitazone (molécule de la méme
classe thérapeutique) a savoir le risque d'cedémes maculaires (Tatti et al., 2008).

6.2.5. Evaluation de l'effet de l'extrait de pépin de raisin dans un modéle
d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale

La coopération entre I'UMR 1107- NEURO-DOL et le laboratoire des substances bioactives du centre
de biotechnologie de Borj Cédria, a débuté en décembre 2017 lorsque Maha MABROUK et le Dr
Meherzia MOKNI nous ont contacté pour nous proposer d’évaluer I’effet organoprotecteur de I'extrait
de pépins de raisins (GSE pour Grape Seed Extract) dans nos modeles murins de SEP. Aprés un premier
séjour de Maha au laboratoire, de mai a ao(t 2018, les résultats sur I'effet du GSE étaient tellement
encourageants qu’une thése en cotutelle a été mise en place avec en co-encadrement le Dr Laurence
TERRAIL pour la partie francaise et le Pr Meherzia MOKNI et le Dr Mohammed EL AYED pour la partie
tunisienne. Le GSE est un produit d’origine naturelle riche en différents extraits polyphénoliques tels
que des flavonoides, des stilbénes ou encore des proanthocyanidines, et ayant montré des effets
bénéfiques dans différentes conditions physiopathologiques comme |'obésité ou I'ischémie cérébrale
dans des modéles animaux mais également chez I’humain (Ma and Zhang, 2017 ; Sochorova et al.,
2020). Ces effets bénéfiques ont été attribués aux propriétés de piégeurs des radicaux libres, de
chélateurs de métaux, d’activateurs de voies de survie cellulaire, de régulateurs de la fonction
mitochondriale ou encore de modulateurs de I'inflammation des polyphénols (Gupta et al., 2020).
Néanmoins, tout comme le terme ROS ne se référe pas a une molécule, mais a un ensemble de
molécules dérivées de I'oxygene, le terme polyphénol se référe a un ensemble de molécules
polyphénoliques et est treés souvent utilisé dans la littérature de fagon générique permettant de décrire
des effets pléiotropiques de ces molécules alors que chaque polyphénol pris individuellement possede
en réalité des fonctions beaucoup plus réduites. De maniére assez similaire le terme GSE renvoie a des
préparations tres différentes en termes de techniques d’extraction, d’espéces et de variétés de raisin
ou encore de régions d’exploitation des vignes (Antoni¢ et al., 2020 ; Yammime et al., 2020). Pourtant
il est évident que chacun de ces parametres a une influence importante sur la composition en
polyphénols (et autre molécules) du GSE et que les données de GSE différents ne sont pas forcément
extrapolables entre-elles. Dans notre cas, les pépins de raisin sont obtenus a partir des déchets de la
vinification (marc ou ensemble des résidus secs résultant du pressurage ou du foulage des raisins ainsi
que de la cuvaison) de grappes de raisin de I'espéce Vitis Vinifera, variété Carignon produits par la
coopérative vinicole Ceptunes (Grombalia, Gouvernorat de Nabeul). Ces pépins sont d’abord isolés
puis séchés au soleil et enfin moulus. La poudre de pépin de raisin obtenue est stockée a température
ambiante a I'abris de la lumiéere et est utilisée pour extraire extemporanément le GSE dans une solution
d’éthanol a 10%. L'intérét de travailler avec cet extrait est qu’il contient un mélange de molécules
actives dont les effets individuels peuvent agir en coopération voir en synergie. La présence de chaque
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molécule en relativement faible concentration peut de plus limiter le développement d’effets
indésirables (Jones et al., 2012). La composition du GSE utilisé au cours de ce travail a été récemment
décrit par Kadri et al., en 2019. Il est composé de 3 fractions : une phase phénolique, une phase
lipidique et une phase aqueuse. Les principaux composés retrouvés dans la phase phénolique sont
I’épicatéchine et la catéchine, I'acide gallique, les dérivés de quercétine et la quercétine (Figure 41).

Fraction phénolique : Concentration en
Composés jig/200p de GSE e .
Dérivés de la quercétine - ‘ ‘ Acide p-Coumarique
Epicatéchine 27,81 \
- - Ester éthylique de I'acide
Catéchine 27,18
|Acide gallique 10,14
Dérivés de la quercétine 4,53 '
Flavan-3-ol 1,78
IAcide protocatéchique 1,74
Ester éthylique de |'acide gallique] 137
Tyrosol 0,81
lQuercétine 0,80
[Acide p-coumarique 043
Acide ferulique 0,21
[Syringaldéhyde 018
COMPOSITION PHENOLIQUE GSE
|Acide vanillique 0,11

Figure 41: Composition de la phase phénolique de Uextrait de pépin de raisin donné pour 200uL (dose
quotidienne injectée a une souris)
Adapté de Kadri et al 2019

L’effet d’un traitement curatif au GSE a été évalué dans le modeéle d’EAE-CP 3 partir du 10°™ jour post-
induction jusqu’au 20 ou 30°™ jour post-induction. Ce traitement quotidien par voie i.p. a corrigé le
score EAE et les troubles sensitifs présents chez les souris EAE (Figure 42).
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Figure 42 : Effets de Uextrait de pépin de raisin sur le score EAE et la sensibilité thermique au froid des souris
présentant une encéphalomyélite auto-immune expérimentale chronique a une poussée (EAE-CP) et leurs
controles (CTL)

Adapté de Mabrouk et al,, 2022

Le score EAE a été déterminé selon |'échelle décrite par Olechowski et al., 2009. La sensibilité thermique
au froid a été évaluée en déposant une goutte d’acétone sous les pattes arriére des souris et en évaluant
leur réponse comportementale (nocifensive score). Analyse statistique par une ANOVA 2 voies suivie
d’un test post hoc de Sidak. *p<0,05; ***p<0,001 comparaison EAE + véhicule vs CTL + véhicule -
##p<0,01 ; ###p<0,001 comparaison EAE + GSE vs EAE + véhicule - $$p<0,01 ; $$5p<0,001 comparaison
EAE + véhicule vs CTL + GSE - °p<0,05 comparaison EAE + GSE vs CTL + GSE.
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Les analyses biochimiques suggerent que cet effet est médié par une correction de |'oxydation des
protéines dans le cerveau et la moelle épiniere des souris, provoquées par une restauration de
I'activité des enzymes antioxydantes SOD, catalase et GPx qui sont diminuées chez les souris EAE non
traitées (Figure 43).
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Figure 43: Effets de Uextrait de pépin de raisin sur les marqueurs du stress oxydant et l'activité de la
superoxyde dismutase dans la moelle épiniére des souris présentant une encéphalomyélite auto-immune
expérimentale chronique a une poussée (EAE-CP) et leurs contrdles (CTL) aprés 10j de traitement

Adapté de Mabrouk et al,, 2022

Les augmentations de la peroxydation lipidique (A) et de I’oxydation des protéines (B) chez les souris
EAE-CP sont corrigées apres 10j de traitement pas le GSE.

Les diminutions de I'activité enzymatique SOD (C) et de I'expression de SOD1 (D) et SOD2 (E) chez les
souris EAE-CP sont corrigées aprés 10j de traitement pas le GSE.

Analyse statistique par une ANOVA 2 voies suivie d’un test post hoc de Sidak. *p<0,05 ; ***p<0,001
comparaison EAE + véhicule vs CTL + véhicule - #p<0,05 ; ###p<0,001 comparaison EAE + GSE vs EAE +
véhicule - $p<0,05 ; $$5p<0,001 comparaison EAE + véhicule vs CTL + GSE - °p<0,05 comparaison EAE
+ GSE vs CTL + GSE.

Ces modifications biochimiques semblent donner au GSE un effet protecteur sur : la myéline (illustrée
par une correction de I'expression des protéines de myéline diminuée chez les souris EAE), I’activation
gliale (illustrée par une correction de I'augmentation de I'expression des protéines astrocytaires et
microgliales). Enfin, au cours de ce traitement aucun effet indésirable n’a été observé chez les souris
controles traitées que cela soit au niveau du poids, de I'aspect général et de tous les tests
comportementaux réalisés confirmant la bonne tolérance du GSE déja décrite dans la littérature
(Charradi et al., 2018).

Si ce travail est le premier a montrer un effet bénéfique du GSE dans un modéle murin d’EAE, il
s’associe a un nombre croissant d’articles montrant I'effet bénéfique des polyphénols végétaux dans
ces modeles. Des effets bénéfiques de : I'épigallocatéchine gallate extrait du thé vert (Cai et al., 2021),
I'extrait de peau de grenade (Lu et al., 2020) ou encore |'extrait de feuilles d’olivier (Giacometti and
Grubic¢-Kezele, 2020) ont été montré dans des modeles EAE induits chez la souris ou le rat. Il est
cependant ici important de noter que les essais cliniques évaluant I'effet de I'épigallocatéchine gallate
chez des patients atteints de SEP se sont révélés décevants. Une premiere étude sur 62 patients
atteints de SEP-RR en co-administration avec I'acétate de glatiramere pendant 18 mois n’a pas montré
d’effet sur le développement de nouvelles Iésions en IRM (Bellmann-Strobl et al., 2021). Une seconde
étude sur 30 patients atteints de SEP progressives vs placebo pendant 36 mois n’a pas montré d’effet
sur le développement de I'atrophie (critére de jugement principal) ni sur 'amélioration de symptémes
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neurologiques ou la charge Iésionnelle en IRM (critéres secondaires) (Rust et al., 2021). Ces premiers
résultats cliniques montrent que la transposition de I'effet des polyphénols de la préclinique vers la
clinique n’est pas une affaire simple, point qui sera détaillé dans la partie projets de recherche de ce
manuscrit.

Ce travail a donné lieu a une publication dans Frontiers in Immunology.

Mabrouk M, El Ayed M, Démosthénes A, Aissouni Y, Aouani E, Daulhac-Terrail L, Mokni M, Bégou M.
Antioxidant effect of grape seed extract corrects experimental autoimmune encephalomyelitis
behavioral dysfunctions, demyelination, and glial activation. Front Immunol. 2022 Aug 17;13:960355.
doi: 10.3389/fimmu.2022.960355.
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7.1.Développement de l'extrait de pépin de raisin en tant que stratégie

thérapeutique pour les patients atteints de sclérose en plaques

7.1.1. Poursuite de la caractérisation de I'effet de I'extrait de pépin de raisin
Si les résultats obtenus lors de notre premiere étude sur le GSE sont trés encourageants, de nombreux
points doivent étre encore étre travaillés avant de pouvoir envisager son utilisation en tant que
stratégie thérapeutique pour les patients atteints de SEP.

7.1.1.1. Sur le stress oxydant

Une limitation importante de notre premiére étude est qu’elle n'évalue pas la production des espéces
réactives ni la signalisation redox aberrante conduisant a I’'oxydation des macromolécules. De plus, lors
de notre étude 10j aprés la mise en place du traitement, nous ne pensions pas trouver une
amélioration aussi importante du stress oxydant chez les souris EAE traitées au GSE (Figure 43). En
effet, les niveaux de correction sont quasiment identiques a ceux observés apres 20j de traitement
(données non présentées) et ne permettent pas de déterminer si certains mécanismes de réparation
se mettent en place en premier. Ainsi il serait intéressant : 1) d’étudier la production des espéces
réactives et la signalisation redox aberrante avant la mise en place du traitement, 2) d’évaluer I'effet
du traitement au GSE sur les parametres déja étudiés seulement 5j apres l'initiation du traitement afin
d’avoir une meilleure idée de la cinétique d’effet du GSE sur les atteintes pro-oxydantes induites par
I'EAE.

Une autre limite importante de ce travail est d’avoir étudié les atteintes neuropathologiques de I'EAE
et leurs corrections par le traitement au GSE en utilisant seulement des quantifications par western
blot sur des extractions protéiques globales (moelle épiniére ou encéphale). Si cela nous a permis
d’avoir une idée générale des effets du GSE sur le stress oxydant, la démyélinisation et I'activation
astrocytaire et microgliale, il est primordial de mieux caractériser ces effets dans des zones
particuliéres du cerveau ou pour des types cellulaires donnés. Cette étude histologique est d’autant
plus importante que notre travail a mis en évidence de nombreuses altérations dans le cerveau des
souris EAE-CP corrigées par le GSE dans un modele décrit comme développant principalement des
atteintes spinales. Mieux caractériser les effets du GSE au niveau de I'encéphale est particulierement
intéressant dans la perspective du traitement des patients atteints de SEP.

7.1.1.2. Sur la réponse immune et inflammatoire

Ce premier travail s’est intéressé a caractériser I'effet du GSE sur le stress oxydant, mais comme cela
a été montré dans la description de la physiopathologie de la SEP, ce stress oxydant est toujours
secondaire a la réponse immune. Les effets comportementaux trés importants et rapides provoqués
par le traitement suggérent un possible effet du GSE sur la réponse immune et inflammatoire. Afin
d’étudier la réponse immune, une collaboration vient tout juste d’étre initiée avec I’équipe maladies
inflammatoires du systeme nerveux central : mécanismes et thérapies du Pr Abdelhadi SAOUDI au sein
de linstitut toulousain des maladies infectieuses et inflammatoires (INFINITY). Les premiéres
expériences qui viennent d’étre débutées ont pour objectif de déterminer si le GSE est capable de
modifier la réponse immune et si c’est le cas, de déterminer si cette action a lieu au niveau de:
I’activation périphérique, de la transmigration de la BHE et/ou de la réactivation centrale des cellules
immunitaires. Pour cela des souris EAE vont étre traitées au GSE, les cellules immunitaires seront
isolées de la rate, des ganglions lymphatiques, du cerveau et de la moelle épiniere. Une partie de ces
cellules seront directement analysées en cytométrie en flux afin de comptabiliser le nombre de cellules
et de définir leurs profils immunitaires (Lr CD4+, Lt CD8+, Tregs, ...). Une autre partie sera mise en
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culture et stimulée avec du peptide MOGss.ss afin de tester les capacités d’activation de ces cellules en
présence ou absence de GSE. Pour cela, les cellules immunitaires seront de nouveau analysées en
cytométrie de flux et les surnageants de culture seront étudiés a I'aide du kit LEGENDplex inflammation
permettant de quantifier simultanément des analytes solubles dans des trés petits volumes de liquide
biologique. En effet, cette technique d'immunodosage sur billes utilise la cytométrie en flux pour la
guantification des analytes. Les analytes étudiés seront principalement des IL, le TNFa, I'IFNy et le GM-
CSF.

7.1.1.3. Valorisation des données obtenues lors de I'étude protéomique

Au cours de sa these, Maha a réalisé une analyse protéomique de l'effet du GSE (aprés 20j de
traitement) sur la plateforme protéomique PISSARO IRIB — ROUEN sous I’'encadrement du Dr Pascal
COSETTE. Cette étude a été réalisée par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie
de masse en tandem sur 6 échantillons de moelle et de cerveau de souris EAE-CP et contrOles traitées
au GSE ou a son véhicule (24 échantillons au total). L’analyse des résultats a été réalisée par une
guantification sans étiquette (label free) suivi d’analyses bio-informatiques permettant I'identification
et la quantification de I'expression des protéines (logiciel Proteome Discoverer en utilisant la base de
données Swiss-Prot et le moteur de recherche Mascot) et I'analyse d’enrichissement selon les termes
d’ontologie de génes (GO, projet bio-informatique destiné a structurer la description des génes et des
produits géniques dans le cadre d'une ontologie commune a toutes les espéces, logiciel ingenuity
pathways analysis). Cette étude a montré que sur les 1400 a 1800 protéines identifiées dans chaque
préléevement, 105 sont dérégulées dans le cerveau et 41 dans la moelle épiniere lors d’une analyse
globale sur les 4 groupes. La comparaison deux a deux des groupes montre que : 89 protéines sont
dérégulées dans le cerveau et 12 dans la moelle épiniére lorsque sont comparées souris contrdles et
EAE-CP traitées au véhicule (effet du modele) ; et 29 sont dérégulées dans le cerveau et 54 dans la
moelle épiniére lorsque sont comparées souris EAE-CP traités au véhicule vs traitées au GSE (effet du
traitement).

Le faible nombre de protéines dérégulées dans nos conditions expérimentales (105 dans le cerveau et
41 dans la moelle épiniére lors d’une analyse globale sur les 4 groupes) peut paraitre surprenant. Il
s’explique probablement par le fait que nous avons travaillé sur des protéines issues de tissus tres
inhomogenes (ensemble des cellules de I'encéphale et de la moelle épiniere). Afin de raffiner les
résultats obtenus, il serait intéressant de réaliser une étude protéomique sur des types cellulaires
particuliers (cellules immunitaires infiltrées, astrocytes, cellules microgliales, oligodendrocytes,
neurones) issus de régions anatomiques plus précises (par exemple pour la moelle : corne dorsale,
corne ventrale, cordon antérieur, ...).

Dans ce rapport, seule une partie de résultats obtenus sur les protéines extraites du cerveau seront

présentées pour illustration. L’analyse quantitative a permis d’identifier les protéines les plus

surexprimées ou sous exprimées dans le modele EAE-CP et apres le traitement au GSE chez les souris EAE-

CP (Figure 44). Parmi les protéines hautement dérégulées est a noter la présence de protéine de

I'adhésion cellulaire (desmoplakine) et du réarrangement du cytosquelette (coronine 1A), du stress

oxydant et de la fonction mitochondriale (heme oxygénase 2, succinate semi- aldéhyde déshydrogenase,

protéine de liaison au composant 1 du complément, sous-unité epsilon de I'ATP synthase), du

métabolisme lipidique (monoacylglycérol lipase), de 'homéostasie calcique (protéine régulatrice de la

calmoduline PCP4 également appelée PEP-19) ou encore de la fonction synaptique (synapsine 2).
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Figure 44 : Analyse quantitative de 'étude protéomique évaluant les effets de U'extrait de pépin de raisin
dans le cerveau des souris présentant une encéphalomyélite auto-immune expérimentale chronique a une
poussée (EAE-CP) et leurs contréles (CTL)

Données non publiées

PCP4 : Protéine régulatrice de la calmoduline PCP4 DESP : Desmoplakine

ATP5E : Sous-unité epsilon de I’ATP synthase HMOX2 : Héme oxygénase 2
C1QBP : Protéine de liaison au composant 1 du complément SYN2 : Synapsine 2

MLT26 : Protéine similaire a la méthyltransférase 26 COR1A: Coronine 1A

SSDH : Succinate semi- aldéhyde déshydrogénase ABHD6 : Monoacylglycérol lipase

FHL1 : Protéines 1 a quatre domaines LIM et demi

Les analyses d’enrichissement ont été réalisées pour les ontologies : processus biologiques, fonctions
moléculaires, composants cellulaires et voies métaboliques et/ou signalisation et les résultats obtenus pour
sont présentés dans la figure ci-dessous (Figure 45). L'objet n’est pas de faire ici une analyse exhaustive de
ces résultats, mais de mettre en évidence des dérégulations importantes constituant autant de nouvelles
pistes d’étude de I'effet du GSE chez les souris EAE-CP. Ainsi, il est possible de noter que les données
concernant I'effet du GSE sur les souris EAE-CP montrent un enrichissement des ontologies apoptose,
axogenése, métabolisme et synthése d’ATP et béta-oxydation des acides gras au cours de |'analyse par
processus biologiques. Tandis que I'analyse par composants cellulaires met en évidence un enrichissement
pour le cytosol, le noyau, la membrane plasmique, les mitochondries, les axones et la gaine de myéline. Si
certains de ces enrichissements confirment les effets du GSE déja étudiés dans le modele EAE-CP, d’autres
suggerent des effets pour le moment non évalués ; c’est le cas notamment : de I'énergétique cellulaire et de
la fonction mitochondriale ou encore de I'axogenése et de la potentielle neuroprotection.

Bien que les données obtenues au cours de cette étude de transcriptomique restent encore a analyser plus
en détail, parmi les différentes pistes d’étude suggérées, la premiere que nous prévoyons d’investiguer est
le métabolisme lipidique. En effet, de nombreuses données supportent un role de celui-ci (incluant des
modifications du cholestérol, des oxystérols, des sphingolipides et des acides gras) dans la physiopathologie
de la SEP. Le métabolisme lipidique est a la fois impliqué dans la régulation de la signalisation des cellules
immunes, la remyélinisation et la neurodégénérescence (Cantuti-Castelvetri et al., 2018 ; Hubler et al., 2018
; Grassi et al., 2020 ; Pineda-Torra et al., 2021). La dérégulation de ce métabolisme peut ainsi favoriser ou
empécher chacun de ces processus. S'il existe un effet bénéfique du GSE sur les anomalies du métabolisme
lipidique dans I'EAE il est donc important de le caractériser ce que nous prévoyons de faire en collaboration
avec I'équipe du Pr Ezzedine Aouani en Tunisie et le Pr Pascal Cosette sur la plateforme PISSARO d’analyse
protéomique a Rouen qui développe actuellement des nouvelles méthodes d’analyse lipidomiques. A plus
long terme (et en relation avec le projet financé par le Pack Ambition International de la région Auvergne
Rhéne-Alpes qui sera présenté dans le chapitre suivant), un projet est également envisagé en collaboration
avec I'équipe du Dr Nicolas Cénac et la plateforme MetToul-Lipidomique pour I'analyse des acides gras a
longue chaine et des lipopeptides produits par le microbiote colique.
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Figure 45: Résultats des analyses d'enrichissement selon les termes d'ontologie de genes (processus
biologiques, fonctions moléculaires, composants cellulaires et voies métaboliques et/ou signalisation)
Données non publiées

Ces résultats ont été obtenus lors de I'étude protéomique évaluant les effets de I'extrait de pépin de
raisin (GSE) dans le cerveau des souris présentant une encéphalomyélite auto-immune expérimentale
chronique a une poussée (EAE-CP) et leurs contrdles (CTL). lls sont donnés pour une comparaison des
protéines dérégulées entre les souris CTL et EAE-CP non traitées et pour une comparaison des
protéines dérégulées entre les souris EAE-CP non traitées (véhicule) et traitées (GSE).

7.1.2. Développement de nouvelles formulations

7.1.2.1. Limitations de la formulation actuelle pour une utilisation clinique

Le GSE dans sa formulation actuelle présentent plusieurs limitations a une possible utilisation clinique.
Tout d’abord, son mode de préparation et d’administration ; il doit étre préparé extemporanément et
étre injecté ce qui n’est pas compatible a une utilisation clinique. Des premiers essais chez I’homme
mis en place par I'’équipe du Pr Ezzedine AOUNI ont ainsi été réalisés non pas avec le GSE mais avec la
poudre de pépin de raisin administrée par voie orale (Turki et al., 2016 ; Bejaoui et al., 2022). Bien que
ces essais cliniques aient été menés a bien sur une durée relativement longue de 6 mois et aient
montré des effets encourageants (qui sont néanmoins a pondérer du fait du nombre faible de patients
inclus et de I'absence d’administration en aveugle que cela soit pour le patient et le praticien), les
doses administrées de 1g/kg de poudre par jour, ne peuvent raisonnablement pas étre envisagées
pour une utilisation clinique sur le long terme. Le recours a ces fortes doses s’explique par la faible
solubilité des polyphénols, leur faible perméabilité aux membranes biologiques et notamment
intestinales et leur rapide dégradation notamment par les enzymes hépatiques (Anand et al., 2022). Il
a par exemple été montré chez I'humain, qu’aprés l'administration orale de quercétine ou
d’épicatéchine a des doses de 250 a 500 mg seule une trés faible quantité de ces molécules (<1%) était
retrouvée dans le sang des patients avec des concentrations plasmatiques observées de |'ordre de 20
nM. Ces faibles concentrations s’expliquent par un fort métabolisme de ces molécules par les enzymes
hépatiques de phase Il les transformant en métabolites conjugués retrouvés dans le sang a des
concentrations supérieures a 1 uM (Manach et al., 2005).

Une deuxiéme limitation du GSE vient du fait que, comme cela a été dit précédemment, ce terme GSE
renvoie a des préparations trés différentes en termes de techniques d’extraction, d’especes et de
variétés de raisin et de régions d’exploitation des vignes (Antonic et al., 2020 ; Yammime et al., 2020).
Le tableau 5 illustre les concentrations en composés bioactifs obtenues a partir de pépins, de peau ou
de marc de raisin de variétés différentes en fonction des protocoles d’extraction utilisés ; et les
résultats obtenus sont trés variables en fonction des conditions. Parmi les différences les plus notables,
certaines publications décrivent la présence de resvératrol dans la composition du GSE étudié, tandis
gue cette molécule n’a jamais été retrouvée dans le GSE préparé par I'équipe du Pr Ezzedine AOUANI.
De plus, la composition en polyphénols peut également varier en fonction des conditions
météorologiques et notamment du niveau d’ensoleillement (Gupta et al., 2020). Ainsi méme pour les
grappes de raisin de I'espéce Vitis Vinifera, variété Carignon produits par la coopérative vinicole
Ceptunes (Grombalia, Gouvernorat de Nabeul), la composition en substances bioactives telle qu’elle
est décrite dans Kadri et al., 2019 peut légérement fluctuer d’'une année sur l'autre. Il va sans dire,
gu’en I'absence d’une composition définie et stable d’un lot sur I'autre, le GSE ne pourra obtenir
d’autorisation de mise sur le marché en tant que médicament.
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Tableau 5 : Concentrations en composés bioactifs obtenues a partir de pépins, de peau ou de marc de
raisin de variétés différentes en fonction des techniques d'extraction utilisées
Extrait de Yammime et al, 2020

Dans cet article ne sont présentées que les données concernant des composés obtenus par le procédé
d’extraction en eau subcritique qui est une méthode d’extraction permettant de limiter I'utilisation de

solvants.
n.d. : non déterminée DM : matiere séche
MPa : mégapascal DS : peau séche

. -C 1 -/f ‘( 1 [ ! 1 = 5
Grape by-product matrix Opemtulg_e.xtmcnon Targeted bio-compounds

conditions

Red grape pomace 10 MPa, 110 °C, Total polyphenols: 6.23 g/100g DM
(A-1575) 100 % water, 1.4 g/L sodium metabisulfite Total anthocyanins: 5.93 mg/100g DM
Grape seeds (Tempranillo) 6-7 MPa, 150 °C, Gallic acid: 232.1 mg/100 g (6.3) DM
Red grape pomace 8 MPa, 120 °C, 1:1 (v/v) Total polyphenols: 1.26 g/100 g (7) DS
(Source n.d.**) ethanol, 0.8 % (v/v) HC1 Total flavanols: 3.5 mg/100 g (11.6) DS
Red grape pomace 10 MPa, 150 °C Total polyphenols: 6.070 g/100 g DM
(Pinot noir) 100 % water Total flavonoids: 1.425g /100g DM

Grape skins

(Sunbelt grapes) 6.8 MPa, 100 °C 50 % ethanol/water (v/v) Anthocyanins: 450 mg/100 g (1) DM

Red grape pomace 11.6 MPa, :
& 7 : 3 / !
(Cortina) 140 °C- 100 % water Total polyphenols: 3.08 /100 g DS
White grape pomace 10 MPa, 140 ° C, Anthocyamns 130 mg/100 g DM
(Zinfandel) 100 % water Procyanidim 2077 mg/100 ¢ DM
Red grape pomace 10 MPa, 140 °C
© . 4 - 16.2 o/ g
(Cabernet-Sauvignon) 70 % ethanol/water (v/v) Total polyphenols: 16.2 ¢/100 g DM
:oxidants 1 y
Red grape pomace 10 MPa. 100 °C. Total auTlO:.ﬂd‘mts 1 0(? mg/g
(Cabernet-Sauvignon) 100 % water Anthocyanins 1.050 g/100 g
< Condensed tannins 0.52 g/100g
Red grape pomace 10 MPa, 120 °C,
N Y 5 7.76 /100 g
(Pinot noir) 100 % water Total polyphenols: 7.76 g/100 g

Enfin, I'objectif a long-terme étant de développer I'utilisation clinique du GSE, la mise en place d’essais
cliniques rigoureux (nombre important de patients, randomisés en double aveugle) nécessitera un co(t
financier important qui ne pourra étre supporté par une cellule de valorisation ou une société privée
gue si cet investissement peut ensuite étre récupéré lors de la commercialisation du produit. Or pour
le moment, en tant que dérivé de produits naturels, le GSE dans sa formulation actuelle n’est pas
brevetable. Il est méme d’ores et déja commercialisé au Etats-Unis ou en Europe en tant que
complément alimentaire statut pour lequel il a recu un agrément de I'autorité européenne de sécurité
des aliments (EFSA) ainsi qu’une certification GRACE (pour « generally recognized as safe ») de la FDA.
Il est néanmoins treés important de noter que les produits commercialisés en tant que complément
alimentaire sont des gélules décrites comme contenant de tres faibles quantités de GSE. Ainsi les
gélules commercialisées par la société california gold nutrition contiennent 100mg de GSE VitaFlavan
produit par la société frangaise DRT (dérivés résiniques et terpéniques). Ce GSE est produit a partir de
pépins de raisin blanc cultivés dans le sud-ouest de la France. La description du contenu
polyphénolique de cet extrait révele des molécules similaires a celles retrouvées dans le GSE de notre
étude, mais a des concentrations extrémement différentes (Caimari et al., 2017). D’autres gélules
commercialisées par la société Dynveo contiennent 150 mg de GSE également produit a partir de
pépins de raisin blanc cultivés dans trois régions frangaises (Aquitaine, Champagne et Loiret). La
composition de ce GSE n’a pas été retrouvée. Ainsi le GSE commercialisé en tant que complément
alimentaire I'est pour des doses tres largement inférieures a celle décrite dans les rares essais cliniques
utilisant ce produit a savoir 1g/kg (Turki et al., 2016 ; Bejaoui et al., 2022).
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Ainsi, pour 'ensemble de ces limitations, il est nécessaire de développer une nouvelle formulation du
GSE permettant de : 1) concentrer les molécules bioactives et d’augmenter leurs biodisponibilités, 2)
fournir une composition stable sur les différents lots de production, 3) déposer un brevet afin de
favoriser la valorisation du produit. Cet objectif est I'objet du financement Pack Ambition International
obtenu auprés de la région Auvergne Rhéne-Alpes et fait I'objet d’'une demande d’ANR PRCI (appel a
projet générique I'agence nationale pour la recherche, demande de projet de recherche collaboratif —
International) en cours de rédaction. Ce projet est décrit dans le chapitre suivant.

7.1.2.2. Description du projet

e Choix de la stratégie de formulation

Comme cela a déja été dit, plusieurs polyphénols ou extrait polyphénoliques ont montré des effets
bénéfiques dans le modele EAE : I'épigallocatéchine gallate extrait du thé vert (Cai et al., 2021), I'extrait
de peau de grenade (Lu et al., 2020) ou encore I'extrait de feuilles d’olivier (Giacometti and Grubic-
Kezele, 2020). Dans le cas du GSE utilisé dans notre étude, plus de 15 polyphénols différents ont été
identifiés (Figure 40) parmi lesquels I'épicatéchine et la catéchine (présentes en trés forte
concentration), la quercetine et ses dérivés ainsi que I'acide gallique, font trés probablement partis
des molécules actives dans le modéle. En effet, I'épicathéchine et la catéchine présentent une
structure proche de I'épigallocatéchine gallate du thé vert ayant montré son efficacité dans le modéle
EAE (Cai et al., 2021). Les données propres a ces molécules au niveau des pathologies neurologiques
sont trés rares dans la littérature. Concernant I'acide gallique, plusieurs études ont permis de
démontrer un effet neuroprotecteur de cette molécule (Shabani et al., 2020). De plus, une étude
récente montre que l'acide gallique supprime l'inflammation (diminue I'expression de la
cyclooxygénase de type 2 et de NFkB) et favorise la myélinisation (augmentation de I'expression de
MBP) dans des cocultures de cellules gliales et de neurones hippocampiques suite a I'induction d’une
démyélinisation par I'administration de lysophosphatidylcholine (Siddiqui et al., 2019). Enfin, Stegnjaié
et al.,, en 2022 ont montré qu’une forme phénéthyl ester d’acide gallique (afin d’augmenter la
biodisponibilité de la molécule) administrée pendant 9j a partir du 7°™ jour post-immunisation permet
de diminuer l'intensité des symptomes de rats EAE sans modifier la durée de ces symptémes (Stegnjaic
et al., 2022). Enfin, la quercétine est un puissant inducteur de nrf2 cet effet pourrait étre responsable
de I'augmentation d'expression des principales enzymes antioxydantes induites par le GSE dans notre
étude (Forman et Zhang, 2021, Shen et al., 2021). De plus, la quercétine pourrait avoir des effets
immunomodulateurs intéressants, une étude in vitro menée sur des cellules mononucléaires de sang
périphérique de patients atteints de SEP ayant montré sa capacité a réduire la prolifération de ces
cellules et a moduler les niveaux d'IL-1B, de métalloprotéinase matricielle 9 et de TNF-a dans les
surnageants de culture (Sternberg et al., 2008). Enfin son utilisation dans un modele souris d’'EAE-RR a
montré sa capacité a améliorer les symptdmes neurologiques et a diminuer la réponse immune
(Muthian and Bright, 2004).

Cependant, pour toutes les molécules décrites ci-dessus, les doses administrées dans les articles ou
elles sont utilisées seules sont toujours plus fortes que celles administrées dans 200uL de GSE. De plus,
les effets des molécules administrées seules sont souvent plus modérés que ceux obtenus avec notre
GSE. Ce dernier point étant cependant relativement subjectif, les modeles EAE utilisés tout comme les
protocoles de traitement (date de début et durée de traitement) étant différents d’une étude a une
autre. Néanmoins, ces deux constats suggerent que les différents composés actifs du GSE agissent en
synergie, qui plus est, avec potentiellement I'implication d'autres molécules dont les fonctions ne sont
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pas encore connues ou qui n‘ont pas été détectées du fait de leur faible concentration mais qui
resteraient néanmoins bioactives. Ainsi, le développement de nouvelles formulations de GSE n'a de
sens qu'en tentant de préserver cette synergie.

Un intérét tout particulier du GSE est que son utilisation pour ses propriétés bioactives permet
également de réduire I'impact environnemental de la vinification par l'utilisation d’une partie des
déchets produits (20 a 30% du raisin) et jusqu’a présent non utilisés. Chaque année, la production de
vin génere 15 millions de tonnes de déchets de vinification dans le monde, 1,5 millions en France
(Antonic et al., 2020). Méme a petite échelle, I'utilisation des pépins de raisin en santé humaine serait
une maniere de limiter ce gachis. Ainsi, il était important que nos nouvelles formulations utilisent
toujours comme matiére premiére la poudre de pépins de raisins issus du marc de vinification. Pour
cela, nous avons initié une collaboration avec I'équipe du Pr Boris Mizaikoff a I'Institut de Chimie
Analytique et Bioanalytique (Institute of Analytical and Bioanalytical Chemistry, IABC) de I'université
d’Ulm en Allemagne qui possede une grande expérience dans la technique d’impression moléculaire
(ou molecular imprinting) (Molinelli et al., 2002 ; Saad et al., 2021). Cette technique permet de créer
dans un matériau synthétique (un polymere) des sites récepteurs artificiels spécifiques d’'une molécule
cible permettant de reconnaitre et d’adsorber sélectivement la molécule cible (Molinelli et al., 2005).
L'impression moléculaire selon I'approche non covalente consiste a mettre en contact la cible
(également appelée template par anglicisme) avec un mélange de monomeres (étape 1) capables de
la complexer (étape 2). La polymérisation conduite en présence d’un monomere réticulant, permet
d’obtenir un réseau polymeére rigide (étape 3) qui, aprés élimination de la molécule cible, porte des
sites complémentaires de cette derniére capables de la reconnaitre de maniére spécifique (Figure 46).
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1. Choix des réactifs 2. Assemblage 3. Polymérisation 4. Extraction
a, b : monomeéres Des monomeéres avec Autour de la De la molécule empreinte
c : molécule empreinte la molécule empreinte molécule empreinte = libération du site
(template) d’adsorption

Figure 46: Représentation schématique du processus d’'empreinte moléculaire par lapproche non
covalente
Extrait de Hugon-Chapuis and Pichon, 2007

Les polymeéres ainsi imprimés (MIP pour molecularly imprinted polymers) possédent une trés haute
sélectivité pour leur molécule cible, comparable a celle des anticorps pour leur antigene (Molinelli et
al., 2005 ; Hugon-Chapuis and Pichon, 2007). lls peuvent alors notamment étre utilisés comme matrice
d’affinité en séparation, comme récepteurs artificiels pour le criblage des bibliotheques ou encore
comme éléments de reconnaissance dans les capteurs ainsi qu’en immuno-analyse. Dans notre cas, ils
seront utilisés pour sélectivement extraire les polyphénols du GSE. Afin de préserver la synergie des
différents polyphénols au sein du GSE, I'impression moléculaire ne sera pas réalisée pour reconnaitre
de maniere spécifique un polyphénol en particulier mais I'ensemble des molécules présentant au
moins un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyles attachés, a savoir la structure
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chimique commune a tous les polyphénols (Crozier et al., 2006). Toutes les étapes concernant le
développement des MIP puis I'extraction des polyphénols sont actuellement en cours de réalisation a
I'Institut de Chimie Analytique et Bioanalytique d’UIm.

Une fois les polyphénols extraits du reste du GSE, ils peuvent étre concentrés dans une nouvelle
formulation permettant si possible d’améliorer leur biodisponibilité. La nanoformulation des
polyphénols est une des solutions possibles, I'encapsulation des molécules actives dans une
membrane formée d’'un composant différent permettrait de les protéger des dégradations trop
rapides, d’améliorer leur perméabilité voire de favoriser leur diffusion dans des compartiments
particuliers (Anand et al., 2022). Les parameétres importants ici sont : le choix de la molécule qui sera
utilisée pour I'encapsulation puisque celle-ci doit étre biocompatible et la taille des particules qui
dépend notamment de la méthode d’encapsulation choisie. Une nouvelle fois cette partie du projet
est sous la responsabilité du Pr Boris Mizaikoff qui possede une bonne expérience dans les techniques
de nano-encapsulation (Wei et al., 2006 ; Kranz et al., 2009). Il a ainsi fait le choix d’utiliser le chitosan
pour nano-encapsuler les polyphénols. Le chitosan est un polysaccharide linéaire naturel dont
I'utilisation biomédicale s’est développée au cours de ces dernieres années du fait de ses propriétés
biophysiques (biodégradable, biocompatible), mais également de certaines propriétés biologiques
(antimicrobiennes et anti-inflammatoire). Enfin, dans le cadre des maladies neurologiques, il
présenterait I'intérét considérable d’étre capable de passer la BHE permettant ainsi la libération des
molécules qu’il encapsule dans le SNC (Kravanja et al.,, 2019). Toutes les étapes concernant la
fabrication des nanoparticules ainsi que leur caractérisation seront réalisées a Ulm. Les nouvelles
formulations une fois finalisées seront envoyées a Clermont-Ferrand pour étre analysées in vivo.

Il est important de noter qu’un des risques possibles de la stratégie développée est que I'ensemble des
effets du GSE ne repose pas uniquement sur la phase phénolique mais également sur d’autres
composés. Par exemple la phase lipidique du GSE contient du monostéarate de glycérol qui a été utilisé
dans plusieurs études comme une matrice pour les nanoparticules lipidiques solides afin d'améliorer
le transport des composés a travers la BHE (Natarajan et al., 2016). La phase aqueuse quant a elle
contient du tréhalose pour lequel des fonctions neuroprotectrices ont été montrées dans plusieurs
modeles de maladies neurodégénératives (Portbury et al., 2017 ; Lee et al., 2018). Néanmoins, ce n’est
gu’en testant I'effet de nos nouvelles formulations purement phénoliques en comparaison a la
formulation classique du GSE que nous pourrons savoir si ces formulations sont aussi efficaces ou non.
Il sera toujours possible d’envisager un complément a ces formulations par la suite.

e Protocoles d’évaluation des nouvelles formulations

Brievement, différentes formulations seront réalisées : deux a trois avec des doses connues d’un
nombre déterminé de polyphénols et une derniére a partir de 'ensemble des polyphénols présents
dans le GSE. Ces différentes formulations seront, dans un premier temps, évaluées en paralleéle en
comparaison d’un traitement avec le GSE classique selon le protocole de traitement utilisé dans
I'article Mabrouk et al., 2022 sur les parametres suivants : suivi longitudinal du poids et du score EAE
et évaluation hebdomadaire des troubles moteurs et sensitifs. Seules les formulations présentant des
effets significatifs seront ensuite évaluées pour étudier : 1) les effets biochimiques du traitement et 2)
les modifications neuropathologiques toujours en reprenant une nouvelle fois les protocoles décrits
dans Mabrouk et al., 2022.
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Dans un second temps, une ou deux formulations seront retenues pour des études supplémentaires
qui comprendront : 1) une évaluation a plus long terme de I'effet du traitement pour notamment
étudier de possibles effets indésirables tardifs, 2) une évaluation neuropathologique détaillée incluant
des études immunohistochimiques et en microscopie électronique, 3) une évaluation de |'effet du GSE
sur le microbiote. Cette évaluation sera réalisée car : des atteintes du microbiote ont été mises en
évidence chez les souris EAE (Ochoa-Repadraz et al., 2009) et les patients atteints de SEP (Chen et al.,
2016 ; Correale et al., 2022) et des modifications du microbiote ont été montrées suite a un traitement
par le GSE ou d’autres extraits polyphénoliques (Lu et al., 2020 ; Fereira et al., 2023). Cette partie du
travail sera faite en collaboration avec le Dr Frédéric CARVALHO membre de 'UMR Neuro-Dol
travaillant sur les douleurs d’origine viscérale qui a une grande expérience de I'analyse du microbiote
intestinal et de ses conséquences fonctionnelles (Defaye et al., 2020 ; Miquel et al., 2016).

7.2.Role des protéolipoprotéines dans le développement des troubles sensitifs
Pour ce dernier projet, je souhaiterai développer un axe plus physiopathologique et moins

thérapeutique. Pour cela, je prévois de déposer une demande de financement a I'appel d’offre annuel
de I'association européenne contre les leucodystrophies (ELA) au mois de juin. Ce projet se fera en
collaboration avec le Pr Hauke Werner du Max Planck Institute pour les sciences multidisciplinaires a
Gottingen en Allemagne (ancien Institute of Experimental Medicine) pour la production des souris
transgéniques et le Dr Aubin MOUTAL de I'école de médecine de I'université de St. Louis aux Etats-
Unis pour la production d’outils de surexpression et de sous-expression protéique qui seront
nécessaires au projet.

Comme cela a été dit dans le chapitre 5.1.1 p31, la gaine de myéline a pour fonction principale de
favoriser la conduction saltatoire de I'influx nerveux mais elle possede des fonctions annexes telles
que la protection physique, le support métabolique mais également I'élimination des ions produits par
les neurones. Pour I'ensemble de ces fonctions, la gaine de myéline joue un role fondamental dans les
fonctions motrices, cognitives et sensitives des individus. Concernant les fonctions sensitives, un
faisceau d’arguments récents, suggére une implication de la myélinisation dans le développement de
douleurs chroniques. Tout d’abord (et comme nous I'avons déja bien décrit dans ce manuscrit) les
symptomes sensitifs et notamment douloureux sont présents dans de nombreuses pathologies dys-ou
démyélinisante sans qu’il soit clairement déterminé si I'origine de ces douleurs est : la dégénérescence
axonale associée a ces maladies ou bien un effet direct de la dégradation de la gaine de myéline ou
bien encore la conséquences de la réponse inflammatoire associée a cette dégradation de la gaine (les
3 hypothéses ne s’excluant pas forcément les unes des autres). Parmi les acteurs de la gaine de
myéline, la protéine PLP dont les fonctions exactes ne sont pas encore toutes élucidées pourraient
jouer un réle tout particulier dans la perception sensitive.

Tout d’abord, I'implication indirecte de PLP/DM20 dans linclusion membranaire de SIRT2, une
déacétylase NAD+ dépendante qui permettrait de maintenir la déacétylation de certaines protéines
assurant la stabilité des microtubules, renforce I'idée d’interactions rapprochées entre I'axone et
I'oligodendrocyte (Werner et al.,, 2007). Ces interactions pourraient passer par une fonction
neuroprotectrice de PLP/DM20 dans le SNC des mammiféres, indépendante de sa fonction de
compaction de la myéline (Campagnoni and Skoff, 2001 ; Wang et al., 2008). De plus, une possible
action de PLP au niveau de la membrane mitochondriale et par conséquent, dans le métabolisme
énergétique du SNC, a été également suggérée par les résultats observés chez les animaux sur-
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exprimant le géne Plpl. Une premieére hypothése serait que PLP, par sa conformation
transmembranaire et ses motifs permettant son intégration aux membranes mitochondriales, pourrait
agir comme régulateur du potentiel de membrane mitochondriale par la formation de pores
(HUttemann et al., 2009 ; Hogan et al., 2009). Une autre hypotheése testée in vitro serait que PLP inséré
dans la membrane mitochondriale pourrait acidifier le milieu de culture, notamment en augmentant
les lactates, et augmenter la quantité d’ATP dans le milieu. Transposé in vivo, PLP pourrait provoquer
une acidose et augmenter I’ATP extracellulaire, deux mécanismes connus pour participer a la
neurodégénérescence (Appikatla et al., 2014). Cet effet serait spécifique de PLP et ne serait pas
retrouvé pour son isoforme DM20 (Somayajulu et al., 2018). Certaines études ont également avancé
I’hypothése selon laquelle PLP/DM20 pourraient avoir un réle de canal. Cette hypothése repose sur
(1) la conformation a quatre domaines transmembranaires de ces protéines qui se rapproche de celle
d’autres protéines canaux, (2) la capacité de ces protéines a former des hexaméres de type hémicanal
et (3) le fait que la présence de ces protéines induirait des modifications voltage-dépendantes dans le
cerveau (Diaz et al., 1990 ; Knapp, 1996 ; Greer et Lees, 2002). De plus, une expression des
protéolipoprotéines dans les neurones et leur implication dans le fonctionnement neuronal a été
rapportée dans plusieurs études (lkenaka et al., 1992 ; Miller et al., 2009). Au moins dans certaines
structures et notamment la medulla oblongata, PLP/DM20 agiraient dans les neurones sur le
fonctionnement de certains types de canaux potassiques calcium dépendants impliqués dans la
régulation de l'intensité des potentiels d’action et dont I'absence ou la sous-expression sont connues
pour induire des épilepsies ou des ataxies (Mayer et al., 2009).

Finalement, une étude récente a montré que I'activation de la voie éphrine-B3/EphBs au niveau spinal
est capable de moduler la sensibilité a la douleur chez des souris sauvage par un mécanisme dépendant
de PLP (Zhang et al., 2021). Brievement, cette étude décrit qu’une diminution de I'expression de
éphrine B3 (souris présentant une délétion du gene) provoque : 1) au niveau de la moelle épiniére des
atteintes de la gaine de myéline et une diminution de I'expression de PLP et 2) au niveau
comportemental une hypersensibilité pour des stimuli mécanique et chaud. De fagon trés intéressante,
la transfection de PLP au niveau spinal corrige cette hypersensibilité, et pour confirmer I'implication
de PLP, les auteurs ont montré que la diminution de I’expression de PLP par administration intrathécale
d’ARN antisens était suffisante pour induire une hyperalgésie thermique et mécanique chez des souris
controles.

Tous ces travaux sont préliminaires et la plupart des données n’ont pas été répliquées ou détaillées
par la suite. Néanmoins, 'ensemble de ces hypothéses formulées a des époques différentes par des
équipes différentes suggerent que le réle de PLP ne se cantonnent pas a la simple compaction de la
gaine de myéline mais qu’il pourrait jouer un réle dans I'interaction myéline axone, avoir une fonction
métabolique au niveau de la mitochondrie voire qu’il pourrait avoir une fonction neuronale ; et que
par I'un de ses mécanismes (ou par une voie non encore identifiée) il pourrait jouer un réle dans la
régulation des seuils sensitifs. Bien qu’imparfait, ce rationnel nous semble suffisant pour, sans
prétendre vouloir identifier un mécanisme d’action bien particulier, déposer un projet visant a explorer
un peu mieux la possible implication de PLP dans le développement de troubles sensitifs.

Pour cela, nous prévoyons une étude selon trois axes de travail. Le premier axe visera a évaluer les
signalisations éphrine-B/EphBs et PLP dans les moelles épiniéres de modeéles murins de douleur
chronique. Afin d’éviter une utilisation excessive de souris dans le projet, les tissus utilisés pour les
guantifications en western-blot proviendraient de modeéles de neuropathie chimio-induite et de
modeles de douleurs neuropathiques diabétiques et traumatiques développés au laboratoire sur
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d’autres projets et pour lesquels les tissus spinaux sont déja utilisés pour d’autres analyses. Les tissus
des souris EAE-CP, EAE-CR et Plp null seront également étudiés notamment pour la signalisation
éphrine-B/EphBs. L’objectif est ici d’étudier si les signalisations éphrine-B/EphBs et PLP sont
dérégulées dans des modeéles de douleur chronique. Pour le moment, une implication de la
signalisation éphrine-B/EphBs n’a été démontrée que dans un modéle de neuropathie diabétique et
sans étudier en parallele la signalisation PLP (Deng et al., 2017). Le deuxieme axe visera a étudier, dans
les modeles présentant une dérégulation de ces signalisations, si la correction de ces dérégulations
(par surexpression de PLP et sous-expression de la voie éphrine-B/EphBs) est capable de corriger les
troubles sensitifs présents dans le modele. Enfin le dernier axe, relativement indépendant des deux
premiers, visera a étudier les troubles sensitifs dans un modeéle présentant non pas une invalidation
compléte du géne Plp1, mais seulement une invalidation neuronale. Un tel modeéle existe déja puisqu’il
y a quelques années, I'équipe du Pr Hauke Werner a publié une étude comparant le phénotype de
souris Plp null floxées dont I'expression de PLP était spécifiquement inactivée soit dans les neurones,
soit dans les oligodendrocytes. Au cours de cette étude, il a été montré que seule I'invalidation de Plp1
dans les oligodendocytes était responsable du développement d’'une dégénérescence axonale et d’une
prolifération gliale (astrocytes et cellules microgliales) similaire a celles retrouvées dans le modéle
présentant une invalidation compléte (Liders et al., 2017). Malheureusement, au cours de cette étude,
aucune analyse comportementale n’a été réalisée. Cependant, il est crucial de savoir si les souris
présentant une invalidation de Plp1 uniquement dans les neurones sont susceptibles de développer
des troubles comportementaux et notamment des troubles sensitifs. Cela prouverait un role du PLP
neuronal sur le développement de ces comportements anormaux sans pour autant permettre d’en
préciser les mécanismes d’action, mais cela serait déja une premiére étape importante.
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A l'issue de ce travail rédactionnel en vue de I'obtention de I’habilitation a diriger des recherches, il
parait nécessaire de prendre le temps de I'analyse et de proposer quelques réflexions sur les travaux
de recherche réalisées et a venir mais également sur la personne responsable de ces travaux, moi-
méme.

8.1.De la difficulté a mener a bien toutes les taches incombant au statut

d’enseignant-chercheur
Pour débuter cette conclusion et alors que ce travail rédactionnel touche a sa fin puisqu’il devra étre

envoyé d’ici quelques jours (avec un peu de retard, je m’en excuse une nouvelle fois), je me permets
une analyse personnelle qui n’a pas grand-chose de scientifique. En rédigeant ce manuscrit plusieurs
points se dégagent avec évidence. Tout d’abord, cette HDR aurait di étre soutenue il y a plusieurs
années déja ; le contenu scientifique était déja assez important il y a au moins 5 ans déja. Cependant,
cela n’était alors pas possible car le nombre d’articles publiés n’était pas suffisant. Ceci illustre une
mauvaise habitude de ma part de privilégier les projets et les collaborations, et de retarder la
valorisation des travaux de recherche par des publications. C’'est aussi une conséquence de mon
éternel perfectionnisme, me conduisant a penser que les travaux ne sont jamais assez avancés pour
étre soumis. Méme si j’essaye de m’améliorer avec I'age, (les travaux de mes étudiantes en thése sont
dorénavant publiés dans de bien meilleur délai) le nombre de données non publiées présentées dans
ce manuscrit prouvent que j'ai encore des progrés a faire et qu’une de mes obligations a court terme
(en plus des demandes de financement ANR PRCI et ELA) doit étre de finaliser plusieurs articles.

S’il est important d’étre capable de reconnaitre ses défauts et de tenter de les améliorer, il me semble
important de préciser qu’une autre explication a cette procrastination dans I’écriture des articles est
la réelle difficulté a mener de front et avec un niveau d’exigence suffisant la double tache de
I’enseignant-chercheur : enseigner et faire de la recherche. Tache en vérité triple lorsque I'on rajoute
les fonctions administratives qui semblent chaque année de plus en plus lourdes, effet possible de mon
vieillissement mais plus probablement des réformes successives faites a objectifs croissants mais
effectifs constants. L'objectif ici n’est pas de s’apitoyer sur son sort, mais de reconnaitre que le mode
de travail fractionné qu’occasionne inévitablement des taches trop dispersées n’est pas favorable a la
réflexion scientifique qui nécessite le temps de I'analyse des résultats en comparaison a la littérature
scientifique, le temps de la confrontation des hypothéses puis le temps de la rédaction. Lors de cette
rédaction de mémoire s’est révélée de maniere encore plus intense la difficulté d’avoir en permanence
a jongler entre la correction de copies, la réalisation des emplois du temps du second semestre, les
cours, tout en essayant de produire le contenu de ce manuscrit. Et les sentiments de renoncement,
notamment a lire de nouveaux articles qui semblaient particulierement intéressants, et d’insatisfaction
a finir ce manuscrit dans I'urgence sans pouvoir totalement y apporter le niveau de soin espéré, n’en
ont été que plus grands. Cette situation n’est pas sans rappeler parfois celle des héros des romans de
Kafka ou Kundera qui tentant de répondre a toutes les injonctions parfois antinomiques auxquels ils
sont soumis développent un mode de fonctionnement stéréotypés dénués de sens dans lequel ils
s’enferment et souvent (romantisme slave oblige) dépérissent. Si je dois avouer apprécier
énormément ses auteurs pour la qualité de leurs descriptions de la nature humaine, je préférai au lieu
me sentir dans ma vie professionnelle I’'héroine de I'une de leur histoire, conserver du temps dans ma
vie personnelle pour m’adonner a la lecture de leurs romans.
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8.2.Réflexions sur l'utilisation du modeéle animal dans la recherche biomédicale

Revenons maintenant a une réflexion un peu plus scientifique sur un point qui me questionne depuis
le début de ma carriere et qui continuera probablement a me questionner jusqu’a la fin de celle-ci :
est-ce que les modeles animaux sont réellement un bon outil pour étudier les pathologies humaines,
et est-ce que les résultats qu’ils permettent d’obtenir justifient le sacrifice conséquent en vies animales
inhérent a leurs utilisations.

8.2.1. Analyse générale

Déja dans la discussion de ma thése de neurosciences je m’interrogeais sur les criteres de validité d’un
modele animal, et plus particulierement sur la capacité des souris KO STOP a remplir ces criteres. Pour
cela je m’appuyais sur les 4 criteres de validité d’un modeéle animal de maladie psychiatrique décrits
par McKinney et Bunney en 1969 : la similitude des conditions d’induction, la similitude des états
comportementaux, la similitude des mécanismes de développement de la maladie et la similitude de
réponse aux traitements. Quatre critéres repris depuis respectivement sous les noms de validité de
construction, validité de phénotype, validité d’expression et validité de prédiction (Lipska and
Weinberger, 2000). Les souris KO STOP présentent une validité de construction puisqu’elles trouvent
leur origine dans une perturbation du neurodéveloppement et qu’une étude japonaise publiée a
montré une association entre des polymorphismes pour le gene STOP et la schizophrénie (Shimizu et
al., 2006). Ces souris présentent également une validité de phénotype puisque comme nous I'avons
montré elles présentent des troubles comportementaux mimant les symptomes productifs,
déficitaires et cognitifs de la maladie dont certains apparaissent comme chez les patients apres la
puberté. Elles présentent aussi une validité d’expression puisque ces souris développent des anomalies
neurochimiques et des altérations des fonctions synaptiques retrouvées chez les patients atteints de
schizophrénie. Elles présentent enfin une validité de prédiction puisque les symptomes de type
productifs sont améliorés par les neuroleptiques typiques tandis que les symptémes cognitifs ne sont
pas améliorés voire sont aggravés par ces traitements.

Néanmoins, s’interroger sur les critéres de validité d’un modeéle animal c’est déja assumer le fait que
I'utilisation de ce modele est justifiée dans le cadre de la recherche biomédicale. A I'heure ou la
reconnaissance des droits des animaux est (3 juste titre) de plus en plus prise en compte, de
nombreuses voix s’élévent contre I'utilisation des animaux a des visées de recherche. |l est difficile (et
clairement inopportun) de fermer les yeux sur I’évolution de la société en termes d’éthique animale
ce qui conduit a une réévaluation de nos pratiques aux laboratoires et peut-étre envisager de
remplacer les modéles animaux. Depuis de nombreuses années, je m’intéresse aux différentes
discussions et avancées sur le sujet. J'envisage de plus en plus, de développer des techniques
expérimentales in vitro pour étudier certains mécanismes d’action en limitant le nombre d’animaux
utilisés. Travailler sur des cellules souches pluripotentes induites a partir de tissus de patients constitue
une option trés intéressante et une direction que je souhaiterai donner a mon travail, ou du moins une
partie de mon travail (Lee et al., 2017 ; Wu et al., 2018). En effet, pour des pathologies aussi complexes
que la SEP ou la schizophrénie, pour lesquels les phénomenes physiopathologiques évoluent au cours
du temps et impliquent I'interaction de types cellulaires tres différents (certains, comme les cellules
immunitaires, n’étant méme pas issus du SNC), les cellules souches pluripotentes induites ou leur
version encore plus évoluée les organoides cérébraux ne semblent a I’'heure actuelle pas assez évolués
pour permettre de tester toutes les hypothéses physiopathologiques. De facon encore plus marquée,
lors de I’évaluation de stratégies thérapeutiques, ces modeles in vitro ne permettent pas d’évaluer la
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biodisponibilité des composés, ni leurs effets sur les symptdmes neurologiques (une molécule peut
modauler le fonctionnement cellulaire des neurones sans pour autant étre suffisante pour corriger les
symptomes), ni leurs potentiels effets indésirables sur d’autres organes. Ainsi, malgré des
guestionnements éthiques, je ne vois pas comment dans un avenir proche la recherche en
neuropharmacologie pourrait s’affranchir de I'utilisation des modéles animaux.

Malgré ce constat, il est tout de méme possible de mener des actions permettant de limiter le nombre
d’animaux utilisés. Tout d’abord, il est primordial de planifier au mieux les protocoles expérimentaux
afin d’obtenir le plus de résultats exploitables possibles — comportement, quantification moléculaire
ou cellulaire sur différents prélevements - sur une méme série d’animaux. Il est également tres
important d’augmenter la qualité des expériences (en respectant les bonnes pratiques expérimentales
et en utilisant des protocoles standardisés publiés de facon détaillée) afin d’augmenter la
reproductibilité des résultats expérimentaux (Mandillo et al., 2008 ; Percie et al., 2020). Dans le cas de
I'EAE, le développement d’'un nombre de protocoles d’induction presque aussi important que le
nombre de laboratoires utilisant ce modéle rend la comparaison des données de la littérature trés
complexe. Enfin, choisir le modéle animal adapté a I'hypothese formulée est également un moyen
d’éviter des expériences colteuses en animaux injustifiées. En science le modeéle est une
représentation simplifiée, souvent formalisée, d'un processus, d'un systéme ; par définition, le modele
représente une réalité, il ne constitue pas la réalité. Il en va de méme du modele animal de pathologie
humaine. Si ces modeles sont utiles pour représenter la pathologie humaine et permettre des études
qui ne sont pas directement réalisables chez 'homme, ils ne sont pas une copie conforme de cette
pathologie. Ainsi, tout modéle animal présente ces avantages et limites (Mix et al., 2010), 'important
lors de son utilisation est d’étre conscient de ceux-ci et 'utilisation des critéres de validité décrits ci-
dessus peut étre une maniére formative de représenter ces avantages et limites. Pour simplifier, avant
de mettre en place une étude expérimentale, il est impératif de se demander si le modéle que nous
prévoyons d’utiliser est bien adapté a I’hypothése que nous souhaitons étudier. Le prochain chapitre
tentera de montrer comment nous avons appliqué ces réflexions a notre étude des modeles murins
de SEP.

8.2.2. Analyse spécifique aux modéles animaux de sclérose en plaques

La SEP se caractérise par une hétérogénéité des formes cliniques et des symptdmes qui leur sont
associés pouvant s’expliquer par la dissémination aléatoire des Iésions dans I'ensemble du SNC, mais
également I'évolution de la nature de ces lésions au cours du temps chez un méme patient et entre les
patients. Etant donné qu’il n’existe pas de modéle animal mimant I'intégralité du spectre de la SEP,
I’étude comparative et combinée de plusieurs modeles nous a semblé le meilleur moyen
d’appréhender la maladie dans sa globalité et d’obtenir une évaluation plus réaliste des parameétres
étudiés. C'est la raison pour laquelle nous avons décidé de travailler en parallele sur deux modéles
animaux : les souris EAE (RR puis CP) en tant que modeéle mimant la physiopathologie immune,
inflammatoire et démyélinisante de la SEP et les souris Plp null utilisées comme un modele de
pathologie dysmyélinisante conduisant a une dégénérescence axonale secondaire associée a des
atteintes du stress oxydant et provoquant des symptomes moteurs, cognitifs et sensitifs (seules les
souris EAE présentent la validité de construction).

L’étude comparative et combinée de ces deux modéles a permis de mettre en évidence, |'apparition
de certains troubles sensitifs communs aux deux modeles tels que I’hyperalgésie somatique au chaud
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tandis que d’autres sont spécifiques d’'un modeéle donné. Ainsi, les souris EAE-RR développent au
niveau somatique une allodynie mécanique et une allodynie au froid alors que les souris Plp null
présentent une hyposensibilité mécanique sans anomalie de la réponse sensitive au froid. Lorsque la
sphére orofaciale a été évaluée, une hypersensibilité lors de stimulations mécaniques intenses a été
observée bien que transitoirement chez les souris EAE, tandis que les souris Plp null développent
principalement une hyposensibilité au froid. Les souris EA-CP étudiées plus tardivement dans le projet
présentent des symptomes sensitifs similaires aux souris EAE-RR en ce qui concerne la sphére
somatique ; ceux concernant la sphere oro-faciale n’ont pas encore été étudiés.

Ces résultats obtenus dans les deux modeles démontrent qu’ils présentent la validité de phénotype et
supportent notre hypothése initiale selon laquelle différents aspects physiopathologiques de la SEP
(processus inflammatoire vs dégénérescence axonale), ne conduisent pas exactement aux mémes
symptomes. |l est d’ailleurs intéressant de noter que la présence de signes d’hyposensibilité,
caractéristique des atteintes neuropathiques chroniques, n’est retrouvée que chez les souris Plp null,
modele présentant un aspect neurodégénératif beaucoup plus marqué.

En clinique cette dissociation entre types de troubles sensitifs et forme de SEP a également été
observée. L'étude réalisée par le service de neurologie du CHU de Clermont-Ferrand auprés de 673
patients du réseau SEP Auvergne a permis de montrer que 79% d’entre eux ont présenté des
symptomes douloureux : 51% ont rapporté des douleurs avec des caractéristiques neuropathiques et
46% ont rapporté des migraines (Moisset et al., 2013). L’analyse de corrélation entre les différentes
variables a montré que les douleurs migraineuses (par excés de nociception), mais pas les douleurs
neuropathiques, sont associées a un age plus jeune et une durée de maladie plus courte, a une maladie
de forme SEP-RR et a une réponse positive au traitement par interféron-B. Ceci suggére que les
mécanismes physiopathologiques conduisant au développement des migraines ou des douleurs
neuropathiques chez les patients atteints de SEP seraient différents. La migraine serait associée aux
phénomeénes inflammatoires tandis que les douleurs neuropathiques seraient plutét dues aux lésions
précoces du SNC, hypothése également supportée par les résultats d’autres équipes (Mbhrke et al.,
2013 ; Graziano et al., 2015), suggérant une validité d’expression pour nos deux modéles.

Fort de ces résultats comportementaux, |'évaluation de [I'efficacité de nouvelles stratégies
thérapeutiques en paralléle dans les deux modéles prend tout son sens lorsque cela est possible. Les
travaux réalisés par notre équipe ou celle de Marre T Smith ont montré que les souris EAE sont
sensibles a un traitement au fingolimod et a un traitement antioxydant (acide lipoique ou GSE) tandis
que les souris Plp null ses sont avérées résistantes a tous les traitements testés. Ces résultats
confirment a nouveau l'intérét de notre stratégie de comparer les résultats obtenus dans les deux
modeles animaux puisqu’il semblerait que tout comme en clinique, les symptomes liés a la
dégénérescence axonales soient plus difficiles a traiter que ceux liés aux formes RR, suggérant une
validité de prédiction de ces modeéles. Aussi, serait-il tres intéressant d’évaluer I'effet du GSE dans le
modele Plp null du fait de son potentiel effet neuroprotecteur. Cette étude n’a pour le moment pas
été initiée car avec la formulation actuelle du GSE il serait nécessaire de réaliser des injections i.p.
qguotidiennes pendant de nombreuses semaines (souris agées de 3 a 7 mois) ce qui n’est pas du tout
réaliste. Nous espérons que les nouvelles formulations de GSE permettent des administrations orales
peut-étre moins fréquentes ce qui permettrait alors d’envisager le traitement des souris Plp null.
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8.3.Le changement multiple de thématiques de recherche : un mal pour un bien
Pour finir, j’ai pu assister ces derniers mois a la soutenance d’"HDR de deux collégues de 'UMR Neuro-
Dol ayant fait leur thése, leur post-doctorat puis leur activité de maitre de conférences sur plusieurs
aspects de la méme thématique de douleur chronique et je dois avouer les avoir enviés pour le fait de

n’avoir qu’un contexte scientifique a décrire (et non trois) et surtout parce que sur la méme durée de
carriére ils sont devenus des spécialistes de leur thématique de recherche, quand de mon coté je suis
devenue une neuropharmacologiste généraliste. Pendant la rédaction de ce manuscrit, les trois
contextes scientifigues m’ont donné beaucoup de travail, mais j’ai beaucoup apprécié lire de nouveaux
articles sur des thématiques que j’avais un peu délaissées et cela m’a permis de me rendre compte
que leur lecture, me donnait en fait plein d’idées pour mes projets futurs. Je pense dorénavant que
ma pluralité de thématique, si elle m’a donné beaucoup de travail pour me mettre a niveau a chaque
changement de laboratoire, m’apporte finalement des connaissances nombreuses et
complémentaires que je peux réutiliser au grés de mes projets. Ceci est d’autant plus vrai en travaillant
sur des maladies multifactorielles telles que la schizophrénie ou la SEP. C’est d’ailleurs avec une figure
illustrant les nouvelles pistes physiopathologiques de la schizophrénie que je souhaiterais terminer ce
manuscrit (Figure 47).
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Figure 47 : La neuro-inflammation induit des changements de la microglie qui sont impliqués dans la
pathogénicité de la schizophrénie
Extrait de Comer et al, 2022

Les facteurs de risque de la schizophrénie qui alterent le fonctionnement de la microglie et augmente
la neuro-inflammation inclus la pollution, le stress, la malnutrition induisant une dysbiose de I'axe
intestin cerveau, les infections virales et I'activation immune maternelle pendant la grossesse. Dans
un milieu pro-inflammatoire, la perte de I'homéostasie microgliale perturbe les interactions neurones-
microglie pouvant conduire a des altérations de la plasticité et a un élagage synaptique. Ainsi, les
approches thérapeutiques favorisant 'homéostasie microgliale pourraient potentiellement améliorer
la symptomatologie des patients atteints de schizophrénie.
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Je I’ai découvert lors de mes recherches bibliographiques réalisées pour la rédaction de ce mémoire et
je lui trouve tellement de similitudes avec une figure de physiopathologie de SEP que j'y ai vu comme
un signe sur la complémentarité de mes travaux de recherche (Comer et al., 2020). Peut-étre que
finalement mes travaux actuels pourront étre utiles a des patients atteints d’une autre pathologie que
la SEP...

Addendum - Reprenant les travaux de recherche de mes différents membres du jury pour rédiger mes
remerciements, j’ai découvert avec amusement que le Dr Brahim Nait-Oumesmar s’était également offert, avec
un certain succes, une parenthése de recherche dans le domaine de la schizophrénie (Maas et al., 2020a et b).
Moi qui suis plutét cartésienne, je commence a voir des signes partout ; c’est qu’il est clairement temps de
terminer ce manuscrit. Merci pour votre lecture.
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