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Introduction

Les Iésions traumatiques de la substance blanche du systeme nerveux central constituent
un enjeu de santé publique. A 1’étage encéphalique, elles constituent le principal substratum
anatomique des séquelles neuropsychologiques qui compliquent prés de 30% des traumatismes
craniens (Kinnunen et al, 2011 ; Mathe et al, 2005).

Les capacités de la substance blanche & se régenérer sont limitées chez I’adulte. Les
modeles animaux montrent certes des images de réparation histologique, mais chez I’homme,
elles ne sont pas suffisantes pour restituer la fonctionnalité du connectome détruit. Ainsi,
I’amélioration neurologique qu’on peut constater chez certains patients apres Iésion cérébrale ou
médullaire s’explique plus volontiers par la mise en jeu de phénomeénes de plasticité corticale que
par des phénomenes neuroregenératifs. Cela signifie que les dommages tissulaires et les troubles

neurologiques qu’ils supportent sont généralement définitifs.

La substance blanche n’est pas pour autant une structure statique. Des expérimentations
animales confirmeées par des études d’imagerie en tenseur de diffusion chez ’homme montrent
des phénomenes de plasticité myélinique grace auxquels elle se remodéle en permanence sous
I’action de facteurs environnementaux. Ces capacités de remodelage qui persistent tout au long
de la vie, constituent des leviers d’action potentiels pour la recherche de traitements

régenérateurs.

La physiopathologie des Iésions traumatiques de la substance blanche est d’une extréme
complexité comme en témoigne la diversité des modéles d’étude expérimentaux. De surcroit, les
spécificités anatomiques et physiologiques de certains modeéles rendent hasardeuse la
transposition des résultats a I’homme. Cela doit conduire a extrapoler avec prudence les résultats
obtenus chez I’animal. Surtout, cela peut expliquer pourquoi des résultats parfois prometteurs en
phase préclinique donnent des résultats décevants en phase clinique (van der Staay 2009). La
convergence de certains aspects physiopathologiques entre 1’homme et 1’animal justifie
néanmoins le recours a ces modéles animaux : les modifications de 1’environnement cellulaire par
la lésion, I’inhibition de la repousse axonale, les anomalies de la myélinisation, avec en arriére-

plan I’existence d’une réaction astrogliale prolongée.
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Cette incapacité de la substance blanche adulte & régénérer ad integrum une structure
pleinement fonctionnelle contraste avec les étonnantes capacités régénératrices de 1’embryon. Ce
constat établi chez tous les mammiferes, nous a conduits a nous demander dans quelle mesure
I’apport d’un morphogéne embryonnaire a un organisme adulte pourrait contribuer a restaurer ces
capacités régénératrices. Nous nous sommes donc intéresses a la SCO-Spondine, une
glycoprotéine sécrétée précocement au cours de I’ontogenése cérébrale par une différenciation
sécrétoire de 1’épendyme située a la jonction diencéphalo-mésencéphalique. Etonnamment
conservée au cours de la phylogenése, puisqu’on 1’identifie chez tous les vertébrés et certains
prochordés, elle constituerait un morphogene essentiel au développement du névraxe, en
intervenant notamment dans la mise en place des commissures. Elle montre in vitro des
propriétés particulierement intéressantes pour une application dans le domaine des thérapies
neuroréparatrices, en particulier, elle stimule les phénomenes d’adhésion cellulaire, la croissance

axonale et la fasciculation.

Le NX210 est un peptide de douze acides aminés dérivé d’un domaine fonctionnel de la
SCO-spondine, caractéerisé et breveté par Neuronax, une entreprise spécialisée en pharmacologie
in vitro implantée sur le site universitaire de Clermont-Ferrand. Les premiers tests in vitro du
NX210 confirment I’intérét thérapeutique que la molécule meére laissait entrevoir en favorisant

notamment la synaptogenése et la neuritogenese.

L’objectif de notre travail est de compléter 1’exploration du NX210 pour amener la
molécule en phase clinique dans 1’optique de réparer les 1ésions de la substance blanche du
systeme nerveux central. Pour cela, nous avons soumis la molécule a des tests in vitro pour
explorer ses capacités neuroprotectrices et a des tests in vivo pour explorer ses capacités de
neuroréparation. L’étude de la repousse axonale et de son efficacité clinique a été réalisée sur
deux modéles de lésion de la substance blanche médullaire. L’étude mécanistique sur le

recrutement cellulaire a été réalisée sur un modeéle de Iésion de la substance blanche cérébrale.

Le programme expérimental a été réalisé dans le cadre d’une collaboration entre 1’équipe
de recherche IGCNC, EA 7282, de I’Université d’Auvergne, dirigée par Jean-Jacques Lemaire et

I’entreprise Neuronax dirigée par Stéphane Gobron.
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Etude bibliographique

1) Physiopathologie des lésions traumatiques de la substance blanche
du SNC

L’impact clinique des lésions traumatiques de la substance blanche est lié a I’intrication
de deux caractéristiques physiopathologiques : (1) I’incapacité de la substance blanche a se
régénérer spontanément ; (2) I’extension secondaire de la lésion tissulaire initiale au territoire
sain adjacent. Les travaux historiques de Ramon y Cajal avaient montré que I’incapacité de la
substance blanche a se régénérer n’était pas une propriété intrinséque du neurone mais résultait
de I’influence de I’environnement cellulaire (Ramon y Cajal, 1928). Une demonstration simple
de ce concept fut plus tard apportée par Tello qui obtint la repousse d’un axone du systéeme

nerveux central apres avoir greffé un neurone central dans un nerf périphérique (Tello, 1911).

Les mécanismes cellulaires et biochimiques expliquant comment I’environnement
cellulaire pouvait étre réfractaire a la réparation ont été étudiés in vitro et in vivo sur des modeles
animaux de traumatismes craniens et médullaires. Ces approches expérimentales ont permis de
distinguer deux phases lésionnelles successives : (1) une phase primaire ou se constituent des
Iésions directement liées a I’impact traumatique, et (2) une phase secondaire d’extension suscitée

par une cascade d’événements métaboliques.
A) La lésion primaire

La lésion primaire comprend les dommages tissulaires directement occasionnés par les
forces de collision sur le tissu nerveux. Elle est liée aux caractéristiques anatomiques et
biomécaniques du névraxe et de son enveloppe ostéoméningeée craniospinale. L’étage
encéphalique et 1’étage spinal présentent des propriétés biomécaniques distinctes, qui seront
abordés succinctement, notre attention portant surtout aux événements moléculaires et cellulaires

accessibles a la neuroprotection et a la neuroréparation.
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1) Le traumatisme cérébral

Au cours du choc, I’enceinte cranienne vient brutalement comprimer le tissu cérébral
sous-jacent a I’impact par un effet de coup, ou le tissu opposé a I’impact selon un mécanisme de
contrecoup (Pudenz et al, 1946). Il en résulte des lésions de contusions parenchymateuses
associant des déchirures, des sections ou des écrasements tissulaires a des ruptures vasculaires
(Bao et al, 2003). On observe une destruction des fibres nerveuses, des pertes de neurones et
d’oligodendrocytes. Les lésions vasculaires sont responsables d’une rupture de la barriére
hémato-encéphalique, de la libération dans le milieu extracellulaire de molécules pro-

inflammatoires et de I’extravasation de monocytes circulants (Andriessen et al, 2010).

L’ accélération-décélération brutale de I’extrémité céphalique se répercute difféeremment
sur les structures cérébrales selon leur fixité et leurs caractéres biomécaniques, créant des forces
de compression, de torsion et de cisaillement (Gentry et al, 1988). Celles-ci générent des lésions
tissulaires diffuses au sein de la substance blanche cérébrale appelées «lésions axonales
diffuses » (Adams et al, 1989). Elles se localisent, selon une sévérité croissance, dans (1) la
substance blanche lobaire a I’interface entre la substance blanche et la substance grise, (2) le
corps calleux, et (3) la substance blanche dorsolatérale de la partie rostrale du tronc cérébral
(Adams et al, 1989 ; Gentry et al, 1994). Ces lésions sont associées a des altérations des
vaisseaux responsables de lésions ischémiques et cedémateuses (Strich et al, 1956 ; Gennarelli et
al, 1983).

La distinction entre lésions diffuses et focales est probablement artificielle. On constate en
effet en clinique que les Iésions focales coexistent avec les lésions diffuses chez pres de 50% des
traumatisés craniens modérés a séveres (Skandsen et al, 2010). Sur le plan histologique, les
Iésions touchant le corps cellulaire des neurones sont décrites comme des Iésions focales et celles
touchant I’axone des mémes neurones sont décrites comme des lésions diffuses. Les modéles
animaux de traumatisme cranien montrent en réalité des phénomenes de morts neuronales a
distance des lésions focales (Singleton et al, 2004) et des destructions axonales plus volontiers au

sein des lésions focales (Wang et al, 2010).

Au plan cytologique, il se produit un cedéme cytotoxique avec un aspect de gonflement

astrocytaire. Tres précocement, la concentration extracellulaire en glutamate augmente, atteignant
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jusqu’a 50 fois les valeurs physiologiques dans les foyers de contusions chez I’homme (Bullock
et al, 1995, 1998). Cette augmentation peut résulter de la libération de glutamate par les pertes
cellulaires ou provenir du dysfonctionnement des pompes ioniques ATP-dépendantes impactées
par les troubles du métabolisme énergétique. La suractivation des récepteurs NMDA et AMPA
par ce largage de glutamate entraine un influx ionique massif ou « dépolarisation traumatique »
conduisant a la mort des neurones et des cellules gliales (Park et al, 2004). L’inhibition de ce
mécanisme cytotoxique appelé stress glutamatergique est un des objectifs des traitements

neuroprotecteurs (Figure 1).
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Figure 1. Traumatisme cérébral. Les destructions tissulaires de la Iésion primaire conduisent a 1’cedéme et a ’'HTIC.
L’excitotoxicité des aminoacides, ’ouverture de la barriére hémato-encéphalique, la cytotoxicité au calcium,

1’cedéme cytotoxique et I’ischémie sont les événements fondamentaux de la lésion secondaire (Jains €t al, 2008).
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La nature et la répartition des lésions sont déterminées par les caractéristiques
biomécaniques du tissu nerveux, de I’enceinte cranienne et de leurs interactions. Ainsi, les lobes
frontaux, les lobes temporaux (Bigler et al, 2007) et le corps calleux (Viano et al, 2005) sont
particuliérement vulnérables. Les rapports étroits de I’hippocampe contre le bord libre de la tente
du cervelet (Bigler et al, 2002) et ceux du corps calleux contre le bord libre de la faux du cerveau
contribuent a expliquer les lésions mécaniques directes de I’hippocampe et du corps calleux
impactés respectivement contre I’incisure de la tente du cervelet et le bord libre de la faux.
Inversement, le thalamus serait protégé contre 1’impact direct du traumatisme par sa localisation
profonde (Fearing et al, 2008). Les lésions thalamiques constatées expérimentalement (Smith et
al, 1997) et chez I’homme (Adams et al, 2001 ; Jennett et al, 2001) résulteraient de la
dégenérescence rétrograde de ses connexions corticales a partir de zones de cortex Iésées (Warner
et al, 2010). Ces disparités expliquent pourquoi le choix du site anatomique n’est pas indifférent

dans la mise au point des modéles d’étude expérimentale de contusion cérébrale traumatique.
2) Le traumatisme médullaire

La phase primaire de la Iésion médullaire s’étale sur les deux premiéres heures suivant le
traumatisme (Norenberg et al, 2004). La diversité des modeles expérimentaux, la multiplicité des
mécanismes mis en jeu et leur intrication rendent difficile 1’élaboration d’une vision synthétique

de la physiopathologie.

Les modeéles de section, d’aspiration (Duchossoy et al, 2001), de contusion par impact
(Bresnahan 1987), de contusion par compression statique au moyen d’un clip (von Euler et al,
1997) ou d’un ballonnet (Tarlov et al, 1953) donnent chacun un éclairage différent des
mécanismes physiopathologiques mis en jeu. Le modele de contusion médullaire, le plus utilisé
dans la littérature, semble reproduire le plus fidelement les Iésions histologiques rencontrées en
traumatologie humaine (Metz et al, 2000). Les modéles par compression mimeraient plus

fideélement les 1ésions ischémiques constatées chez 1’homme (Huang et al, 2007).

Les lésions anatomopathologiques associent des déchirures, des sections ou des
écrasements tissulaires occasionnés par un fragment osseux, discal ou ligamentaire déplace. Un
mécanisme d’accélération-décélération peut egalement exister comme a 1’étage encéphalique

(Baptiste et al, 2006). Un cedeme pan-médullaire coexiste avec des hémorragies de la substance



19

grise. Des lésions microvasculaires forment des pétéchies au sein de la substance blanche
(Nashmi et al, 2001). La section anatomique compléte du cordon médullaire est rarement
constatée en clinique, le foyer 1ésionnel étant le plus souvent entouré d’une fine couche subpiale
d’axones épargnés par I’impact mécanique (Bunge et al, 1993). Ces axones, qui constituent le
support anatomique des voies longues, présentent néanmoins d’importantes altérations de leur
gaine de myéline (McDonald et al, 2006). La remyélinisation précoce de ces fibres intactes
pourraient contribuer a expliquer les récupérations motrices spontanées classiquement constatées
dans les modeles murins (Li et al, 1997 ; Bradbury et al, 2006). Ces axones passant en pont a
travers le foyer de contusion constituent une cible intéressante pour la mise au point de stratégies

régénératives.

Sur le plan cytologique, cette phase initiales est caractérisée par 1’activation précoce des
cellules microgliales qui surexpriment le TNF-a et I’[L-B (Donnelly et al, 2007 ; Pineau et al,
2007). Les lésions axonales et la mort de cellules neuronales et gliales succédent a des ruptures

membranaires d’origine mécanique.
B) La Iésion secondaire

Les événements cellulaires et biochimiques de la phase secondaire sont similaires aux
étages encéphalique et médullaire, certaines particularités sont probablement liées aux modeles
expérimentaux. lls ont surtout été étudiés sur des modeles murins de lésions cérébrales

traumatiques et ischémiques (Mclntosh et al, 1998 ; Lee et al, 1999).

1) Les événements métaboliques et cytologiques de la phase aigué

Au cours de la phase aigué précoce, qui s’étale de la deuxiéme a la quarante-huitieme
heure (Walker et al, 2009), se met en route la cascade d’événements physiopathologiques
générant les lésions secondaires : les troubles du métabolisme glucidique et de 1’équilibre
ionique, I’excitotoxicité et la production de radicaux libres, la rupture de la barriere hémato-
encéphalique, la réaction inflammatoire et les morts cellulaires par nécrose et apoptose. Chaque

événement constitue une cible potentielle pour le développement d’agents neuroprotecteurs.
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Figure 2. Phase aigué du traumatisme cérébral. Production de cytokines, cedéme cérébral et morts cellulaires (Walker
et al, 2009)

1.1 Les lésions histologiques

Les lésions hémorragiques et cedémateuses sont liées a la dysrégulation de la
microcirculation et a I’installation de la réaction inflammatoire. Elles créent une augmentation de
la pression hydrostatique interstitielle et des Iésions ischémiques qui majorent les destructions
cellulaires et les lésions axonales de la phase primaire. L’ischémie persistante malgré 1’ intégrité
des principaux axes artériels constitue le point central de la phase secondaire (Tator et al, 1991,
1997). Elle suscite un cedéme cytotoxique qui touche les cellules gliales et les neurones avec pour
conséquence le blocage des potentiels d’action (Kakulas et al, 2004). Des altérations du
cytosquelette axonal entravent le transport axoplasmique de protéines qui s’accumulent dans
I’axone, et des vésicules contenant les neurotransmetteurs susceptibles de provoquer des

dégenérescences wallériennes (Jain et al, 2008).
1.2 Le métabolisme glucidique.

L’augmentation de la glycolyse anaérobie aux dépens du métabolisme oxydatif a été bien
démontrée sur des modeles de traumatisme cérébral chez le rat (Casey et al, 2008). Confirmée par
des études en PET scan au FDG chez I’homme, cette perturbation du métabolisme énergétique ne
reste pas confinée au foyer traumatique, mais gagne progressivement 1’ensemble du cerveau
(Bergsneider et al, 1997) (Figure 3).
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Figure 3. Les troubles du métabolisme glucidique.

L’hypo-oxygénation cérébrale majore la glycolyse anaérobie aux dépens des phosphorylations oxydatives.
L’appauvrissement en ATP qui en résulte (1) perturbe le fonctionnement des pompes ioniques (Na, Cl et K), deregle
I’équilibre ionique et altere la perméabilité membranaire, (2) conduit a la libération des enzymes lysosomiales avec
lyse cellulaire (3) entraine un influx calcique activant les protéases Ca dépendantes (Profyris et al, 2003).

Ce détournement du métabolisme glucidique vers la voie anaérobie épuise les réserves en
ATP nécessaires au fonctionnement des pompes Na+/K+ et perturbe 1’équilibre ionique
(Unterberg et al, 2004). L’hypothermie pratiquée en neuroréanimation permet de ralentir le
métabolisme énergétique et limiter 1’épuisement des stocks en ATP (Laptook et al, 1995 ;
McCullough et al, 1999).

1.3 Les troubles de I’équilibre ionique.

Les troubles de I’équilibre ionique, en particulier la dysrégulation des métabolismes
sodique et calcique, majorent les lésions cytologiques. Ils conduisent a la mort cellulaire selon un
double mécanisme nécrotique et apoptotique. Les voies métaboliques impliquées dans ces pertes
cellulaires comprennent la production de radicaux libres, la suractivation des calpaines et des

récepteurs au glutamate qui conduisent a des Iésions mitochondriales (Andriessen 2010).

L’augmentation du Ca2+ extracellulaire active également les métalloproteéases de la
matrice (MMP) en particulier la MMP-2 et la MMP-9. Constitutionnelles de certaines
populations astrocytaires (MMP-2) et des phagocytes (MMP-9), leur surexpression lors de
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Iésions du SNC, conduit a une destruction du collagéne de la membrane basale des endothéliums,
dont il résulte une rupture de la barriere hémato-encéphalique et une majoration de la réaction
inflammatoire. L’activation de ces MMP contribue également aux pertes neuronales de la Iésion

secondaire (Piao et al, 2014).
1.4 L’excitotoxicité.

L’¢lévation brutale de la teneur extracellulaire en glutamate dans les 1ésions cérébrales
traumatiques a été mise en évidence sur des modeles animaux et confirmée chez 1’homme
(Bullock et al, 1995 ; Yi et al, 2006). Elle conduit a I’excitotoxicité des neurones dont elle
perturbe le métabolisme cellulaire. La suractivation par le glutamate des récepteurs NMDA et
non-NMDA, associée aux troubles de 1’équilibre ionique, augmentent la perméabilité
membranaire au Ca2+ créant un afflux massif de calcium dans les neurones. L’augmentation du
Ca2+ intracellulaire active la voie des calpaines, protéases a cystéine Ca2+ dépendantes, dont il
résulte une destruction des membranes cellulaires par protéolyse des spectrines (Buki et al, 1999).
Ce phénomeéne d’excitotoxicité touche les cellules microgliales, les astrocytes de la substance
blanche, les oligodendrocytes et la myéline. Il peut conduire a la nécrose ou a I’apoptose selon
I’importance de la déplétion en ATP, qui dépend de I'intensité du traumatisme initial et de

I’étendue de la 1ésion primaire (Nicotera et al, 1997).

L expression par les OPC et la myéline de récepteurs au glutamate distincts explique une
sensibilité différente au stress glutamatergique. Le corps cellulaire des OPC exprime en effet les
récepteurs AMPA/kainate (Matute et al, 2002, Garcia-Barcina et al, 1990, 1998) tandis que la
gaine de myéline exprime plus spécifiquement les récepteurs NMDA (Micu et al, 2006). Cela
explique que la gaine de myéline puisse étre la cible de I’excitotoxicité au glutamate selon des
mécanismes direct et indirect. Le glutamate contenu dans le milieu extracellulaire ou libéré par
I’axone en conditions d’ischémie, active les récepteurs NMDA de la myéline dont il déclenche
directement la destruction (Micu et al, 2006 ; Stys et al, 2005). Il déclenche également
indirectement la destruction de la myéline par la perte des oligodendrocytes en activant les
récepteurs AMPA/kainate. L’intérét des antagonistes du glutamate dans la protection de la
myéline a été testé expérimentalement. Les antagonistes du NMDA protégeraient plus

efficacement la myéline contre I’afflux calcique que les antagonistes de 1’AMPA/kainate. Par
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contre, ces derniers protegeraient d’une maniére plus significative les oligodendrocytes (Micu et
al, 2006).

Les inhibiteurs des récepteurs au glutamate diminuent 1’cedéme cérébral et 1’étendue de la
Iésion secondaire en conditions expérimentales (Fei et al, 2006). Cela a conduit a proposer
I’utilisation de molécules antiglutamatergiques a visée neuroprotectrice dans le traitement des
Iésions cérébrales et médullaires traumatiques. Le stress glutamatergique fait partie du screening
des propriétés neuroprotectrices des molécules-candidates a la neuroprotection en phase

préclinique.
1.5 La production de radicaux libres.

La production de radicaux libres porte essentiellement sur les radicaux oxygénés ou ROS,
(Reactive Oxygen Species) et les radicaux dérivés du monoxyde d’azote ou RNS (Reactive
Nitrogen Species). La participation des ROS semble prépondérante. Leur concentration augmente
vers la douziéme heure suivant le traumatisme, se maintient environ une semaine pour se
normaliser les quatre a cing semaines suivantes. Les molécules les plus impliquées sont le
peroxyde d’hydrogene, le radical superoxyde et le radical hydroxy (Donnelly et al, 2007 ; Xiong
et al, 2007). Ces agents oxydants provoquent une peroxydation des lipides membranaires
conduisant & la destruction de la membrane des cellules et des mitochondries. 1l en résulte une
majoration de la dyshoméostasie calcique par augmentation de la perméabilité membranaire au
Ca2+, débouchant sur la lyse des cellules gliales, des neurones et des axones (Figure 4).
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Les RNS sont surtout impliqués dans les Iésions mitochondriales (Figure n°3). Une
molécule particulierement active est le peroxynitrite, puissant agent oxydant résultant de la
réaction entre le radical superoxyde (02-) et le radical oxyde nitreux (NO) (Xiong et al, 2007,
Pacher et al, 2007). Le peroxynitrite entraine expérimentalement une diminution du taux de
respiration cellulaire et une augmentation des lésions oxydatives (Singh et al, 2006), deux actions
antagonisées par un scavenger du peroxynitrite, la pénicillamine (Singh et al, 2007). Ces résultats
expérimentaux montrent D’intérét des traitements anti-radicaux libres et en particulier
antioxydants dans le traitement des Iésions traumatiques du SNC a la phase aigué précoce. Les
propriétés neuroprotectrices de molécules-candidates en phase préclinique peuvent étre testées in
vitro sur leurs capacités a prévenir le stress oxydatif en présence de H,O,.

1.6 La rupture de la barriére hémato-encéphalique.

La rupture de la barriere hémato-encéphalique (BHE) résulte des Iésions de la paroi des
capillaires occasionnées par la réaction inflammatoire. Mises en évidence sur des modeéles de
traumatismes cérébraux, ces lésions pariétales d’origine inflammatoire se retrouvent également a
I’étage médullaire. L’augmentation de la perméabilité de la BHE survient a la vingt-quatrieme

heure suivant le traumatisme et se normalise vers la deuxieme semaine (Noble et al, 1989).

La rupture de la BHE est matérialisée par les Iésions de I’endothélium des capillaires qui
est la cible des produits de sécrétion libérés par les cellules microgliales activées et les cellules
immunes recrutées sur le site Iésionnel. Elles sécretent dans le milieu extracellulaires des
cytokines inflammatoires comme le TNF-a et I’IL-1pB (Pineau et al, 2007 ; Schnell et al, 1999),
des radicaux libres comme les ROS et le NO, les métalloprotéinases et 1’élastase (Donnelly et al,

2007) qui désagregent les parois capillaires.

L’altération structurelle des parois vasculaires affecte les expansions astrocytaires et les
cellules endothéliales. Morphologiquement, on observe des images de vacuolisation des cellules
endothéliales responsables de la rupture de la BHE. Les flux de protéines et de solutés a travers la
paroi vasculaire vers I’espace extracellulaire génerent des flux d’eau selon les gradients
oncotique et osmotique a 1’origine de 1’cedéme interstitiel vasogénique (Dietrich et al, 1994 ;
Unterberg et al, 2004). La rupture de la BHE favorise le recrutement de nouvelles cellules a partir

du secteur vasculaire, polynucléaires neutrophiles, lymphocytes et monocytes circulants qui
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sécrétent dans I’environnement cellulaire les cytokines inflammatoires a ’origine de 1’auto-

emballement du processus (Kubes et al, 2000).
1.7 La réaction inflammatoire et immune.

La réaction inflammatoire, en partie générée par la rupture de la BHE, associe I’activation
des cellules microgliales et des astrocytes in situ au recrutement des lymphocytes et des
monocytes circulants. D’une maniére ambivalente, elle génere la Iésion secondaire et participe au

processus cicatriciel préalable a la régénération tissulaire.

La surexpression de cytokines inflammatoires (IL-1a, IL-1B, TNF-a...) et de molécules
favorisant 1’adhésion cellulaire comme I’ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) dans le
parenchyme (Harting et al, 2008) et le LCS majorent les Iésions neuronales occasionnées par la
Iésion primaire et les mécanismes d’excitotoxicité (Bell et al, 1997 ; Whalen et al, 2000 ; Singhal
et al, 2002 ; Chen et al, 2008). Les chémokines comme la MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein), exprimée trés précocement par les astrocytes et les cellules microgliales activées,
(Yoshimura et al, 1989 ; Glabinski et al, 1996), recrutent des monocytes circulants sur le site

Iésionnel et amplifient la réaction inflammatoire.

Des agents pharmacologiques comme le Minozac ou la N-Acétylcystéine, qui inhibent
I’activation gliale et la production de cytokines inflammatoires, auraient un effet protecteur sur la
barriere hémato-encéphalique et réduiraient I’cedéme vasogénique. lls limiteraient également les

phénomeénes apoptotiques (LlIoyd et al, 2008 ; Chen et al, 2008 ; Xiong et al, 2009).

La réaction inflammatoire participe également a la détersion des débris cellulaires et au
renouvellement de I’environnement cellulaire indispensables a la reconstitution du parenchyme et
de la BHE. C’est pourquoi des souris mutantes pour le TNF-a présentent une augmentation
paradoxale du volume lésionnel et une majoration des phénoménes apoptotiques, apres
traumatisme médullaire (Kim et al, 2001). Certaines parentes structurelles entre le FasL, qui est
une voie de signalisation empruntée par I’apoptose, et des cytokines inflammatoires comme le
TNF-a suggerent par ailleurs des liens étroits entre I’apoptose et 1’inflammation (Ziebell et al,
2010).
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1.8 Les phénomeénes de morts cellulaires par nécrose et apoptose.

Les pertes cellulaires par nécrose et apoptose relévent de deux mécanismes distincts. La
nécrose, produite par le traumatisme initial ne requiert pas d’ATP et génére une réaction
inflammatoire par le biais des lyses cellulaires. L’apoptose, liée a D’activation de voies
métaboliques spécifiques (Fas...), requiert un apport en ATP et ne génére pas de réaction
inflammatoire gréace a la phagocytose des fragments cellulaires (Kwon et al, 2004) (Figures 5, 6
et 7).
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Figure 5. L’influx calcique génére simultanément trois cascades d’événements intracellulaires conduisant a la
nécrose ou 1’apoptose

(1) La stimulation de la NO Synthase (NOS) augmente la production de NO et conduit a la peroxydation des lipides
aboutissant a la nécrose. (2) La stimulation de la calpaine libere les protéases lysosomiales aboutissant a la nécrose et
stimule I’apoptose via les caspases. (3) La surcharge de calcium dans les mitochondries augmente la perméabilité des
membranes mitochondriales qui laissent sortir les ROS et le cytochrome C. Ce dernier active une voie apoptotique
impliquant les caspases (Andriessen et al, 2010).
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Figure 6. Distinctions schématiques entre les mécanismes nécrotiques et apoptotiques (Kwon et al, 2004)

Les phénoménes de nécrose et d’apoptose prédominent selon le type de population
cellulaire. Ainsi, les pertes astrocytaires reléveraient surtout de phénomeénes nécrotiques initiés
dans les heures suivant le traumatisme par 1’cedéme cytotoxique (Beattie et al, 2002). Les
neurones seraient la cible des mécanismes apoptotiques et nécrotique selon 1’importance des
déplétions en ATP (Nicotera et al, 1997). Les oligodendrocytes s’engageraient principalement
dans des processus apoptotiques (Crowe et al, 1997) impliquant la voie de signalisation Fas. Le
ligand Fas (FasL) est une protéine transmembranaire de la famille des TNF (Itoh et al, 1991,
Nagata et al, 1995; Suda et al, 1993) dont la concentration dans le LCS reste augmentée plusieurs
jours aprés un traumatisme cranien sévere (Ertel et al, 1997 ; Lenzlinger et al, 2002). Il est
exprimé par les astrocytes, les neurones, la microglie activée et les lymphocytes recrutés sur le
site lésionnel (Beer et al, 2000, Choi et al, 1999, Grosjean et al, 2007, Martin-Villalba et al, 1999,
Qiu et al, 2002). L’interaction entre FasL exprimé par la microglie activée et son récepteur FasR
exprimé par les oligodendrocytes, déclencherait I’apoptose des oligodendrocytes par un
mécanisme caspase dépendant (Casha et al, 2001, 2007). Nous avons vu que la surexcitation des
récepteurs NMDA exprimés par les oligodendrocytes conduisait également a la perte des

oligodendrocytes un mécanisme d’excitotoxicité liée au glutamate (Stys et al, 2007).
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1.9 La démyelinisation.

Les foyers de démyélinisation apres traumatisme cérébral ou médullaire peuvent étre dus
a la destruction des gaines de myéline, a des anomalies de la remyélinisation ou a la perte des
oligodendrocytes. Les destructions oligodendrocytaires, d’origine apoptotique ou excitotoxique,
conduisent & des Iésions de démyélinisation axonales dont le pic apparait autour de la 24°™ heure
suivant le traumatisme chez le rat (Totoiu et al, 2005). Elles laissent en place des axones
démyeélinisés qui ont été bien identifiés sur les modéles animaux, mais dont ’existence est
difficile a démontrer chez I’homme pour des raisons techniques (Kakulas et al, 2004 : Norenberg
et al, 2004). Si leur existence se confirme chez I’homme, ces fibres traversant la cavité

Iésionnelle constitueraient une cible essentielle des traitements régénératifs.
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Figure 7. Cinétique des événements métaboliques et cytologiques de la lésion secondaire du traumatisme
cérébral (Bains et al, 2012).

2) La cinétique des lésions anatomopathologiques cérébrales

Une série rétrospective récente comportant 52 patients décédés de lésions cérébrales
traumatiques et 44 controles appariés a I’age, a permis de caractériser la chronologie des lésions
histologiques apreés traumatisme cérébral. Trois cohortes étaient ainsi constituées selon la survie :
(1) 16 patients décédés dans les 2 premieres semaines et définissant la phase aigué (2) 11 patients
décédés de 2 semaines a 1 an et définissant la phase subaigué et (3) 25 patients décédés au-dela

d’un an et définissant la phase chronique.
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Le suivi des lésions était fondé sur 1’évolution de trois critéres : (1) 1’activation de la
microglie, (2) les Iésions axonales et (3) les données de 1’histologie standard. L’activation de la
microglie était détectée par immunomarquage du CR3/43, qui est une B2-intégrine exprimeée par
les cellules microgliales, et I’immunomarquage du CDG68, glycoprotéine lysosomiales revélant
I’activité phagocytaire. Le double marquage du CR3/43 et du CD68 signait donc le phénotype
phagocytaire des macrophages et de la microglie. Les lésions axonales étaient étudiées par
immunomarquage de I’APP, protéine précurseur de 1’amyloide dont 1’accumulation dans I’axone

est symptomatique de trouble de la conduction axonale (Johnson et al, 2013).
2.1 La phase aigué

Dans les 2 premiéres semaines suivant le traumatisme cérébral, on ne retrouve pas
d’activation significative des cellules microgliales dans la substance blanche. Seuls sont retrouvés
des ilots de cellules microgliales d’aspect amiboide. L’ immunoréactivité au CR3/43 dans le corps

calleux augmente avec 1’age comme dans le lot témoin (Johnson et al, 2013).

Les modifications biochimiques sont précoces. Il existe une augmentation significative de
I’immunoréactivité a ’APP, détectée dés la 2°™ ou 3°™ heure selon les études (Geddes et al,
2004 ; Johnson et al, 2013). Elle révéle I’existence de lésions axonales diffuses qui sont majeures
chez 75% des sujets. D’autres études montrent que les dépots de protéine P-amyloide (AP),
également caractéristiques des lésions axonales, se constituent des la phase aigué du traumatisme,
quelle que soit sa sévérité (Johnson et al, 2010). Présents chez 30% des patients a la phase aigué
du traumatisme cranien grave, ils expriment le phénotype APB42 de la maladie d’Alzheimer
(Horsburgh et al, 2000, Smith et al, 2003). Leur distribution est indépendante des lésions focales.
Il s’agit de dépots dont la répartition diffuse indique qu’ils constituent probablement des Iésions
séquellaires de 1’hypoxie, de ’acidose, de I’cedéme et de 1’hypoperfusion cérébrale a la phase

aigué (Ikonomovic et al, 2004, Smith et al, 2013).

Les modifications de la morphologie cellulaire ne sont perceptibles qu’a partir de la 126me
heure sous la forme de gonflements des axones (Geddes et al, 2004). Leur répartition suggére un
mécanisme vasculaire, secondaire a I’hypertension intracranienne ou a I’ischémie (Johnson et al,
2013).
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2.2 La phase subaigué

Au cours de cette phase qui s’étend de la 3™ semaine & 1 an, on constate une activation
des cellules microgliales dont la densité augmente. Les cellules comarquées au CR3/43 et au
CD68 ont un corps cellulaire hypertrophié, des processus cellulaires épaissis et raccourcis. Cet
aspect amiboide est retrouvé exclusivement chez les patients indépendamment de 1’age du sujet.
Elles se regroupent par paquets dispersés autour des axones lésés ou s’alignent le long des
faisceaux de substance blanche. Pour certains, ces modifications apparaitraient plus précocement
entre le 5°™ et le 10°™ jour (Geddes et al, 2004). Chez les témoins, les cellules comarquées au
CR3/43 et au CD68 ont une répartition diffuse. Leur phénotype correspond a celui de cellules
gliales activées dont la présence est liée a 1’age et fait appel a des mécanismes complexes encore
mal compris (Perry et al, 2010).

Les altérations axonales sont majeures chez 45% des patients et apparaissent plus
modérées dans 36% des cas. On retrouve d’une maniére spécifique des bulbes de rétractation
dispersés dans le corps calleux. Ces bulbes de rétractation constituent I’extrémité dilatée des
axones sectionnés. Ils contiennent un réseau microtubulaire désorganisé, inapte a produire de
I’axone, et correspondent a des cones de croissance déstructurés. Expérimentalement, la
stabilisation du réseau microtubulaire organisé maintient la formation de cones de croissance
fonctionnels (Erturk et al, 2007).

2.3 La phase chronique

Dans cette étude, I’immunomarquage au CR3/43 differe quantitativement peu des patients

témoins au-dela d’un an. Par contre, sa répartition se modifie par rapport a la phase précédente.

Jusqu’a 8 ans aprés le traumatisme, 1’é¢tude immunohistologique retrouve des cellules
microgliales d’aspect amiboide marquées au CR3/43 et au CD68 sous forme de larges plages
dispersées dans I’ensemble du corps calleux, alors qu’elles s’alignaient par paquets le long des
faisceaux a la phase précedente. Ces remaniements semblent indépendants de 1’age, du sexe, du
mécanisme traumatique et de la cause du décés (Johnson et al, 2013). Chez 28% des patients, ce
double marquage au CR3/43 et au CD68 constitue le principal phénotype exprimé par la

microglie du corps calleux (Johnson et al, 2004).
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L’incidence des lésions axonales diminue, mais I’immunomarquage de I’APP reste
significativement augmenté chez 60% des patients par rapport aux témoins. On retrouve les
bulbes de rétractation, parfois en grande quantité a coté des Tlots de cellules inflammatoires
amiboides (Johnson et al, 2013). L’existence de ces bulbes de rétractation et des cellules
microgliales amiboides a la phase tardive témoigne de la persistance d’un processus dégénératif
actif associant une réaction inflammatoire a une destruction de 1’axone et de la gaine de myéline,
a distance du traumatisme initial. La protéine B-amyloide mise en évidence a distance d’un
traumatisme unique, prend 1’aspect fibrillaire et la répartition typiques de la maladie

d’Alzheimer. Sa présence serait corrélée aux lésions axonales. (Johnson et al, 2012).

L’étude histologique du corps calleux aprés coloration au Luxol Fast Blue montre une
diminution de la densité de la myéline et une désorganisation de sa structure. A tous les temps du
suivi, les altérations de la gaine de myéline apparaissent corrélés a ’intensité de la réaction
neuro-inflammatoire. Néanmoins, les macrophages impliqués dans cette réaction participent a la
phagocytose des débris, mise en évidence en immunohistochimie, par I’existence de fragments
marqués a la MBP (myelin basic protein) dans le cytoplasme des cellules CR3/43 (Johnson et al,
2013). La détersion des débris de myéline par les cellules inflammatoires est indispensable a la

repousse de I’axone comme nous le verrons plus loin.

Macroscopiquement, ces remaniements histologiques expliqueraient 1’atrophie du corps
calleux constatée en anatomie macroscopique chez les patients décédes plus d’un an apres le
traumatisme. Avant ce délai, les variations ne semblent pas significatives dans 1’étude de Johnson
(Johnson et al, 2013). D’autres études montrent qu’une atrophie cérébrale est significative des le
6°™ mois d’évolution (Farbota et al, 2012 ; Ross et al, 2012). Une étude récente par IRM montre
que I’atrophie de la substance blanche apres traumatisme unique est un processus évolutif. Elle
révéle en effet que le volume du corps calleux continue de diminuer jusqu’a 8 ans aprés le
traumatisme (Tomaiuolo et al, 2012). Des données expérimentales indiquent que ces processus
dégénératifs tardifs touchant la substance blanche sont liés & I’entretien de la réaction neuro-
inflammatoire. L’inhibition de 1’activation microgliale diminue en effet la destruction retardée de

la substance blanche et améliorerait la récupération fonctionnelle (Byrnes et al, 2012).
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3) L’apport des modéles de lésion médullaire
3.1 Les modifications histologiques

Dans les deux premiéres semaines suivant le traumatisme, on constate 1’installation d’une
intense réaction phagocytaire dont la fonction est d’éliminer les débris cellulaires et les produits
de degradation de la myéline, puissants inhibiteurs de la repousse axonale (Donnelly et al, 2007).
En marge de la lésion, on assiste a une prolifération et a une hypertrophie des astrocytes. Cette
réaction astrocytaire, caractérisée par la surexpression de la GFAP, aboutit & la formation d’une
cicatrice astrogliale qui restitue la BHE et rétablit 1’équilibre ionique (Herrmann et al, 2008). Elle
constitue également une barriere physique et métabolique qui s’oppose a la repousse neuritique.

Au cours de la phase intermédiaire qui s’étend de la 3°™ semaine au 6°™ mois, la
cicatrice se remanie. Le point marquant est le phénomeéne de repousse neuritique, qui s’observe a
plus ou moins précocement selon la nature du faisceau. Sur des modeles de lésion médullaire
chez le rat, la repousse des axones du faisceau corticospinal s’étale de la troisiéme semaine au

8°™ mois (Hill et al, 2001).
3.2 Les modifications cytologiques

La contusion médullaire suscite sur le site lésionnel la perte des protéines du cytosquelette
responsable du dysfonctionnement axonal, et des lésions de démyélinisation (Holtz et al, 1990,
Yu et al, 2000).

3.2.1 Les altérations du cytosquelette axonal

La destruction précoce du cytosquelette des neurones se traduit dans les premiéres 24
heures par la dégradation de la MAP-2 (microtubule associated protein-2) et par la perte des
neurofilaments (NF) (Ward et al, 2014).

La MAP-2 est une protéine présente en grande quantité dans le corps cellulaire et les
expansions dendritiques du neurone. Elle stabilise 1’architecture microtubulaire et semble
indispensable a la neuritogenése. Sa raréfaction dans la substance blanche traduit la destruction
directe des dendrites par la lésion initiale ou par dégénérescence antérograde a partir des corps
cellulaires détruits (Ward et al, 2014).
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La destruction des NF concerne les formes phosphorylée et non phosphorylée du NF.
Cette derniére semble néanmoins plus vulnérable a la protéolyse par les calpaines dont on a vu
I’implication dans les mécanismes d’excitotoxicité médiée par le glutamate et le Ca2+ (Pant et al,
1988 ; Schumacher et al, 1999). Des modeles de lésion médullaire montrent que les pertes de NF
s’étendent jusqu’a 5 mm en amont et 5 mm en aval du foyer de contusion chez le rat. Le
mécanisme sous-jacent pourrait associer un phénoméne de dégénérescence wallérienne
consécutif au traumatisme initial et la cascade métabolique de la lésion secondaire (Ward et al,
2014).

3.2.2 Les altérations du fonctionnement axonal

Le NF a pour fonction de maintenir 1’organisation structurelle de 1’axone, en particulier
son diametre qui conditionne ses caractéristiques fonctionnelles. Sa dégradation aboutit donc a
une désorganisation de la structure axonale qui se répercute sur les capacités de conduction
électriques et axoplasmiques (Hoffman et al, 1987 ; Liu et al, 2004). Les altérations du transport
axoplasmique ont pu étre mises en évidence en immunocytochimie par révélation d’un marqueur
specifique des Iésions de I’axone, I’APP (Oehmichen et al, 1998). L’ APP est une glycoprotéine
neuronale véhiculée par transport axoplasmique rapide dont la présence n’est normalement pas
détectée dans le tissu sain (Li et al, 1995). Son accumulation est précoce aprés traumatisme
cérébral ou médullaire. Son immunomarquage apparait dans les fibres dés la 2°™ heure et dans
les bulbes de rétractation dés la 3°™ heure aprés traumatisme cérébral chez I’homme (McKenzie
et al, 1996). L’APP a été corrélée a I’extension de la Iésion (Li et al, 1995) et a la sévérité du
déficit neurologique d’une contusion médullaire chez le rat (Huang et al, 2007). Son
accumulation prédomine a la partie proximale de la lésion médullaire avec un pic de
concentration dés le 3*™ jour sur le faisceau corticospinal, et d’une maniére différée vers le 7°™

jour sur les faisceaux ascendants des cordons dorsaux chez le rat (Ward et al, 2014).
3.2.3 Les lésions de la gaine de myéline

La destruction des gaines de myéline, mise en évidence par immunomarquage de la MBP
apparait corrélée a la destruction du cytosquelette axonal et a I’accumulation de la protéine APP.
Initiée par le traumatisme, elle continue de se développer dans le site lesionnel et la moelle située

en amont de la lésion pour atteindre un maximum au 3eme jour. Elle atteint électivement les voies
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descendantes et notamment le tractus corticospinal. Elle affecte a un moindre degré la moelle
située en aval de la Iésion ainsi que les cordons postérieurs ou on observe les premiers signes de

remyélinisation dés le 7°™ jour chez le rat (Ward et al, 2014).
3.2.4 Les oligodendrocytes et les cellules de Schwann

Six semaines apres le traumatisme, des oligodendrocytes et des cellules Schwann
colonisent le foyer lésionnel et reconstituent les gaines de myéline. Les axones se regroupent
selon le type cellulaire assurant la myélinisation. L’origine des cellules de Schwann est débattue.
Elles migreraient le long des racines spinales endommagées ou dériveraient des progéniteurs de
cellules gliales résidents (Zawadzka et al, 2010). 1l reste néanmoins établi qu’elles ne migrent pas
dans le parenchyme sain. Leur présence au contact des axones signerait donc la myélinisation
d’axones en croissance ou la remyélinisation d’axones épargnés par la lésion. Chaque cellule de
Schwann ne myélinise qu’un axone, comme dans le systéme nerveux périphérique, a la différence
des oligodendrocytes. Enfin, on retrouve des ilots de myéline sans axone et des axones

cedémateux sans gaine de myéline (Ward et al, 2014).

Les modeles de contusion et de compression médullaires expérimentales indiquent une
corrélation significative entre 1’étendue des 1ésions des gaines de myeéline et I’importance du
déficit neurologique (Noble et al, 1989; Fehlings et al, 1995; Basso et al, 1996; Gruner et al,
1996). Il est donc possible qu’une part de la récupération des fonctions neurologiques repose sur
la remyélinisation par les oligodendrocytes et les cellules de Schwann, des axones épargneés par la

Iésion, indépendamment de la neuritogenése et des phénomeénes de repousse collatérale.
C) La persistance de lésions évolutives a distance

La persistance de lésions tissulaires actives a distance d’un traumatisme cérébral ou
médullaire méme unique est clairement établie. Elle témoigne du caractére évolutif des processus
neurotraumatiques et justifie la mise au point de traitements neuroprotecteurs et neurorégénératifs

méme chez les malades chroniques.
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1) La Iésion cérébrale

En 1928, HS Martland décrivait le syndrome du boxeur sonné (the punch-drunk
syndrome) caractérisé par des troubles moteurs et cognitifs survenant chez d’anciens boxeurs
professionnels (Martland 1928). Quelques années plus tard, le syndrome clinique fut corrélé a des
données anatomopathologiques et désigne sous le terme de «dementia pugilistica » par
Millspaugh (Millspaugh 1937). Ces premieres observations suggéraient que des Iésions
chroniques pouvaient évoluer au sein de la substance blanche cérébrale a distance d’épisodes
traumatiques répétés, notion qui avait été déja proposee par Strich en 1956 (Strich et al, 1956).
Retrouvé dans d’autres populations de patients, il est actuellement désigné sous le terme

d’encéphalopathie traumatique chronique (ECT).

Des données épidémiologiques et anatomopathologiques plus récentes montrent qu’un
traumatisme cérébral unique méme de gravité modérée peut générer ces lésions évolutives
tardives (Molgaard et al, 1990 ; Johnson et al, 2013). Certains auteurs ont avancé qu’un
traumatisme cérébral pourrait constituer, par ces lésions persistantes, un facteur de risque de
démence, mais ce dernier point reste débattu (Graves et al, 1990 ; Mortimer et al, 1991 ; O’Meara
etal, 1997 ; Salib et al, 1997 ; Schofield et al, 1997 ; Flemminger et al, 2003).

Sur le plan anatomopathologique, les remaniements de la substance blanche constatés
dans ’ECT comprennent essentiellement des foyers de dégénérescence et de raréfaction de la
myeéline au sein de réactions gliales (Corsellis et al, 1973 ; Omalu et al, 2005, 2011 ; McKee et al,
2009, 2013). Une étude portant sur 35 cérébrolésés en état végétatif décédés a distance du
traumatisme, retrouve des lésions de dégénérescence wallérienne dans 71% des cas. Associées a
I’activation de la microglie, elles apparaissent comme la conséquence de lésions axonales
diffuses. Des inclusions de myéline dans le cytoplasme des cellules microgliales et des
macrophages traduisent la détersion des gaines de myéline par les cellules phagocytaires au sein
d’une réaction neuro-inflammatoire qui persiste dans la substance blanche plusieurs années apreés
le traumatisme (Adams et al, 2000). Cette réaction se traduit par une augmentation de la densité

cellulaire et la présence de cellules microgliales dont 1I’aspect amiboide a été évoqué plus haut.

Des observations récentes mettent en évidence des dégénérescences neurofibrillaires

intra-axonales associées a la protéine Tau (tubule associated unit), protéine qui module la stabilité



36

du squelette microtubulaire axonal (Goldstein et al, 2012, McKee et al, 2013). Leur apparition
des la phase aigué du traumatisme cérébral et leur persistance a la phase chronique ont fait
suggerer leur implication dans la physiopathologie de I’ECT (Johnson et al, 2013). Leur
distribution élective autour des vaisseaux sur une série de 4 patients atteints d’ECT, évoquerait un
mécanisme vasculaire (Geddes et al, 1999), mais cette observation demande a étre confirmée par
des études de plus grande ampleur.

Les depbts de protéine AP caractérisant les lésions axonales dés la phase aigué du
traumatisme (Johnson et al, 2010), se retrouvent plusieurs années aprés un traumatisme unique,
modéré a sévere. L’accumulation d’APP également symptomatique de la dégradation des axones
suit les pertes de substance blanche et ’atrophie du corps calleux. Les 1ésions axonales tardives
différent de celles observées a la phase aigué, notamment par I’aspect granulaire assez spécifique

des bulbes de rétractation a I’extrémité des axones (Johnson et al, 2013).

Il est difficile de préciser si la réaction inflammatoire est la cause ou la conséquence des
dégradations axonales, des dégenérescences neurofibrillaires et de 1’accumulation de la protéine
AP (Smith et al, 2013). Elle reste néanmoins le point central des lésions chroniques de la
substance blanche. On observe au sein de cette réaction inflammatoire des cellules microgliales
activées exprimant I’'IL-1a, au contact d’expansions neuritiques dystrophiques et de neurones
exprimant I’APP (Griffith et al, 1994). Par ailleurs, la protéine AB produite par I’inflammation
agirait en retour comme un agent pro-inflammatoire activant la microglie. Elle stimule la
production de ROS et de TNF-a par les cellules microgliales activées, et entretient par ce biais la

cascade oxydative et la neurotoxicitée. (Qin et al, 2002).

2) La lésion médullaire

La phase chronique qui commence chez I’homme au 6°™ mois et dure la vie du patient, se
caractérise sur le plan clinique par la stagnation des signes neurologiques. Sur le plan
histologique, la leésion peut se stabiliser ou évoluer vers la constitution d’une formation kystique

centromédullaire avec myélomalacie chez environ 30% des patients (Rowland et al, 2008).

Des études expérimentales menées sur des modéles de contusion médullaire chez le

rongeur et le primate montrent que des remaniements dégénératifs de la substance blanche
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perdurent plusieurs mois apres le traumatisme, confirmant les constatations faites a 1’étage
encéphalique (Crowe et al, 1997; Liu et al, 1997; Grossman et al, 2001). Les modeéles de
compression medullaire, qui reproduiraient plus fidélement les Iésions d’hypoxie et d’ischémie
de la pathologie humaine, montrent que la perte des neurones qui est évaluée a 44% au 1% jour

passe a 81% a un mois (Huang et al, 2007).

La persistance de lésions évolutives de la substance blanche et les pertes neuronales
différées justifient le développement de traitements neuroprotecteurs méme a la phase chronique

du traumatisme.
I1) La réparation de la substance blanche et ses obstacles

L’expérience historique de Ramon y Cajal, qui obtint une repousse axonale aprés avoir
greffé un neurone central dans un nerf périphérique, démontrait clairement que 1’incapacité du
neurone central a repousser ne provenait pas du neurone mais des caractéristiques de
I’environnement cellulaire (Ramon y Cajal, 1928 ; Tello, 1911). Dans les années 80, S. David
montra qu’un neurone central pouvait régénérer son axone a travers un segment de nerf sciatique
greffé dans la moelle (David 1981). Plus récemment, M Schwab montra que 1’axone de neurones
sensitifs pouvait régénérer dans un fragment de nerf sciatiqgue mais pas dans un fragment de nerf

optique (Schwab et al, 1985), confirmant ainsi I’influence de facteurs inhibiteurs locaux.

Outre la repousse de I’axone, la régénération de la substance blanche nécessite le guidage
de I’axone en croissance, la formation de nouvelles synapses et le recrutement de cellules
compétentes pour reconstituer la gaine de myéline. En réalit¢, I’inhibition du milieu

extracellulaire s’exerce sur tous ces aspects de la régénération.

Le systéeme nerveux central n’est pour autant pas une structure figée. Une de ses
propriétés remarquables est son étonnante capacité a remodeler en permanence son organisation
structurelle dans des situations physiologiques courantes que sont la mémoire et 1’apprentissage.
Des etudes en imagerie fonctionnelle mettent évidence que des expériences sensorielles suscitent
continument la destruction et la formation de connexions synaptiques pour former de nouveaux
circuits (Zito et al, 2002 ; Zuo et al, 2005). Par ailleurs, lorsqu’on pratique expérimentalement

une lésion sur le névraxe d’un mammifére adulte, des phénomenes de repousse axonale et de
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synaptogenése se mettent en route. Par contre, ils restent trop limités chez 1’homme pour recréer
ou restituer les circuits neuronaux de nature a restaurer la fonction, comme c’est le cas dans le

systéme nerveux périphérique, dans la période embryonnaire et chez certains vertébrés adultes.
A) Les exemples de régénération spontanée

Les oiseaux et les mammiféres au cours de leur développement (Clearwaters 1954 ; Hasan
et al, 1993 ; Iwashita et al, 1994) et les vertébrés inférieurs comme les poissons téléostéens
(Anderson et al, 1986) et les urodeles jusqu’a 1’age adulte, conservent la capacité de régénérer
des axones fonctionnels dans le systéme nerveux central. La conservation a 1’age adulte de cette
capacité neurorégénérative chez les anamniotes apparait liée a des propriétés du
microenvironnement neuronal spécifiques de ce taxon : le comportement des cellules gliales et
des cellules souches neurales, I’intervention des facteurs de croissance, les constituants de la
matrice extracellulaire et la participation des enzymes intervenant dans leur renouvellement. Les
mécanismes permettant d’expliquer comment la capacité du SNC a se régénérer s’est perdue au

cours de I’évolution n’est toujours pas comprise.

1) Chez le zebrafish

Les mécanismes cytologiques et moléculaires de la neurorégénération spontanée ont été
trés étudiés chez le zebrafish. L’atout de ce modéle est qu’il offre a la fois un large éventail de
mutations et la facilité exceptionnelle de pouvoir interpréter leurs traductions phénotypiques
grace a la transparence des stades larvaires. Par ailleurs, les différentes voies de signalisation
impliquées dans la croissance et le guidage de I’axone semblent trés similaires a celles constatées
chez les mammiferes, méme si localement, la réaction astrogliale est minime et 1’environnement

cellulaire propice a la croissance de 1’axone comme nous le verrons plus loin.

Les expérimentations chez le zebrafish mettent donc en évidence des capacités de
génération surprenante de la substance blanche sous-tendues par des mécanismes spécifiques.

Ainsi, lorsque dans cette espece, on sectionne un nerf optique, 1’axone des cellules ganglionnaires

rétiniennes traverse le chiasma et atteint le toit optique dés le 8°™ 2tme

jour. Au 4 jour, la

projection sur le cortex visuel s’est établie selon une rétinotopie rigoureuse qu’il n’est pas

possible de distinguer du sujet sain (Becker et al, 2014). La qualité de cette repousse adaptée
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n’est pas liée une réaction inflammatoire modérée. Elle est aussi importante que chez les
mammiferes et il existe localement une activation macrophagique et microgliale particuliérement
intense. L’élément discriminant réside en fait dans I’absence de surexpression de CSPG constatée

chez les mammiferes (Becker et al, 2002).

Cette régenération histologique de la substance blanche est également fonctionnelle.
Ainsi, lorsqu’on pratique une section compléte de la moelle spinale, I’animal récupére en totalité
de sa paralysie post-traumatique au 42°%me jour (Dias et al, 2012, Van Raamsdonk v1998).
L absence de récupération apres mise en place d’un obstacle intraspinal a la repousse axonale,
confirme que la récupération motrice est bien supportée par la croissance axonale et non par la
mise en jeu des centres générateurs de mouvements. On retrouve encore localement une intense
activation des macrophages et de la microglie. De maniére remarquable, les cellules
épendymogliales, qui bordent le canal central de la moelle spinale, établissent un pont entre les
deux tranches de section médullaire, dont une fonction pourrait étre de guider la croissance des
axones a travers la cavité lésionnelle (Becker et al, 1997). Par ailleurs ces cellules
épendymogliales générent des cellules progénitrices neurales qui ne produisent pas de cellules de
type astrocytaire contrairement a ce qui est constaté chez les mammiféres. Cela contribue a
expliquer 1’absence de cicatrice gliale, dont le rdle inhibiteur sur la repousse axonale est majeur

chez les mammiferes adultes.

Les capacites régénératrices du zebrafish ne sont pas liées a 1’absence des inhibiteurs de la
croissance axonale associés a la myéline mis en évidence chez les mammiféres. Nogo
(Abdesselem et al, 2009) et MAG (Lehmann et al, 2004) ont en effet été identifiés dans cette
espece. lls présentent néanmoins des propriétés spécifiques. En effet, des deux domaines
inhibiteurs amino-Nogo et Nogo66 de Nogo, le premier est manquant et le second ne montre

aucune activite inhibitrice sur le cbne de croissance in vitro (Abdesselem et al, 2009).

Les oligodendrocytes du zebrafish montrent des spécificités particulierement
intéressantes. Ils expriment sur le site lésionnel des molécules de reconnaissance cellulaire
comme les contactines (Schweitzer et al, 2007) et la molécule L1 (Bernhardt et al, 1996) et PO
(Schweitzer et al, 2003) qui stimulent la croissance axonale. Il est intéressant de noter que chez

les mammiferes, ces protéines membranaires appartenant a la superfamille des
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immunoglobulines, sont exclusivement exprimées par les cellules de Schwann. Cela tendrait a
montrer que les oligodendrocytes du zebrafish ont les mémes molécules de reconnaissance
cellulaires que les cellules myélinisantes du systéme nerveux périphériqgue mammalien dont la

régenération est possible (Jeserich et al, 1990 ; Bernhardt et al, 1996 ; Schweitzer et al, 2003).

Les neurones du SNC du zebrafish sont intrinséquement plus aptes a 1’axonogenése que
ne le sont leurs homologues chez les mammiféres. Cette aptitude a été attribuée a la
surexpression par l’axone de certaines molécules impliquées dans les mécanismes de
régenérescence et de croissance cellulaires comme le GAP-43 (Kusik et al, 2010), les protéines
L1 (Becker et al, 2004) et I’al-tubuline (Veldman et al, 2010), qui sont exprimées au cours du
développement chez les mammiferes. De plus, I’axone en croissance du zebrafish présente une
capacité spécifique a atteindre sa cible apres de longues distances. Des expériences de mutations
géniques ont permis de démontrer ici I’implication de molécules de reconnaissance comme robo-
2. On observe ainsi, aprés section medullaire, une repousse axonale anarchique chez des poissons
mutants pour robo-2 (Wyatt et al, 2010).

Par ailleurs, les axones du zebrafish adulte sont sensibles aux agents chemorépulsifs de la
matrice extracellulaire comme la ténascine-R, les CSPG et les éphrines, qui sont impliqués dans
le guidage des axones et I’organisation topique de leurs projections corticales. La ténascine-R qui
engaine le tractus optique constitue une barriere a la formation de fibres collatérales ectopiques ;
les CSPG sont surexprimées par des noyaux diencéphaliques que le tractus optique traverse sans
faire relais au cours du développement; les éphrines jouent un r6le fondamental dans
I’organisation rétinotopique de la régénération des projections optiques chez 1’adulte (Becker

v2000).
2) Chez les Amphibiens

Chez les urodéles, la moelle et le cerveau gardent la capacité de se régénérer jusqu’a 1’age
adulte. Chez les anoures, la moelle spinale perd cette capacité a la métamorphose, tandis que des

zones de neurogenese persistent dans des régions circonscrites de 1’encéphale chez I’adulte.
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2.1 La régéneration de la moelle spinale

Apres section compléte de la moelle spinale chez un urodele, I’axolotl adulte, les deux
moignons de section médullaire se rétractent et s’éloignent I’un de I’autre pour constituer un
espace mort. La cavité est ensuite progressivement comblée par des cellules d’aspect
mésenchymateux recrutées a partir des deux tranches de section. Ces cellules résultent d’une
transformation épithéliomésenchymateuse des épendymocytes qui n’expriment plus la laminine
et les cytokératines et se mettent & exprimer deux autres constituants de la matrice extracellulaire
: la vimentine et la fibronectine. Vers la quatrieme semaine suivant le traumatisme médullaire, le
canal central de la moelle spinal s’est complétement reconstitué et des axones nouvellement
myélinisés sont observés dans le site lésionnel. Les cellules épithéliomésenchymateuses
reprennent un phénotype épithélial et ré-expriment les cytokératines 8 et 18, tandis que
I’expression de la vimentine et de la fibronectine disparait (O’Hara et al, 1992, Chernoff et al,
1996).

Ce phénomene, appelé réponse épendymaire, est un point crucial de la régénération
neurale. Observé chez toutes les espéces capables de régénérer leur moelle spinale a 1’age adulte,
il se substitue a la réaction astrogliale observée chez les mammiféeres. Il pourrait correspondre a la
conservation par 1I’épendyme des caractéristiques embryonnaires d’un neuroépithélium. Cette
hypothése est étayée par la structure histologique de la moelle spinale des amphibiens qui
conserve une disposition primitive. Ainsi, les épendymocytes gardent un aspect de glie radiaire
sous la forme de fins prolongements cytoplasmiques appelé processus épendymaires, étendus du
canal central de la moelle spinale jusqu’a la pie mére ou ils produisent la glia limitans
(Schonbach et al, 1969 ; Roots et al, 1986 ; Holder et al, 1990). Chez tous les Vertébrés
superieurs, cette glie radiaire disparait et I’épendyme n’exprime les cytokératines 8 et 18 qu’au

niveau des tanycytes (Kasper et al, 1991).

Au cours de ce processus de régéneration, la croissance des axones ne se fait pas d’une
maniere anarchique. On observe que les axones en croissance restent au contact des expansions
radiaires des épendymocytes qui pourraient avoir un role de guide (Singer et al, 1979).
Parallelement, I’expression de molécules comme la ténascine ou le PSA-NCAM, impliquées dans

les mécanismes d’adhérence et de migration cellulaires se modifie. Ainsi, la ténascine, qui
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module chez I’embryon les interactions entre la cellule et la matrice extracellulaire, n’est plus
exprimée par les épendymocytes chez I’adulte. Aprés lésion medullaire, on observe une
surexpression de ténascine par les épendymocytes notamment aux zones de contact entre leurs
prolongements radiaires et les cones de croissance axonale (Caubit et al, 1994). On constate
également une surexpression par les cellules épendymaires et les axones en croissance du PSA-
NCAM, isoforme embryonnaire du NCAM (Caubit et al, 1993). Cela laisse suspecter
I’implication de ces molécules dans la croissance et le guidage axonal, d’autant que leur

expression décline en fin de processus régénératif.

La réaction épendymaire a été mise en parallele avec la réaction astrocytaire des
mammiféres pour expliquer 1’absence de réaction astrogliale chez les urodeéles (Chernoff et al,
1996). Chez les urodeles, il n’y a pas cet afflux de cellules astrocytaires GFAP+ et de cellules
fibroblastiques d’origine méningée, ni I’accumulation de CSPG inhibant la croissance des axones
retrouvés chez les mammifeéres. 1l est intéressant de noter que les cellules qui expriment le GFAP
chez les urodeles sont en fait les épendymocytes, ’existence méme d’astrocytes fibreux étant
discutée chez les amphibiens adultes. Topographiquement, I’extrémité distale des prolongements
épendymaires exprime la GFAP tandis que le corps cellulaire, au contact de la lumiére du canal,
exprime les cytokératines. Au cours de la transformation mésenchymateuse des épendymocytes,
on constate une variation inverse entre I’extinction de I’expression de la GFAP et la
surexpression de la vimentine. Cela a conduit a suspecter 1’existence d’une corrélation entre
I’expression de la vimentine par les épendymocytes et les capacités de régénération, mais celan’a

pas été clairement établi (Godsave et al, 1986).

Au cours des processus lésionnel et régénératif, la matrice extracellulaire est remaniée,
avec notamment une destruction de la glia limitans et un remodelage de la trame collagéne des
leptoméninges auquel participent les métalloproteinases de la matrice (MMP). Ces protéases
interviennent a la fois dans la rupture de la barriere hemato-encéphalique au cours de la lésion
secondaire, et dans la phase de cicatrisation (Werb et al, 1997). L’activité lytique de ces protéases
sur les composants de la matrice extracellulaire comme les collagénes et les CSPG, nécessite la
présence de Zinc et de Calcium. Les cellules épendymaires activees par la lésion auraient chez les
urodeles la capacité de recapter les ions Ca2+ du milieu extracellulaire, protégeant les neurones et

les oligodendrocytes contre des Iésions secondaires surajoutées médiées par le Ca2+ (Chernoff et



43

al, 2003). Chez les mammiféres, on observe au contraire que les astrocytes activés propagent les
pics de concentration cytosolique en Ca2+ aux astrocytes et aux neurones au contact, diffusant

ainsi de proche en proche cette toxicité liée au Ca2+ (Nedergaard et al, 1994).

En conditions physiologiques chez 1’adulte, I’activité lytique des métalloprotéases sur les
composants de la matrice extracellulaire est antagonisée par I’inhibiteur tissulaire des MMP-1
(TIMP-1) (Matrisian et al, 1990 ; Birkedal et al, 1993). Aprés lésion traumatique de la moelle,
I’activité des MMP abondamment secrétées par les épendymocytes activés, augmente entre la
2™ et la 4°™ semaine et décline vers la 8°™ semaine. Parallélement, I’expression du TIMP-1
s’interrompt au cours de la transformation épithéliomésenchymateuse des épendymocytes
(Chernoff et al, 2000).

La plupart des inhibiteurs associés a la myéline isolés chez les mammiféres se retrouvent
chez les amphibiens capables de reconstituer leur substance blanche, a 1’exception de Nogo
(Wanner 1995 ; Lang et al, 1995 ; Becker et al, 1999). Chez les anoures, la myéline devient non
permissive a période de la métamorphose. A ce moment, la capacité régénérative de la moelle
disparait, et I’administration d’un inhibiteur de Nogo (IN-1) favorise de maniére significative la
repousse axonale comme c’est le cas chez les mammiferes (Lang et al, 1995). La ténascine —R et
le MAG sont également surexprimés dans le site Iésionnel, mais la rapidité des mécanismes de
détersion rend 1’environnement cellulaire local plus favorable a la repousse de 1’axone (Becker et
al, 1999).

Les pertes cellulaires peuvent étre compensées par des cellules souches résidentes ou par
un mécanisme de dédifférenciation. Des études in vivo indiquent que les cellules épendymaires
ont la capacité de se dédifférencier. Leur disposition évoque, nous I’avons signalé, des
similitudes avec le neuroépithélium embryonnaire. On constate d’ailleurs que celles recrutées sur
le site Iésionnel surexpriment la nestine qui est une protéine cytosquelettique caractéristique des
progeniteurs neuraux (Chernoff et al, 1996). Il est par contre curieux de constater que les cellules
souches neurales obtenues a partir de moelle spinale d’urodeles ne se différencient jamais en
neurones, sur les modéles in vitro ou in vivo apres transplantation sur un site de Iésion médullaire
(Benraiss et al, 1997).



44

Les éléments qui déclenchent ou orientent vers la neurorégénération chez les urodéles
restent imparfaitement élucidés. L implication de certains facteurs neurotrophiques est probable.
Il est ici intéressant de noter une surexpression précoce du Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)
par les épendymocytes apres lésion médullaire (Zhang et al, 2000). Or il a été établi in vitro que
la prolifération cellulaire est proportionnelle au taux de FGF-2. Cette corrélation a été confirmee
par des études in vivo montrant que I’administration de FGF-2 entraine la prolifération des
épendymocytes (Ferretti et al, 2003). Au cours de la régénération de la moelle spinale des
urodeles, on constate une expression séquentielle des récepteurs au FGF-2 (FGFR) au cours du
temps : un premier pic de FGFR2 serait responsable de 1’effet mitogéne du FGF-2, un second pic
de FGFR4 interviendrait dans la différenciation cellulaire (Turner et al, 2010). Chez les
mammiferes, le réle du FGF-2 sur la régénération est inverse. Il constitue un facteur déclenchant
de la réaction astrocytaire, et sa surexpression apres lésion du SNC accentue la formation de la
cicatrice gliale (Smith et al, 2001). En conclusion, le FGF-2 enclenche chez les urodéles un
processus réparateur dont la cible est la cellule épendymaire, tandis qu’il enclenche chez les

mammiferes un processus cicatriciel dont la cible est 1’astrocyte.
2.2 La régénération de ’encéphale

Certains amphibiens montrent a 1’dge adulte une capacité surprenante a reconstituer
intégralement un tissu cérébral fonctionnel aprés destruction ou ablation expérimentale de zones
étendues du cerveau. Ainsi chez I’axolotl, dans un délai de 12 a 15 semaines suivant I’excision du
tiers moyen d’un hémisphére, il n’est plus possible de distinguer 1I’hémisphere 1ésé de
I’hémisphére sain. L immunomarquage de coupes sériées de I’encéphale au BrdU montre une
prolifération cellulaire dans la zone subventriculaire et des courants de migration cellulaire
centrifuges dans tout 1’encéphale. Il existe néanmoins une migration préfeérentielle vers le site
lesionnel ou elles expriment a environ 15 jours le NeuN, témoignant d’une différenciation en
neurones matures. Des expériences de destructions concomitantes du tractus olfactif tendent a
montrer que ce dernier est impliqué dans I’activation de la zone subventriculaire (Maden et al,
2013).

Tous les vertébrés adultes gardent la capacité a produire de nouveaux neurones et de

nouvelles cellules gliales dans des régions bien délimitées de 1’encéphale appelées gites a cellules
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souches. Chez les poissons (Birse et al., 1980; Raymond et al, 1983; Zupanc et al, 1999), les
amphibiens (Polenov et al, 1993), les reptiles (Lopez-Garcia et al., 1988; Font et al., 2001;
Garcia-Verdugo et al, 2002) et les oiseaux (Paton et al, 1984; Ling et al, 1997), les cellules de la
glie radiaire persistent chez I’adulte sous la forme de cellules épendymogliales situées sous
I’épendyme, dans la paroi des ventricules (Polenov et al., 1972; Lopez-Garcia et al., 1988). Chez
les anoures adultes, on retrouve également des neurones marqués au BrdU dans le thalamus,
I’hypothalamus et le tectum optique (Simmons et al, 2008). Elles générent tout au long de la vie,

de nouveaux neurones qui migrent dans le télencéphale (Perez-Canellas et al, 1997).

Des expériences consistant a realiser une lésion cérébrale puis a suivre par
immunohistochimie la prolifération et la migration cellulaires mettent en évidence le recrutement
de cellules souches neurales sur le site lésionnel a partir de ces niches a cellules souches.
L’existence de migrations cellulaires constatées également a distance du site lésionnel a fait
suggerer I’implication de facteurs diffusibles libérés dans le sang ou le LCS (Yoshino et al,
2004 ; Del Grande et al, 1990 ; Minelli et al, 1990 ; Franceschini et al, 1992 ; Filoni et al, 1995).

Dans les especes ou la régénération tissulaire ne se fait pas, la migration des progéniteurs
neuraux sur le site lésionnel pourrait étre restreinte par la nature non permissive de
I’environnement cellulaire. Chez les urodeles ou ces mécanismes de réparation sont opérants, les
cellules épendymaires produisent au cours de la régénération des métalloprotéases dont le réle
pourrait étre de libérer la cellule de sa gangue de matrice extracellulaire en vue de sa migration
(Chernoff et al, 2000 ; Endo et al, 2007).

La critique que 1’on peut formuler a 1’encontre de ces études est leur limitation a 1’aspect
morphologique et mécanistique de la réparation tissulaire. Or le probléme posé par la réparation
de la substance blanche chez les mammiféres est qu’elle n’aboutit pas a la récupération des
fonctions neurologiques perdues. Méme si 1’architecture tissulaire semble s’étre reconstituée ad
integrum, il reste donc en suspens la question du recouvrement fonctionnel, probablement
difficile a mettre en évidence chez les amphibiens compte tenu des fonctions cognitives limitées

supportées par 1’encéphale et de leur faible implication dans les comportements moteurs.
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3) Au cours de la période néonatale chez les mammiféres et ’homme

L’étude des mécanismes de la neuroréparation est techniquement plus difficile dans les
espéces euthériennes ou toute la gestation est intra-utérine. C’est pourquoi les capacités
neurorégénératrices des mammiferes ont été tout particulierement étudiées chez les marsupiaux,

en particulier I’opossum dont I’embryon est facilement accessible et analysable.

3.1 Chez les marsupiaux

A la naissance, le stade de développement de 1’opossum correspond au 14°™ jour de
gestation chez la souris. Dans cette espece, la moelle peut se régénérer intégralement jusqu’a 7
jours apres la naissance et certains neurones centraux gardent la capacité de repousse axonale
jusqu’a 4 semaines suivant le terme. Compte tenu du caractere inachevé du développement a la
naissance chez les marsupiaux, les exemples de régénération de la moelle spinale aprés section
expérimentale au cours de la période néonatale pourraient théoriqguement correspondre a la
simple poursuite des phénomenes développementaux physiologiques. Il s’agit en réalité de
véritables phénomeénes de repousse axonale permettant la restitution quasi-compléte des fonctions

motrices et sensorielles (Wang et al, 1998a et b).

Quatorze jours aprés la naissance, les capacités de neuroréparation se réduisent
brutalement. Cette transition vers un état non-permissif sur la repousse axonale coincide
précisément avec le moment ou la MBP commence a s’exprimer, c'est-a-dire au début de la
myélinisation (Ghooray et al, 1993). Sur des préparations de moelle isolée d’opossums de plus de
14 jours, I’administration d’anticorps IN-1 restitue le potentiel de repousse axonale (Varga et al,
1995). L’absence de myéline ne suffit néanmoins pas a expliquer les capacites
neurorégénératrices du sujet au cours de I’ontogenese. Des souris mutantes pour MAG ne
réparent pas mieux leur substance blanche que le phénotype sauvage (Bartsch et al, 1996). Par
ailleurs, chez le mouton, la moelle spinale devient incapable de se régénérer bien avant le début
de la myélinisation (Meuli-Simmen et al, 1996). L’expression de protéines inhibitrices comme
Nogo et de leurs récepteurs comme NgR ne permettent pas non plus expliquer a eux seuls la perte
des facultés neurorégenératrices dans la mesure ou ils sont exprimés trés précocement au cours

du développement, quand la moelle peut encore se régénérer (O’Neill et al, 2002). Aprés lésion
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du systéme nerveux central chez 1’opossum, il existe une phase de prolifération cellulaire dont le

type et I’implication dans la régénération ne sont pas encore bien précisés (Terman et al, 2000).
3.2 Chez ’homme

Chez I’homme, des neurones sont continument produits en grand nombre a partir de
cellules de la zone subventriculaire exprimant des protéines de la glie radiaire comme la
vimentine. La ZSV est donc également chez I’homme une source de progéniteurs neuraux
(Weissman et al, 2014). Par contre I’intervention des niches a cellules souches dans la réparation

de lésions cérébrales reste controversée chez 1’homme.

Dans une série autopsique portant sur 9 enfants atteints de leucomalacie périventriculaire,
Haynes constate une augmentation significative de 1’expression de la doublecortine (DCX) dans
la substance blanche et la ZSV voisines des foyers lésionnels. L’expression de ce marqueur de
prolifération et de migration neuroblastiques (Brown et al, 2003) suggere I’existence d’un
recrutement de neuroblastes vers le site lésionnel. En revanche, le Ki67 n’est pas
significativement augmenté dans la ZSV des patients par rapport aux contrles. On ne met donc
pas en évidence une activation de la ZSV, mais ce dernier point doit é&tre modulé compte tenu de

ce que les sujets témoins étaient tous décédés d’une hypoxie cérébrale (Haynes et al, 2011).

Dans une autre série autopsique portant sur des enfants ages de 3 semaines a 10 ans
décédés d’un traumatisme cranien, Taylor ne montre pas de recrutement cellulaire sur le site
Iésionnel, par immunomarquage du DCX. Mais ce résultat doit étre interprété avec prudence
compte tenu du court délai d’observation, tous les patients étant décédés dans les heures suivant

le traumatisme (Taylor 2013).

B) La régénération de la substance blanche chez les mammiferes et

I’homme adultes.

1) Les cellules souches neurales

Dans son étude princeps publiée en 1971, Rakic décrit les cellules de la glie radiaire
comme des cellules astrocytaires spécialisées dérivées du neuroépithélium, dont la fonction est de

guider mécaniquement la migration des neurones nouvellement formés au cours du
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développement (Rakic et al, 1971). Il a été plus tard établi que ces cellules présentent des
divisions asymétriques produisant de nouveaux neurones non seulement au cours du
développement mais également chez I’adulte (Malatesta et al, 2000; Miyata et al, 2001; Noctor et
al, 2001). Par la suite, I’existence de cellules souches neurales multipotentes dans la couche
épendymaire a été demontrée chez les mammiféres adultes (Doetsch et al, 1999; Alvarez-Buylla
et al, 2002).

1.1 Les niches a cellules souches dans le cerveau adulte

Chez I’adulte, il existe essentiellement deux régions du cerveau appelées niches a cellules
souches, ou la neurogenése est active : la zone subventriculaire (ZSV) ou sont produits les
neurones olfactifs (Altman, 1969; Lois et al, 1996), et le gyrus denté de 1’hippocampe (GD) ou
sont produits les neurones granulaires (Altman et al, 1965; Kaplan et al, 1977; Cameron et al,
1993). Ces régions bénéficient d’un environnement cellulaire particulier, favorable a la

neurogenése, qualifié de niche neurovasculaire.

gNSC aNSC NB

Figure 8. Les niches a cellules souches chez les rongeurs

La zone subventriculaire (SVZ) et la zone subgranulaire (SGZ) du gyrus denté de 1’hippocampe constituent les deux
principales niches a cellules souches chez I’adulte. Les cellules souches neurales quiescentes (QNSC) de la SVZ sont
au contact de la lumiére ventriculaire et partagent des caractéristiques phénotypiques communes aux astrocytes et
aux épendymocytes. Leur activation physiologique (aNSC) donne naissance a des neuroblastes qui migrent vers le
bulbe olfactif. Les NSC de la SGZ sont semblables aux cellules de la glie radiaire et générent des neuroblastes puis
des neurones (Ma et al, 2009).
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Dans ces niches neurovasculaires, les cellules souches sont au contact de vaisseaux dont
I’endothélium sécréte des facteurs neurotrophiques comme le FGF-2 qui stimulent la prolifération
cellulaire et la différenciation neuronale (Shen et al, 2004). Elles sécrétent elles-mémes
localement des facteurs mitogenes, des facteurs de croissance et des facteurs neurotrophiques qui
stimulent également la prolifération et la survie cellulaires et déterminent le type de
différenciation cellulaire (Zhao et al, 2008). Les cellules souches se différencient en neurones,
oligodendrocytes, astrocytes et macrophages selon la nature de I’environnement cellulaire
(Noctor et al, 2002, Wu et al, 2005 ; Gage et al, 2000). Dans la ZSV, les neurones naissent de
cellules précurseurs exprimant la nestine, le GFAP et la Vimentine (Doetsch et al, 1997),
phénotype astrocytaire indiquant une lignée commune avec la glie radiaire embryonnaire
(Alvarez-Buylla et al, 2001) et pour lequel une parenté avec les cellules épendymogliales des

amphibiens doit étre évoquée.

Figure 9. La zone subventriculaire chez I’homme.

La zone subventriculaire est située a la paroi latérale du ventricule latéral. d : I'immunomarquage du PSA-NCAM
met en évidence les cellules en migration. e, f: I'immunomarquage de Notch-1 et Flk-1 met en évidence la
différenciation neuronale. g : ’immunomarquage du Ki67 permet de montrer de 1’activité prolifératrice (Macas et al,
2006).

La fonction physiologique de ces niches a cellules souches reste debattue. Plusieurs

milliers de neurones migrent quotidiennement de la ZSV vers le bulbe olfactif selon un courant
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migratoire appelé «rostral migratory stream » (RMS) (Lois and Alvarez-Buylla, 1994). Ces
nouveaux neurones permettraient aux circuits neuronaux de se remanier selon les signaux
olfactifs de I’environnement (Frazier-Cierpial et al, 1989; Corotto et al, 1994) et seraient
nécessaires a la discrimination des odeurs (Gheusi et al, 2000). Dans le DG de I’hippocampe,
I’afflux de nouveaux neurones participerait a la plasticité neuronale indispensable aux processus
de mémorisation (Barnea et al, 1994; Kempermann et al, 1997; Gould et al, 1999a). Ces
réservoirs a cellules souches seraient donc essentiellement impliqués dans la plasticité des
circuits neuronaux existants, leur apportant de nouveaux neurones et de nouvelles synapses

nécessaires a leur fonctionnement (Kirsche et al, 1983).

Les capillaires des niches a cellules souches jouent un rble majeur dans la survie, la
prolifération et la différenciation des cellules souches neurales. La zone subventriculaire contient
un riche plexus vasculaire au contact desquels se placent les chaines de neuroblastes. Des cellules
souches exprimant la GFAP sont accolées a la laminine entourant I’endothélium vasculaire et aux
fractones, fines expansions de la lame basale a distance des vaisseaux et contenant de la laminine
(Shen et al, 2008). Certaines cellules souches, mélées aux cellules épendymaires, connectent la
paroi ventriculaire aux capillaires sous-jacents par leurs prolongements. Elles expriment a leur
surface 1’a6Blintégrine qui permet leur amarrage a la laminine exprimée par les cellules
endothéliales et rentrant dans la composition des fractones. On constate in vivo que les cellules
souches proliférent au contact des vaisseaux. Le blocage de ces Blintégrines par un anticorps
spécifique aboutit a une dispersion des cellules souches a distance des vaisseaux mais
paradoxalement a une augmentation leurs capacités prolifératives. Cela indique que I’ancrage des
cellules souches a la paroi des capillaires impliquant la liaison de la laminine a son récepteur
I’a6B1intégrine, intervient dans la différenciation et la prolifération cellulaires (Shen et al, 2008).

Les cellules souches neurales sont au contact de la matrice extracellulaire dont on a
supposeé que le role pourrait étre de retenir les facteurs de croissance. Les cellules endothéliales
des capillaires sont impliquées dans la survie et le destin des cellules souche de la ZSV et de
I’hippocampe (Palmer et al, 2000) par la sécrétion dans la matrice de facteurs solubles qui
stimulent la prolifération des cellules souches in vivo et la neurogenese in vitro (Shen et al, 2004).

La rétention de ces facteurs de croissance par la matrice extracellulaire pourrait moduler dans le
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temps leur action sur les cellules cibles en régulant la concentration de leur forme libre dans le

liquide extracellulaire.

Dans la ZSV et le GD, une sous-population d’astrocytes exprimant la GFAP (cellules de
type B) sont des cellules souches neurales (Doetsch et al, 2003 ; Ahn et al, 2005 ; Doetsch et al,
1999 ; Garcia et al, 2004 ; Imura et al, 2003 ; Laywell et al, 2000 ; Sanai et al, 2004). Ces cellules
souches donnent par division des cellules de type C appelées « transit-amplifying type C cells »
ou TAC qui donnent des neuroblastes (cellules de type A) (Doetsch et al, 1999). Ces neuroblastes
migrent ensuite en formant des chaines de migration cellulaire le long de la ZSV vers le bulbe

olfactif ou ils se différencient en interneurones (Lledo et al, 2008).

Une corrélation a été fortement suspectée entre I’angiogenése et la neurogenése. De
nouveaux neurones sont en effet régulierement générés au contact des vaisseaux dans des sites
angiogéniques de I’hippocampe (Palmer et al, 2000), probablement sous I’effet des facteurs
solubles sécrétés par les cellules endothéliales (Shen et al, 2004). Ce phénoméne est également
constaté dans la ZSV ou on met en évidence un riche plexus vasculaire au sein duquel on
retrouve en abondance des cellules souches astrocytaires et des TAC. Les contacts vasculaires se
font en des endroits trés particuliers, dépourvus d’expansion astrocytaires ou de péricytes, et ou
les cellules sont au contact direct de la laminine de la lame basale. Les cellules en division sont
au contact de vaisseaux, essentiellement des capillaires dont 1’orientation suit la direction des
migrations neuroblastiques. Ces vaisseaux sont entourés d’une lame basale riche en une laminine
tres hétérogene, d’ou partent les ramifications appelées fractones jusqu’a la paroi épendymaire du
ventricule (Mercier et al, 2002 ; Shen et al, 2008).

La ZVS et le GD de I’hippocampe sont des niches fonctionnellement distinctes. Dans la
ZSV, la neurogenése n’est pas associée a une angiogenese active, contrairement a ce qui a été
observé dans le GD de I’hippocampe ou on observe une importante activité mitotique au sein des
cellules endothéliales (Palmer et al, 2000). De plus, dans le GD de 1’hippocampe, on ne retrouve
pas ces zones de la paroi vasculaire dépourvues d’expansions astrocytaires comme dans la ZSV

(Shen et al, 2008).

Les cellules endothéliales sécrétent des facteurs diffusibles comme le VEGF, FGF2,

IGF1, PEDF, BDNF, qui impactent sur les précurseurs neuraux (Biro et al, 1994 ; Jin et al, 2002 ;
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Leventhal et al., 1999; Ramirez-Castillejo et al., 2006; Shen et al., 2004). Ces facteurs se lient
probablement a la lame basale des vaisseaux et aux fractones (Mercier et al, 2002 ; Kerever et al,
2007) qui établissent des ponts entre ces derniers et la paroi ventriculaire. Ces constituants de la
matrice extracellulaire représentent donc d’importants sites d’intégration de facteurs diffusés a
partir du sang, des péricytes et des cellules endothéliales, de 1I’épendyme et du LCS, et également
des neurones. Cela est d’ailleurs étayé par des expériences ou le blocage des Blintégrines,
récepteurs des laminines, perturbent I’adhésion et la prolifération des progéniteurs neuraux dans

ces niches vasculaires (Shen et al, 2008).

L’interface neurovasculaire au sein des niches a cellules souches représente une cible

potentielle des traitements neurorégénérateurs.
1.2 Les cellules souches dans la moelle spinale

La moelle spinale est dépourvue de glie radiaire chez 1’adulte. Néanmoins, les cellules
épendymaires constituent chez 1’adulte une source de cellules souches (Johansson et al, 1999).
Trois jours apreés section expérimentale des cordons dorsaux de la moelle spinale chez la souris,
on constate une prolifération des cellules épendymaires qui migrent dans le site Iésionnel ou elles

se differencient presqu’exclusivement en astrocytes.

Les astrocytes dérivés de 1’épendyme élaborent le tissu cicatriciel mais se distinguent
topographiquement, moléculairement et fonctionnellement des astrocytes résidents. Ils se
concentrent au centre de la lésion tandis que les astrocytes résidents circonscrivent la périphérie
du site lésionnel. Ils n’expriment pratiquement pas le GFAP comme les astrocytes résidents. Ils
produisent des facteurs neurotrophiques comme le ciliary neurotrophic factor (CNTF),
I'nepatocyte growth factor (HGF) et I’insuline growth factor-1 (IGF-1) qui réduisent les pertes
neuronales en inhibant 1’apoptose Caspase-3 dépendante (Sabelstrom et al, 2013). Aprés lésion
médullaire chez le rat, des cellules dont le phénotype évoque la glie radiaire, sont produites a
partir d’astrocytes subpiaux. Elles se répartissent au sein de la substance blanche endommagée ou
elles participeraient a la reconstruction tissulaire sur le site l1ésionnel mais leur role précis reste a
préciser (Shibuya et al, 2003).
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1.3 Les facteurs moléculaires du recrutement cellulaire

Les glycoprotéines de la matrice extracellulaire apportent aux cellules souches neurales
les conditions micro-environnementales qui déterminent leur devenir au cours du développement
et tout au long de 1’existence post-natale. Dans les niches a cellules souches, elles favorisent leur
survie, orientent leur différenciation et interviennent dans la migration des cellules filles (Sobeih
et al, 2002).

1.3.1 Les laminines

Les laminines sont un des principaux constituants de la glia limitans située a la partie
superficielle du névraxe, de la membrane basale entourant les vaisseaux du systeme nerveux
central (Erickson et al, 2000) et des fractones. Elles sont également exprimées dans la zone

ventriculaire du cerveau au cours de I’ontogenése (Campos et al, 2004).

In vitro, elles stimulent la prolifération, la migration et la différenciation des cellules
souches neurales (Drago et al, 1991). Les dystroglycanes et les intégrines constituent les
récepteurs membranaires des laminines. In vivo, des mutations portant sur les enzymes assurant la
glycosylation des dystroglycanes générent des discontinuités de la membrane basale responsables
d’anomalies de migration des neurones avec des ectopies neuronales corticales (Yoshida et al,
2001). Lorsqu’on inactive les B1-intégrines exprimées par les cellules de la glie radiaire, leur
prolongement apical se détache de la pie mere. 1l en résulte des migrations neuronales anormales
responsables de troubles de la lamination au sein du néocortex cérébral (Grauss-Porta et al,
2001). Chez I’adulte, I’intégrité des laminines et des B1-intégrines est indispensable a la voie de
migration rostrale des neuroblastes qui part de la ZSV vers le bulbe olfactif (Belvindrah et al,
2007).

1.3.2 Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des protéines hautement exprimées par les cellules souches
neurales dans les niches neurovasculaires ou elles modulent I’action des facteurs de croissance
(Kwok 2012 ; Mercier 2012). Leur action s’effectue selon plusieurs mécanismes. En fixant les
facteurs de croissance, les protéoglycanes de la matrice extracellulaire régulent leur

biodisponibilité, limitent leur dégradation enzymatique, générent des gradients de concentration
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et agissent comme corécepteurs. Cette fixation dépend de leur degré de sulfatation et par
conséquent des sulfatases de la matrice extracellulaire. Les protéoglycanes régulent les
mécanismes d’adhésion et de migration cellulaires en interagissant avec les protéines
membranaires ou avec les autres composants de la matrice extracellulaire comme les intégrines,
les laminines et les collagénes (Kwok et al, 2012). Les deux familles de protéoglycanes les plus
impliquées dans la neuroréparation sont les Héparane Sulfate Protéoglycanes (HSPG) et les
Chondroitine Sulfate Protéoglycanes (CSPG).

G1 Core protein G3
! v
Hyaluronan Fibroneclin
Link protein Integrin g1
NCAM

Figure 10. Représentation schématique d’une CSPG et de ses sites d’interaction.

La structure moléculaire comprend une trame protéique sur laquelle s’attachent les GAG, et deux extrémités
constituée de différents domaines (G1 a G3). Ces derniers ainsi que les GAG sont des sites de fixation de molécules
actives (Bartus et al, 2011).
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Figure 11. Régulation du comportement cellulaire par les CSPG de la matrice extracellulaire.

Fixation sur des récepteurs de la surface cellulaire activant des voies de signalisation cellulaire ou déterminant
I’adhérence cellulaire ; Fixation de facteurs de croissance régulant leur biodisponibilité ; Elles constituent un
environnement cellulaire dynamique remodelé en permanence par les actions enzymatiques (Gattazzo et al, 2014).

Les HSPGs activent les voies de signalisation de facteurs mitogenes comme le FGF-2 et
la BMP-4 en stabilisant la fixation du ligand a son récepteur (Goodger et al, 2008 ; Kraushaar et
al, 2012). Elles exercent donc une action stimulatrice sur la prolifération des cellules souches. Il

existe en fait plusieurs types moléculaires de HSPG.

Le Perlécane (HSPG2), hautement exprimé par la lame basale du neuroépithélium et des
vaisseaux sanguins (Mongiat et al, 2003), module la prolifération et la différenciation cellulaires
en regulant la biodisponibilité de facteurs neurotrophiques comme le FGF-2, le vascular
endothelial growth factor (VEGF) (Fujita et al, 2010) et le glial cell line-derived neurotrophic
(GDNF) (Ai et al, 2007). 1l se lie également a la thrombospondine dont il module 1’activité
(Praillet et al, 1998). Le Perlécane agit en fixant la molécule active selon une affinité qui dépend
de son degré de sulfatation, de sorte que le destin des cellules souches neurales dans les niches
neurovasculaires dépendrait indirectement de I’activité des sulfatases de la matrice extracellulaire
(Bulow et al, 2004 ; Wade et al, 2014). Au cours du développement, la sulfatation des HSPG
augmente 1’expression du morphogéne Sonic hedgehog par le neuroépithélium et oriente la
differenciation des cellules neurales vers la lignée oligodendrocytaire aux dépens de la lignée
neuronale (Danesin et al, 2006). Des souris mutantes pour le Perlécane, présentent un

effondrement de la voie de signalisation Shh (Giros et al, 2007).
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Cette régulation de la biodisponibilité des molécules actives par fixation aux HSPG se
retrouve dans la neuroréparation, ou on observe que la sulfatation des HSPGs majore la formation

de la cicatrice gliale et stimule la formation des CSPG (Bradebury et al, 2002).

Les CSPGs, richement exprimées par les NSC, stimulent la prolifération cellulaire
médiée par le FGF-2 et potentialisent la différenciation cellulaire induite par I’EGF (Sirko et al,
2010). Leur activité biologique est également conditionnée par leur degré de sulfatation (Ishii et
al, 2008).

Une CSPG particulierement intéressante, le neural-glial antigen 2 (NG2) ou CSPG4 est
utilisée comme marqueur des progéniteurs d’oligodendrocytes (OPC). Le NG2 peut se présenter
sous deux formes, transmembranaire et libre. La forme transmembranaire, hautement exprimée
par les OPC et les capillaires cérébraux (Levine et al, 1996), comporte un noyau protéique intra-
membranaire et un ectodomaine extracellulaire. La forme libre, sécrétée dans la matrice
extracellulaire par les cellules exprimant le NG2, correspond a I’ectodomaine de la forme

transmembranaire (Nishiyama et al, 1995).

Aprés lésion du SNC, on constate une prolifération de cellules exprimant le NG2 sur le
site lésionnel. Elles correspondant a des OPC mais également a des cellules méningeées et a des
macrophages (Levine et al, 1994). Le NG2 a pour effet de stimuler la prolifération et la migration
des OPC (Fukushi et al, 2004). Le mode d’action impliquerait la formation de complexes
moléculaires avec le récepteur a du platelet-derived growth factor (PDGFRa) (Kucharova et al,
2010), le récepteur au FGF-2 et I’a3plintégrine (Fukushi et al, 2004).

1.3.3 Les ténascines

Les ténascines sont des glycoprotéines impliquées dans la prolifération et la
différenciation des cellules souches neurales. La ténascine C, surtout exprimée dans les régions
de neurogenese active, oriente les cellules souches neurales vers la différenciation gliale (Bartsch
et al, 1992).

Le role de la ténascine R est complexe. Son domaine FN6-8 (Fibronectin type Il
homologous domains 6-8) inhibe la prolifération des cellules souches neurales et favorise leur

différenciation astrocytaire tandis que son domaine EGFL (epidermal growth factor-like) stimule
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la différenciation neuronale sans intervenir sur la prolifération cellulaire. Ces effets sont médies
par les Bl-intégrines (Liao et al, 2008) et des récepteurs membranaires de la famille des

contactines, gangliosides acétylés modulant I’activité des intégrines.

Leur action modulée par I’activité neuronale (Saghatelyan et al, 2004) a fait suggérer
I’implication des ténascines dans le recrutement de neurones de phénotype adapté aux pertes
neuronales. Des lésions ischémiques du cerveau adulte stimulent en effet le recrutement sur le
site Iésionnel de neurones exprimant le phénotype des cellules détruites. Ce phénotype pourrait
étre déterminé par un mécanisme dépendant de I’activité des régions cibles (Arvidsson et al,
2002).

1.3.4 La reeline

La reeline est une autre glycoprotéine de la matrice extracellulaire également impliquée
dans la migration des neurones et les phénoménes d’adhésion intercellulaire. Elle stimule la
motilité cellulaire, inhibe I’adhésion des cellules médiée par les B1-intégrines et permettrait aux

neurones de se détacher de la glie radiaire a la fin de leur migration (Dulabon et al, 2000).

Elle se fixe sur les B1-intégrines et sur deux récepteurs aux lipoprotéines, I’ApoER2 et le
VLDLR, exprimés par les neurones en migration et les cellules de la glie radiaire (Dulabon et al,
2000 ; D’ Arcangelo et al, 1999 ; Luque et al, 2003). Elle pourrait interagir avec la protéine APP
(Young-Pearse et al, 2007) et les thrombospondines qui se fixent également sur I’ApoER2 et le
VLDLR (Blake et al, 2008).

2) La croissance et le guidage de I’axone
2.1 L’inhibition du cdne de croissance

Lorsqu’on sectionne expérimentalement un axone du systeme nerveux périphérique,
I’extrémité sectionnée constitue un cone de croissance, formation d’aspect spiculé soutenue par
une structure microtubulaire impliquée dans la croissance et le guidage de I’axone (Huber et al,
2003). Dans les mémes conditions, I’axone du systeme nerveux central développe une formation
ovalaire appelée bulbe de rétractation dépourvu de capacité régénérative. (Ramon y Cajal, 1928,

Li et al, 1995; Hill et al, 2001). Ces bulbes de rétractation se distinguent des cones de croissance
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par I’existence d’un réseau de microtubules anarchique contrastant avec structure microtubulaire

organisée des cones de croissance.

L’organisation structurelle du cone de croissance indispensable a sa fonction régénératrice
peut étre modulée par des facteurs environnementaux. Des études in vitro et in vivo montrent que
le cone de croissance peut étre converti en bulbe de rétractation, en le soumettant a I’action de
facteurs antimitotigues comme le nocodazole qui dépolymeérise la tubuline. Inversement, la
stabilisation de la structure microtubulaire du cone de croissance par administration de paclitaxel
(Taxol) empéche la formation du bulbe de rétractation et stimule les capacités régénératives de
I’axone. In vitro, le taxol inhibe également la formation de bulbes de rétractation sur des cultures
primaires de neurones dans un milieu contenant de la myéline d’origine centrale (Erturk et al,
2007).

Ces travaux expérimentaux confirment les données recueillies par Ramon y Cajal en
1928. lls indiquent que le neurone central garde sa capacité de croissance axonale, et que celle-ci
résulte d’une interaction entre le neurone et un systtme de signalisation supporté par
I’environnement neuronal. Les acteurs de ce systéeme de signalisation responsables du caractére
non permissif de la matrice extracellulaire sur la repousse des axones comprennent les inhibiteurs
dérivés de la myéline, les constituants de la cicatrice gliale et les facteurs diffusibles sécrétés par

les cellules mésenchymateuses.
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Figure 12. La structure du cone de croissance.

Le cbne de croissance présente des prolongements digitiformes appelés filopodes reliés par des voiles membranaires
appelés lamellipodes. Sa structure cytosquelettique comporte trois domaines fonctionnels. Le domaine périphérique
P comprend les filopodes soutenus par un microfilament d’actine-F, et les lamellipodes soutenus par un réticulum
d’actine-F. Le domaine central C contient un axe microtubulaire stable issu de ’axone. Le domaine de transition T,
qui s’interface entre les deux précédents, est une structure contractile constituée d’actomyosine, perpendiculaire a
I’axe des filopodes. Chaque filopode explore 1’environnement extracellulaire par 1’intermédiaire d’un axe
microtubulaire dynamique « pionnier » (Lowery et al, 2009).

Figure 13. Les 3 étapes de la croissance
axonale.

La croissance du cbne de croissance est
déclenchée par un support adhésif ou un
agent chémo-attractif. La protrusion se
caractérise par I’extension rapide des
filopodes et des lamellipodes. Au cours de
I’engorgement, le domaine central, les
filopodes et les lamellipodes sont envahis
par des microtubules qui apportent les
organites cellulaires. Au cours de la
consolidation, la  contraction de
I’actomyosine du domaine T compacte les
microtubules nouvellement formés tandis
que les filaments d’actine-F  se
dépolymérisent au niveau de la partie
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Figure 14. La dynamique cytosquelettique.

Les filaments d’actine et les microtubules sont des structures polymériques polarisées dont la dynamique dépend
de la charge énergétique des monomeres.

Au cours de la croissance du filopode, I’ATP-actine est ajoutée a son extrémité distale. Aprés hydrolyse de I’ATP,
I’actine-ADP se détache de I’extrémité proximale.

Un mécanisme analogue affecte les microtubules. Les diméres de tubuline-GTP sont ajoutés a leur extrémité
distale tandis que 1’hydrolyse du GTP provoque le détachement des diméres de tubuline-GDP a leur extrémité
proximale. Des protéines comme la MAP1B se lient au microtubule et le stabilisent (Lowery et al, 2009).

2.2 Les inhibiteurs associés a la myéline

Les inhibiteurs dérivés de la myéline sont les premiers inhibiteurs de la croissance
axonale a avoir été identifiés. Ils sont pour la plupart des protéines membranaires exprimées par
les oligodendrocytes matures et la myéline du systéme nerveux central. La caractérisation
biochimique de Nogo permit dans un premier temps de produire des anticorps dont
I’administration aprées 1ésion médullaire chez le rat permit d’obtenir une régénération axonale

(Caroni et al, 1988). Deux autres molécules furent ensuite identifiees, Mag et OMgp.

2.2.1 Nogo

La protéine Nogo est le premier inhibiteur dérivé de la myéline a avoir été isolé puis cloné
(Chen et al, 2000 ; GrandPre et al, 2000 ; Prinjha et al, 2000). Nogo fait partie de la famille des
réticulons, qui regroupe des proteines associées au réeticulum endoplasmique. Elle existe sous
trois isoformes, Nogo-A, Nogo-B et Nogo-C, résultant de 1’épissage alternatif d’'un ARNm
primaire. La mieux caractérisée est Nogo-A. Tres fortement exprimée par les oligodendrocytes et
la myéline, I’analyse de sa séquence et 1’étude de sa topologie révelent deux domaines
inhibiteurs : Nogo-66 et amino-Nogo. La topologie de Nogo-A reste discutée, mais I’essentiel de
la molécule se situerait dans le réticulum endoplasmique. Seule une fraction de la protéine, Nogo-

66, serait présente a la surface de la cellule et se fixerait au récepteur (Voeltz et al, 2006,
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GrandPre et al, 2000). Aprés destruction de la myéline ou des oligodendrocytes, les deux
domaines, Nogo-66 et amino-Nogo, sont libérés dans I’environnement extracellulaire ou ils sont

exposes au contact des neurones (Filbin et al, 2003).

Nogo-A topologi Up to thi ihiliti
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fusion protein, which ~ (NEP1-40)

does not block growth

inhibition

Figure 15. Structure moléculaire de Nogo, sites de fixation, effets biologiques.

L’étude pharmacologique de Nogo-A sur des modeles de lésions médullaire a donné des
résultats trés contradictoires et discutés. En effet, contrairement a ce qu’on pouvait attendre,
aucune repousse axonale au-dela du site 1ésionnel n’a été constatée sur des souris mutantes pour
Nogo-A (Zheng et al, 2003 ; Lee et al, 2009). Par contre, I’utilisation d’anticorps anti Nogo aurait
permis une repousse neuritique significative et amélioré le recouvrement fonctionnel sur des
modeles de lésions médullaires chez le rat (Liebscher et al, 2005). Il est donc actuellement

difficile d’extrapoler ces résultats chez I’homme.
2.2.2 MAG

Par la suite, d’autres inhibiteurs de la pousse neuritique dérivés de la myéline ont été
isolés, parmi lesquels la MAG (Myelin Associate Glycoprotein). Il s’agit d’une protéine
transmembranaire exprimée par les oligodendrocytes et les cellules de Schwann ou elle est
superficielle (Trapp et al, 1988). MAG fait partie de la superfamille des immunoglobulines (Ig) et
contient 5 domaines Ig extracellulaires. Lors de destruction de la gaine de myéline, elle pourrait

étre libérée dans le milieu extracellulaire sous la forme de fragments solubles (Tang et al, 2001).
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Il est intéressant de noter que la MAG stimule la croissance axonale au cours de
I’embryogeneése et la période néonatale. L’effet de la molécule sur la neuritogenése s’inverserait
au moment de la naissance (Johnson et al, 1989 ; De Bellard et al, 1996 ; Turnley et al, 1998). Le
moment a partir duquel la MAG inhibe la croissance neuritique sur des modéles in vitro coincide
d’ailleurs avec le moment ou les progéniteurs neuraux perdent la faculté de se régénérer

spontanément in vivo (Cai et al, 2001).

2.2.3 OMgp

L’OMgp (oligodendrocyte myelin glycoprotein) est une glycosyl phosphatidyl inositol
protein ou (GPI)-protéine membranaire. Elle est exprimée par les oligodendrocytes situés a
proximité des nceuds de Ranvier et par plusieurs variétés de neurones (Habib et al, 1998). Tout
comme MAG et Nogo, OMgp inhibe la croissance neuritique en induisant la rétraction du cone
de croissance. Son rdle physiologique chez 1’adulte, suggeré par la topographie particuliere des
oligodendrocytes qui I’expriment, serait d’inhiber la formation d’expansions neuritiques

collatérales aux étranglements de Ranvier (Huang et al, 2005).
2.2.4 Mécanismes d’action

Le mécanisme d’action de ces inhibiteurs dérivés de la myéline a été d’abord élucidé
grace a I’identification du récepteur de Nogo, appelé NgR1 (Fournier et al, 2001). Par la suite, il a
¢té démontré que d’autres inhibiteurs dérivés de la myéline, en particulier MAG et OMgp,
activaient NgR1. NgR1 étant dépourvu de domaine intracytoplasmique, la transduction du signal
suscité par la fixation du ligand requiert la constitution de complexes membranaires unissant
NgR1 a d’autres récepteurs comme P75 ou TROY, protéines apparentées aux récepteurs du TNF
(Wong et al, 2002 ; Park et al, 2005).

La voie de signalisation intracellulaire mise en jeu par la fixation de Nogo sur NgR1
comprend une cascade de protéines kinases intervenant toutes dans la régulation du cytosquelette
cellulaire : ROCK, Lim et cofiline (McKerracher et al, 2006). L’activation de ROCK, enzyme
kinase associée a RhoA, stimule une chaine de phosphorylations enzymatiques aboutissant in fine
a la déstructuration des filaments d’actine responsable du collapsus du céne de croissance et a la

constitution de cones dystrophiques (Kaplan et al, 2003). Des études in vitro basées sur la
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délétion du géne codant pour NgR1, le récepteur de Nogo66, ont été réalisées pour confirmer ce
mécanisme d’action. En réalité, la délétion de NgR1 contrecarre peu I’inhibition de Nogo sur la

croissance axonale et conduit a suggérer I’intervention de récepteurs supplémentaires.

Des expérimentations sur des cultures de neurones ont ainsi montré que d’autres
récepteurs comme le récepteur PirB (paired immunoglobulin-like receptorB) présentent une
grande affinité pour les ligands Nogo, MAG et OMgp. Ainsi, le blocage de PirB inhibe
partiellement ’activit¢ de Nogo66, de MAG, d’OMgp et de la myéline, tandis que le blocage
combiné de PirB et NgR bloque radicalement I’effet de la myéline sur la croissance axonale in

vitro (Atwal et al, 2008).

Il est intéressant de constater que NgR1 et PirB sont aussi impliqués dans les phénomenes
de plasticité neuronale. La délétion des génes codant pour PirB ou NgR allonge de 1 a 6 mois la
période critique pour la dominance oculaire chez la souris. Ces résultats d’études menées sur les
périodes critiques suggérent que 1’activation de NgR1 par Nogo, MAG et OMgp consolide les
circuits neuronaux modulés par 1’expérience (McGee et al, 2005). La réponse inhibitrice sur la

croissance axonale médiée par Nogo reste complexe et mal connue.

L’intervention des intégrines dans la voie de signalisation activée par Nogo-A a été
récemment mise en évidence. Ainsi, I’activation des B1-intégrines, exprimées par le céne de
croissance, antagonise I’inhibition exercée par Amino-Nogo sur la croissance neuritique. Il en
résulte que I’inhibition de la repousse axonale par Amino-Nogo pourrait s’exercer via une
inhibition de la voie de signalisation médiée par les B1-intégrines (Hu et al, 2008). Par ailleurs,
d’autres intégrines sensibles a Amino-Nogo, largement exprimées dans le cerveau adulte, sont
retrouvées dans le cone de croissance de 1’axone. Il est intéressant de noter que la voie de
signalisation impliquant les B1-intégrines est une de celles empruntées par certaines TSR dont la
SCO-Spondine.



64

MYELIN

')” bh ')') 9' hoh
(0 (966 dd (d(l(l

Nogo A\
MAG omgp
-

RhoA ™
B n P " N
£ f’&)ﬂhoA‘ > g o
RacliP™ -
PAK 15y » -
l‘ GROWTH CONE
|
| . RhoA
\ - ’, ROK (5
§7 o Actin N
M I = 7‘ § = Myosin Head
P Light Chain y - st 8 4:3‘ . W
e e =SS RG> PTR]
E“ P /
Aop - % €

Figure 16. Mécanisme d’action des MAI. Collapsus du céne de croissance.

Le MAI se fixe sur son récepteur NgR et active le domaine intracellulaire de NgR, P75NRT. Ce dernier active RhoA
qui se fixe sur la membrane plasmique et active la Rho-kinase ROK. ROK active a son tour des ATPases qui
hydrolysent la myosine-ATP du domaine de transition et I’actine-ATP des filopodes. 1l en résulte une rétraction du
cbne de croissance et des filopodes (Profyris et al, 2003).

2.3 La matrice extracellulaire et la cicatrice gliale

Les inhibiteurs dérivés de la myéline ne suffisent pas a expliquer seuls 1’incapacité de la
substance blanche a se régénérer. En effet, lorsqu’on transplante des neurones adultes dans de la
substance blanche normale ou Iésée, on peut observer des images de régénérescence axonale de
bonne qualité (Davies et al, 1997, 1999). Cela suggére la participation d’autres facteurs

inhibiteurs comme les glycoprotéines de matrice extracellulaire exprimées par la cicatrice gliale.

Certaines de ces molécules sont également exprimées par le systétme nerveux
périphérique, ou elles n’empéchent pas la repousse des fibres nerveuses. Les mécanismes
régulant la régéneration de la substance blanche ne peuvent donc pas non plus s’expliquer par la

simple interaction entre le neurone et des molécules qui inhiberaient ou stimuleraient la repousse
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axonale. Il apparait en réalité, que les composants de la matrice extracellulaire orientent 1’axone
vers la formation d’un cone de croissance fonctionnel ou une structure dystrophique non
opérationnelle selon le type de neurone et selon les modifications moléculaires de

I’environnement cellulaire liées a I’age et au contexte Iésionnel (Condic et al, 2002).

Le role de la réaction gliale sur la régénération n’est pas univoque. Les cellules
microgliales, les astrocytes, les précurseurs oligodendrogliaux et les cellules méningées recrutées
sur le site Iésionnel, isolent le foyer de contusion, le débarrassent des débris cellulaires et limitent
son extension. Les astrocytes activés participent a la reconstitution de la barriere hémato-
encéphalique. Certains types d’astrocytes favoriseraient méme la repousse axonale (Faulkner et

al, 2004).
2.3.1 Les CSPG

Les CSPG constituent une famille de glycoprotéines de la matrice extracellulaire,
regroupant les aggrécanes, les brévicanes, les neurocanes, les phosphacanes et le NG2,
impliquées dans les processus de croissance, d’adhésion et de migration cellulaires chez
I’embryon et I’adulte (Rhodes et al, 2004). Elles sont exprimeées les astrocytes activés et les
précurseurs d’oligodendrocytes recrutés sur le site Iésionnel notamment la ou la barriere hémato-
encéphalique est rompue (Jones et al, 2003). Certaines molécules stimulent, d’autres inhibent la
croissance neuritique. L’expression des deux types de molécules augmente sur le site Iésionnel,
mais chez I’adulte, celle des CSPG inhibitrices prédomine largement (Jones et al, 2003, McKeon
etal, 1991).

Leur structure comprend une charpente protéique sur laquelle sont greffées de maniere
spécifique des chaines de glycosaminoglycanes (GAG) qui supportent les fonctions inhibitrices
exercees par la molécule (Gilbert et al, 2005). Ainsi, in vitro et in vivo, le traitement par une
chondroitinase ABC, enzyme qui clive la protéine de ses chaines GAG, antagonise 1’inhibition
exercée par la CSPG sur la neuritogenése (Zuo et al, 1998). Le r6le inhibiteur de certaines CSPG
comme le NG2 pourrait néanmoins étre exercé par le cceur protéique de la molécule (Ughrin et al,
2003). 1l est intéressant de noter que contrairement a la molécule NG2, les cellules gliales

exprimant le NG2, notamment les OPC, favorisent la croissance de 1’axone (Yang et al, 2006).
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Le mode d’action des CSPG n’est pas clairement établi. L’inhibition peut résulter de la
mise en route de voies de signalisation, de compétition avec des molécules stimulant la repousse
ou de la constitution d’une barriére mécanique. Les CSPG empruntent les voies de signalisation
de Rho-ROCK (Monnier et al, 2003) et de la protéine kinase C (PKC) (Sivasankaran et al, 2004).
L’existence de voies de signalisation communes aux inhibiteurs dérivés de la myéline (MAI)
suggeére des interactions dont il peut résulter un effet additionnel ou compétitif. Ainsi, la
phosphorylation Ca dépendante du récepteur a I’EGF active I’inhibition des CSPG et des MAI
(Koprivica et al, 2005). Inversement, la CSPG transforme I’effet attractif de SemaSA en un effet

répulsif (Kantor et al, 2004).

Oligodandrocytes and myelin debris
I epbeinBl ScemaD |

Reactva [
asTrocytes
PTIIR ST [

‘umuum' QAU (SIS OCEEamE EITTE TEEES
\ Nogo c.n_ OMap &
2 { ¢ Amino Noga _I:I .

l/ oy o | |

5 || O ¥ Secmaze
m\wx = iy
TROY N, recopuce

\_:«-,__ — . EptAg plexin O

| - A
' VT P \ 81 recoprors? |

Figure 17. Mode d’action des CSPG. Interaction avec les MALI.

L’inhibition de la croissance axonale par les CSPG et les astrocytes activés partage des voies de signalisation
communes aux MAI, en particulier RhoA et le calcium intracellulaire. RhoA met en route une cascade métabolique
aboutissant a la déphosphorylation de I’actine-ATP. Le calcium activerait le récepteur de ’EGF (EGFR) et la
protéine kinase C (PKC) qui activerait P75NRT, domaine intracellulaire de NgR (Yiu et al, 2006).

2.3.2 Les laminines
Les laminines, sont des molécules trimériques résultant de 1’assemblage de trois sous-

unités a, B et y. Elles sont des constituants de la membrane basale et de la matrice extracellulaire.

Peu exprimées dans le systeme nerveux central, elles sont tres abondantes dans le systeme
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nerveux peériphérique (Luckenbill-Edds et al, 1997). Surexprimées par les astrocytes lors de
lesion médullaire ou cérébrale, elles circonscrivent le foyer lésionnel et participent a la cicatrice
gliale (Giftochristos et al, 1988 ; Risling et al, 1993 ; Liesi et al, 1985 ; Stichel et al, 1994).

Au cours du développement, certaines laminines, en particulier la laminine-y1, stimulent
la croissance de 1’axone (Calof et al, 1985) selon un mécanisme impliquant les Bl-intégrines
(Tomaselli et al, 1990). D’autres isoformes, notamment la laminine-s et la lamine 11, exprimées
par la lame basale synaptique, stoppent la croissance neuritique (Patton et al, 1997). Elles sont
¢galement impliquées dans le guidage de 1’axone en croissance et les migrations neuronales

(Chen et al, 2009).
2.3.3 Facteurs sécrétés par les fibroblastes et les cellules méningées

Certains composants de la matrice extracellulaire qui guident la migration de 1’axone et
régulent la synaptogenése au cours du développement, sont réprimés lorsque la mise en place des
faisceaux de substance blanche s’achéve. Chez I’adulte, ils régulent la plasticité neuronale et

stabilisent les connections synaptiques.

Au cours du processus de cicatrisation, ces ligands inhibiteurs sont surexprimés par les
cellules gliales et les fibroblastes recrutés sur le site lésionnel (Qiu et al, 2000). Leur interaction
avec les récepteurs exprimés par le cone de croissance des axones contribue a I’inhibition exercée

par la cicatrice gliale sur la régénération axonale (Fournier et al, 2001).
2.3.3.1 Les sémaphorines

La sémaphorine 3A (Sema3A) est exprimée par les fibroblastes méningés et les
motoneurones de la moelle spinale (Pasterkamp et al, 1998). Dans le foyer Iésionnel, la Sema3A
libérée par les fibroblastes se fixe aux CSPG. Le complexe Sema3A-CSPG ainsi constitué se lie a
un corécepteur membranaire unissant la Plexine (Plex), la Neuropilinl (NP-1) et la protéine
d’adhésion cellulaire L1 (LLCAM) exprimée par le cone de croissance et stoppe la repousse de

I’axone (Pasterkamp et al, 1999).

L’activation du complexe NP-1/Plex par la sémaphorine3A inhibe deux GTPases

impliquées dans 1’assemblage des filaments d’actine, Racl et RhoA. Leur inhibition conduit a la
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I’activation d’une protéine dépolymérisante du filament d’actine, la cofiline (Aizawa et al, 2001)
dont il résulte une désorganisation des filaments d’actine structurant la trame cytosquelettique des
filipodes et des lamellipodes avec morphologiquement, un collapsus du cne de croissance qui
devient dystrophique. Plus généralement, ces altérations du cytosquelette perturbent les
propriétés d’adhésion et de motilité cellulaires, ainsi que le transport axoplasmique (Ramakers et
al, 2002).

Les mécanismes d’action des sémaphorines relevent d’une grande complexité pour des
raisons liées a la machinerie et a I’environnement cellulaires. Leurs effets sur le cytosquelette
varient selon la population neuronale, la nature et la position du récepteur a la surface cellulaire,
les voies de signalisation activées (RhoA ou Racl). lls peuvent étre modulés par d’autres ligands
(Ephrine, Nétrine, Slit...) agissant sur les mémes voies de signalisation ou sur des voies
convergentes (RhoA, Racl, CDC42). L’action finale sur le métabolisme microtubulaire repose
également sur la nature de 1’effecteur cytosquelettique (Myosine 11, Cofiline, Formine, Arp2/3...)

impacteé par les différentes voies de signalisation (Lowery et al, 2009).

Les protéoglycanes de I’environnement cellulaire modulent 1’action des sémaphorines
ainsi que celle d’autres signaux guidant la croissance de 1’axone. Les domaines thrombospondin-
repeat (TSR) contenues dans SemabA, ont la propriété d’interagir avec les chaines GAG des
CSPG et des HSPG de la matrice extracellulaire. Des études in vivo sur des embryons de rats
montrent que le sens du signal exercé par Sema5A sur le guidage de I’axone en croissance est
déterminé par la nature de la protéoglycane. Au cours du développement, ’interaction de
SemaSA avec les HSPG résulte en un signal attractif sur I’axone, tandis que celle avec les CSPG
convertit Sema5A en un signal inhibiteur (Kantor et al, 2004). Ce dispositif participe a
I’organisation fasciculaire de la substance blanche au cours du développement. Dans le site
lesionnel, il contribue a expliquer I’inhibition de 1’axonogenése par les CSPG d’origine

astrocytaire selon un mécanisme impliquant les sémaphorines.

L’action des sémaphorines sur le cone de croissance est également modulée par les
neurotrophines. Par exemple, le BDNF sensibilise le cone de croissance a I’action de la Sema3A,
tandis que le NGF augmente sa résistance (Dontchev et al, 2002) en se fixant sur le P75 qui

bloque la voie de signalisation RhoA (Hubert et al, 2003).
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2.3.3.2 Les éphrines

Les éphrines sont des protéines réparties en deux sous-classes, les Ephrines A et B. Elles
se lient a des récepteurs membranaires appartenant également a deux sous-classes, les EphA et
les EphB, qui sont des récepteurs tyrosine kinase (RTK). Attachées elles-mémes a la membrane
cellulaire, leur interaction avec leurs récepteurs necessite une interaction cellulaire. L’effet du
complexe ligand-récepteur est bidirectionnel, s’exercant a la fois sur la cellule présentant le

ligand Ephrine et sur la cellule cible exprimant le récepteur Eph.

Au cours du développement, I’EphrineB2 et B3, EphA4 et EphB2 sont des signaux de
migration cellulaire et de guidage axonal intervenant dans la structuration des réseaux neuronaux.
L’EprineB3 participe au le guidage des axones constituant le faisceau corticospinal au cours de
I’ontogenése (Flanagan et al, 1998 ; Holder et al, 1998 ; McLaughlin et al, 1999).

Sur le site lésionnel, elles sont impliquées dans le rétablissement de la barriere hémato-
encéphalique et exercent un effet répulsif sur le guidage de I’axone en croissance. L’EphrineB2 et
son récepteur EphB2 sont normalement exprimés par les astrocytes et les fibroblastes méningés
(Miranda et al, 1999). On constate une surexpression d’EphrineB2 par les astrocytes actives et
une surexpression de son récepteur EphB2 par les fibroblastes méningés recrutés sur le site
Iésionnel. L’interaction de ces deux populations cellulaires conduit a 1’élaboration d’une nouvelle
la lame basale (Bundesen et al, 2003) indispensable au rétablissement de la barriere hémato-

encéphalique.

Parallelement, la surexpression d’EphA3 par les astrocytes activés contribue a expliquer
I’effet inhibiteur de la cicatrice gliale sur la croissance axonale (Irizarry-Ramirez et al, 2005).
L’EphA7 surexprimé par les astrocytes activés est un régulateur de 1’apoptose chez le rat

(Figuera et al, 2006).
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Figure 18. Intervention des GTPases RhoA, racl et CDC42, dans la régulation du fonctionnement du cone de
croissance.

Les signaux de guidage axonal activent des molécules comme les GEF ou les GAPs qui respectivement activent ou

inhibent de petites GTPases de la famille Rho. Les GTPases (RhoA, RACL1, et CDC42) activées par fixation de GTP
modulent D’activité des effecteurs cytosquelettiques : contraction de I’actomyosine du domaine T du céne,
polymérisation ou dépolymérisation de 1’actine-F des filopodes (Lowery et al, 2009).

In vitro, 1’éphrineB3 exerce une forte inhibition sur la croissance neuritique impliquant le
récepteur EphA4 (Benson et al, 2005). Fortement exprimés par les oligodendrocytes et la myéline
du systéme nerveux central (Benson et al, 2005), I’ephrineB3 compléte probablement 1’action des
inhibiteurs dérivés de la myéline sur la repousse de 1’axone dans le foyer 1ésionnel, d’autant plus

que son récepteur, EphA4, qui se lie également a éphrineB2, est surexprimé par ’axone des
neurones axotomisés (Fabes et al, 2006).

2.3.4 Nétrines et slits

Les nétrines et les slits constituent des signaux répulsifs ou attractifs pour la croissance et
le guidage axonal selon le type de récepteurs exprimé par le céne de croissance et la nature de

I’environnement cellulaire. Leur structure glycoprotéique contient des sites de liaison pour les
HSPG et les B1-intégrines. (Bradford et al, 2009).

Les nétrines sont des protéines dont la séquence en acides aminés présente les apparente

aux laminines (Huber et al, 2003). Elles sont exprimeées par les cellules de la floor plate au cours
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de I’ontogenése et agissent différemment sur le cdne de croissance selon la nature de la
population neuronale et le type de récepteur exprimé par 1’axone. Ainsi, I’effet chémoattractif de
la nétrine-1 est médié par les récepteurs Dcc (Chan et al, 1996) et son effet répulsif par les

récepteurs Unc-5 (Keleman et al, 2001).

Les molécules slit sont également sécretées par les cellules gliales de la ligne médiane du
systeme nerveux central en développement (Ypsilanti et al, 2010 ; Itoh et al, 1998). Leur liaison

aux récepteurs axonaux Robol et Robo2 constitue un puissant signal répulsif pour I’axone

(Ypsilanti et al, 2010).

Le signal de guidage axonal exerce par les nétrines et les slit semble fondamental dans la
mise en place des fibres commissurales et dans la fasciculation, la décussation des fibres de la
ligne médiane s’opérant grace a I’expression successive par 1’axone de récepteurs aux nétrines
puis aux slit. Ainsi, des souris mutantes pour le Dcc ou la nétrine-1 présentent une agénésie
complete du corps calleux (Barallobre et al, 2005). Des souris mutantes pour slitl et slit2
présentent des anomalies portant sur la mise place du faisceau corticospinal et du corps calleux
(Bagri et al, 2002).

L’environnement cellulaire module I’activité de ces molécules. L’effet répulsif des
molécules slit impliquant Robol et Robo2 apparait potentialisé par les HSPG de la cicatrice
gliale (Hu et al, 2001). Les effets de la nétrine-1 impliquant les récepteurs DCC et ceux des
molécules slit sont modulés par les autres molécules de guidage envisagées précédemment, les
voies de signalisation comprennent ici encore I’activation de RhoA, rac-1 et CDC42. L’effet de la
nétrine-1 dépend du taux d’AMPc dans le cone de croissance et de la concentration en Ca2+
extracellulaire. La fixation de la nétrine-1 sur le DCC est attractive lorsque I’AMPc est abondante
et devient répulsive lors de raréfaction de I’AMPc. Ces effets sont bloqués par un épuisement en
Ca2+ dans le milieu extracellulaire (Ming et al, 1997), ce dernier étant un activateur de RhoA
(Singh et al, 2006). A noter que I’effet de la nétrine-1 sur le guidage axonal est également modulé
par I’entrée du Ca2+ générée par I’activité électrique de 1’axone (Ming et al, 1997).
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2.3.5 Les protéines thrombospondines type-1 repeat (TSR)

Certaines protéines de la matrice extracellulaire présentant des motifs thrombospondin
type-1 repeat (TSR) agissent sur la croissance axonale et la synaptogenese. Elles interviennent au
cours de la morphogenese du systeme nerveux central et au cours de la neuroréparation. Elles
constituent une famille de protéines complexes regroupant la thrombospondine-1, la F-Spondine
et la SCO-spondine (Meiniel et al, 2008).

Thrombospondin Gene Family
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Une des mieux étudiées est la thrombospondine-1 (TSP-1). Sécrétée par les astrocytes,
elle stimule in vitro la croissance neuritique (Neugebauer et al, 1991) et la migration des OPC
(Scott-Drew et al, 1997) selon un mécanisme impliquant les B1-intégrines (Tomaselli et al, 1990).
Elle est surexprimée sur le site lésionnel ou elle stimule la croissance neuritique (Hoffmann et al,

1999). Leur étude sera plus précisément abordée plus loin.
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Figure 20. Sites d’interaction des TSP avec différents ligands de la matrice extracellulaire (Adams et al, 2000).
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Sécrétée par les cellules de la floor plate, la F-Spondine stimule la croissance des axones
commissuraux mais inhibe celle des motoneurones. La structure de la molécule comprend 6
motifs TSR et un motif reeline. Sa fixation sur le récepteur 2 de 1’Apolipoproteine E (ApoEr2)
modulerait la formation de protéine AP a travers une interaction avec 1I’APP exprimée a la surface

cellulaire (Hoe et al, 2005).

La SCO spondine est sécrétée par les cellules épendymaires de 1’organe subcommissural
situé a la partie rostrale de I’aqueduc du cerveau chez tous les vertébrés au cours du
développement (Gobron et al, 1996). Certains motifs TSR de la molécule stimulent in vitro la
croissance neuritique selon un mécanisme également médié par les B1-intégrines (Bamdad et al,
2004). Elle serait impliquée dans le développement des faisceaux de substance blanche et dans la
mise en place de la commissure épithalamique (Hoyo-Becerra et al, 2010). Cette molécule sera

plus amplement décrite par la suite.
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Figure 21. La structure de la SCO-spondine.

La SCO-spondine est une glycoprotéine d’environ 500 kDa présentant un arrangement unique de motifs. Elle est
constituée de 26 motifs « thrombospondin type 1 repeat » (TSR), neuf répétitions de type A du récepteur aux
lipoprotéines de faible densité (LDLRA), deux domaines ressemblant au facteur de croissance épidermique (EGF-
like), trois motifs de type D du facteur von Willebrand (VWD) en NH2-terminal et un motif riche en cystéines

(CTCK) en COOH-terminal (Meiniel et al, 2007).

3) La synaptogenese
3.1 Les CSPG

Les CSPG sont fortement impliquées dans la régulation de la plasticité du systéeme
nerveux central. A la fin de leur développement, lorsque les faisceaux on atteint leurs cibles et
lorsque les connexions sont établies, la matrice extracellulaire constitue autour des neurones des
maillages périneuraux denses (perineural net) enveloppant les réseaux synaptiques de la moelle et
du cerveau (figure 22). lls assureraient la constance de I’architecture tissulaire des réseaux

neuronaux (Margolis et al, 1993) et stabiliseraient les synapses (Celio et al, 1994). Au cours de la
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maturation du cerveau, des modifications graduelles de la matrice protéique et des chaines de
glycosaminoglycanes modifient successivement les propriétés physiologiques des CSPG
(Nandini et al, 2006). La surexpression des CSPG au sein de ces maillages périneuraux
correspondrait a la diminution de la plasticité synaptique constatée a la fin des périodes critiques
(Bush et al, 2007).

Aprés lésion du systeme nerveux central, les astrocytes activés et les OPC surexpriment
les CSPG comme les neurocanes, les phosphacanes et le versicanes (Rhodes et al, 2004),
composants de la cicatrice gliale qui inhibent la neuritogenése et la synaptogenése.
L’administration locale de chondroitinase ABC apres lésion de la substance blanche cérébrale ou
médullaire stimule la repousse axonale et la formation de nouvelles synapses. Le rble exercé par
les CSPG n’est cependant pas univoque. En effet, une Iésion expérimentale du cortex entorhinal,
suscite une surexpression de la phosphacane au cours de la phase de synaptogenése. L’absence de
colocalisation avec la GFAP tend a montrer que la phosphacane n’est pas produit par les
astrocytes. Ces résultats montrent que certaines CSPG ont un effet favorable sur la synaptogenése
sur des modeéles expérimentaux (Harris et al, 2011).

Figure 22. Le rble des CSPG dans la stabilisation des réseaux synaptiques.
Les CSPG constituent autour des arborisations dendritiques une structure réticulaire périneurale (perineural net ou
PNN) qui stabilise les synapses et limite leur plasticité. Le traitement par chondroitinases sur ces PNN libére les
terminaisons dendritiques et favorise la synaptogenese (Bartus et al, 2012).
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3.2 Lareeline

La reeline favorise la formation des arborisations dendritiques (Niu et al, 2008), et la
synaptogenése (Pujadas et al, 2010). Elle stimule la plasticité synaptique chez 1’adulte en se
fixant sur deux récepteurs, I’ApoER2 et le VLDLR (Weeber et al, 2002).

3.3 Les thrombospondines

Au cours du développement, les thrombospondines 1 et 2 sont sécrétées par les astrocytes
immatures. Elles stimulent la synaptogenese in vitro et in vivo. Des cellules ganglionnaires
rétiniennes cultivées dans un milieu appauvri en TSP-2 ne développent pas de connexions
synaptiques. On retrouve alors des structures pré et post-synaptiques dissociées les unes de
autres. 1l est néanmoins difficile de préciser si les TSP-1 et 2 stabilisent des synapses existantes
comme le fait la laminine a4 (Patton et al, 2001), ou si elles augmentent la formation de
nouvelles synapses (Christopherson et al, 2005). Le taux de TSP dans le systéme nerveux central
est régulé au cours du développement et semble corrélé a I’aptitude a former de nouvelles
synapses (Ullian et al, 2001). Il diminue ainsi a la fin de I’ontogenése cérébrale, augmente dans la

période postnatale pour devenir quasi-indétectable chez 1’adulte (Iruela-Arispe et al, 1993).

Dans le cerveau adulte, la TSP-1 et la TSP-2 sont surtout exprimées par les astrocytes et
la microglie activés (Lin et al, 2003). Leur expression augmente apres lésion du cortex (Chamak
et al, 1994) ou de la moelle (Benton et al, 2008). In vitro, le traitement par la TSP-1 d’une culture
de neurones hippocampiques appauvrie en astrocytes stimule la formation de synapses
excitatrices (Hughes et al, 2010). In vivo, la synaptogenése diminue de maniere significative chez
des souris mutantes pour TSP-1/2 par rapport au phénotype sauvage apres lésion du systeme
nerveux central (Liauw et al, 2008). Pour certains, ces résultats pourraient expliquer la
néoformation fréquente de synapses aberrantes qu’on peut a pu mettre en évidence au contact des
cicatrices gliales. Cela pourrait également expliquer pourquoi les axones en croissance forment
de nouvelles synapses et stoppent leur croissance quand ils arrivent au contact d’astrocytes
activés (Liuzzi et al, 1987).

Le mécanisme d’action des TSP dans la synaptogenése reste partiellement élucidé mais

pourrait faire intervenir deux voies de signalisation. D’une part, la TSP-1 active le TGF-B1
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(Shultz-Cherry et al, 1993), facteur de croissance dont on constate la surexpression apres lésion
cérébrale (Makwana et al, 2007). En outre, I’implication du TGF-p1 dans la synaptogenese
centrale est fortement suggérée par son action dans le systéme nerveux périphérique ou sa
sécretion par les cellules de Schwann, stimule la synaptogenese (Packard et al, 2003). D’autre
part, le récepteur a2d61 a la gabapentine a été identifi¢ comme un des récepteurs des TSP
impliqués dans la formation de synapses excitatrices du systeme nerveux central. Au cours de ce
processus, le domaine WWF-A de 1’a2d1 interagit avec les séquences EGF like Repeats
communes a toutes les TSP (Eroglu et al, 2009), séquences egalement identifiées dans la
structure moléculaire des intégrines (Wilkins et al, 1996). Le récepteur a2d1 serait impliquée
dans la synaptogenese au cours du développement et dans la réparation des lésions du systéme

nerveux central.
4) La myélinisation
4.1 Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes proviennent des cellules progénitrices des oligodendrocytes (OPC),
une population cellulaire hétérogéne dont le point commun est d’exprimer une protéoglycane
transmembranaire, le NG2. Ces cellules NG2, expriment également des récepteurs au glutamate
et établissent de maniére transitoire des connexions synaptiques avec des axones non myélinisés
situés dans leur voisinage (Bergles et al, 2010). Par ailleurs, certaines populations de cellules
NG2 génerent des potentiels d’action (Karadottir et al, 2008). Cela confirme 1’idée selon laquelle

la myélinisation peut étre modulée par ’activité neuronale.

L’oligodendrocyte enveloppe ’axone d’une gaine de myéline compacte résultant de
I’enroulement d’une extension de sa propre membrane plasmique autour de I’axe axonal. Les
modifications morphologiques de 1’oligodendrocyte au cours de cet enroulement font appel a des
voies de signalisation indépendantes de celles impliquées dans la maturation du progéniteur
oligodendrocytaire (Buttery et al, 1999). Le mécanisme cellulaire de 1’expansion cytoplasmique
semble activé par le FGF-2 et la protéine kinase C (Yong et al, 1994) dont le substrat pourrait étre
la cadhérine-N (Paynes et al, 1993). La laminine-a2 intervient également a ce niveau en
interagissant avec la a6plintégrine exprimée par I’oligodendrocyte (Buttery et al, 1999).
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Des proteines structurelles comme la proteolipid protein (PLP) et la myelin basic protein
(MBP) contribuent a la compaction de la gaine de myéline du systeme nerveux central. La gaine
de myéline présente des interruptions disposées régulierement le long de I’axone appelées nceuds
de Ranvier ou sont générés les potentiels d’actions. Ces nceuds de Ranvier sont des sites
fonctionnellement spécialisés ou 1’axone s’interface avec les cellules gliales par des protéines

d’adhésion cellulaire.

Il existe une interaction fonctionnelle entre 1’axone et 1’oligodendrocyte. Des souris
mutantes n’exprimant pas la MBP présentent des axones plus fins que le type sauvage avec des
anomalies portant sur la phosphorylation des neurofilaments constituant le cytosquelette axonal.
(Brady et al, 1999). La myelin associated glycoprotein (MAG) serait un des signaux de cette
interaction glio-axonale. Ainsi, des souris mutantes pour le MAG ont des axones correctement
myeélinisés mais dont le calibre est anormalement petit et dont les neurofilaments sont
anormalement espacés les uns des autres (Yin et al, 1998). Dans le systéme nerveux périphérique,
I’axone controle la myélinisation par la sécrétion de plusieurs facteurs de croissance. Ainsi, la
neuréguline-1 (NRG1) sécrétée par 1’axone régule la différenciation des cellules de Schwann
(Nave et al, 2006) et I’épaisseur de la gaine de myéline (Michailov et al, 2004) en se fixant sur le
récepteur a I’EGF (ErbB). Dans le systeme nerveux central, I’axone ne serait pas indispensable a
la différenciation des oligodendrocytes et & la constitution de la gaine de myéline. La
myélinisation ne requiert pas I’interaction NRG1/ErbB, méme si la surexpression de NRG1 par
I’axone conduit a des phénomenes d’hyper-myélinisation (Brinkmann et al, 2008). Les facteurs
de croissance comme 1’IGF-1 qui stimulent la myélinogenése, ne sont pas sécrétés par 1’axone
(Carson et al, 1993). De plus, les oligodendrocytes en culture peuvent myéliniser des axones fixés
chimiquement (Rosenberg et al, 2008).
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Figure 23. Les phases de la remyélinisation.

Au cours de la démyélinisation, il s’associe la destruction de la gaine de myéline et la perte des oligodendrocytes.
Les facteurs mitogenes et pro-inflammatoires sécrétés par la microglie et les astrocytes stimulent la prolifération et la
migration des OPC sur le site lésionnel. Parallélement les macrophages assurent la détersion des débris de myéline.
Par la suite, les OPC se différencient en oligodendrocytes selon un mécanisme impliquant I’axone. L’échec de la
remyélinisation peut résulter d’un échec dans le recrutement ou la différenciation des OPC. Dans le premier cas, le
traitement doit apporter un facteur de recrutement cellulaire, dans le second, il doit apporter un facteur de
différenciation. Les deux modalités thérapeutiques sont antagonistes (Franklin et al, 2008).

4.2 Les intégrines

Les intégrines constituent une famille de récepteurs membranaires hétérodimériques
résultant de I’assemblage de deux sous-unités o et §, impliquées dans les mécanismes d’adhésion
intercellulaire ou avec la matrice extracellulaire. Certaines sont impliquées dans la myélinisation.
In vivo, des souris mutantes pour les Blintégrines montrent une réduction de la myélinisation des
axones dans la moelle spinale et le nerf optique sans qu’il soit observé de troubles de la lignée
oligodendrocytaire. In vitro, les Bl-intégrines sont exprimées par les oligodendrocytes et sont
indispensables a la formation de la gaine de myéline. Cette action emprunte la voie de
signalisation AKT, protéine kinase B dont on a déja vu I’activité anti-apoptotique (Barros et al,
2009). Un des ligands des B1-intégrines impliqués dans la myélinisation pourrait étre la laminine-
a2 dont la déficience chez I’homme est a I’origine de troubles de la myélinisation (Vainzof et al,

1995). Ces effets sont indépendants de la survie ou de la prolifération des oligodendrocytes. Des
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études montrent que des intégrines bien distinctes, comme 1’a6p1-intégrine, stimulent la survie

des oligodendrocytes in vitro (Benninger et al, 2006).
4.3 La ténascine-R

Dans le systeme nerveux central, les oligodendrocytes dérivent de cellules progeénitrices
(OPC) qui résident essenticllement dans la zone ventriculaire ventrale et 1’éminence
ganglionnaire. Leur maturation est précédée d’une phase de prolifération et puis de migration

régulées par les ténascines (TN). 1l en existe plusieurs isoformes dotées de fonctions différentes.

Ainsi, la TN-R, naturellement exprimée par les oligodendrocytes et leurs précurseurs, est
sécrétée dans la matrice extracellulaire. Elle est surexprimée par le systeme nerveux central dans
le foyer lésionnel (Fuss et al, 1993). Elle active la différenciation des OPC en oligodendrocytes
matures. La TN-C, exprimée par les OPC inhibe cette différenciation (Fuss et al, 1993, Czopka et
al, 2009). In vitro, TN-C et TN-R inhibent la myélinisation (Garcion et al, 2004). In vivo, la
surexpression de la TN-R dans des Iésions du systéme nerveux central impacterait moins sur la
myélinisation que sur la synaptogenése. Sa surexpression par les filets périneuronaux
constituerait une barriere limitant la croissance des neurones et le remodelage synaptique
(Deckner et al, 2000 ; Apostolova et al, 2006).

C) La plasticité de la substance blanche ou plasticité myélinique

La plus part des oligodendrocytes sont acquis au cours de la période post-natale précoce.
Chez I’adulte, les OPC continuent néanmoins de générer tout au long de I’existence, de nouveaux
oligodendrocytes. En enveloppant les axones amyéliniques d’une gaine de myéline, ces nouveaux
oligodendrocytes modifient les capacités fonctionnelles des fibres. Ils participent au

renouvellement des oligodendrocytes morts et aux remaniements de la gaine myéline existante.

La capacité proliférative des OPC n’est pas uniforme dans le systéme nerveux central.
Elle est significativement plus importante dans la substance blanche que dans la substance grise

(Dimou et al, 2008). De plus ces capacités prolifératives diminuent avec I’age (Youg et al, 2013).

Le degre de myelinisation de la substance blanche varie selon la topographie. Ainsi

certaines régions de substance blanche restent essentiellement constituées d’axones non
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myeélinisés chez I’adulte. 11 s’agit notamment du corps calleux et plus généralement de faisceaux
reliant les aires associatives (Sturrock et al, 1980). L’amélioration des performances cognitives
supportées par ces régions pourraient étre dues a la stimulation des processus de myélinisation
par ’activité. La myéline ainsi formée au cours de I’age adulte a des caractéristiques structurelles
différentes de la myéline synthétisée au cours du développement. Ainsi, on a pu démontrer que
dans le nerf optique dont la majorité des axones est myélinisée au cours du développement, les
nouveaux oligodendrocytes remanient la gaine de myéline en intercalant des segments a distance
internodale plus courte au cours de la vie adulte. Nogo-A et le récepteur ErbB3 seraient
impliqués ces modifications fonctionnelles de 1’oligodendrocyte liée a 1’age (Chong et al, 2012,
Makinodan et al, 2012). Une étude récente confirme 1’idée que la remyélinisation est phénomene
dynamique. Aprés lésion de la substance blanche médullaire chez la souris, la myéline d’abord
mise en place est fine avec des distances internodales courtes comme au cours de la sénescence.
Mais apres environ 6 mois, la myéline produite par les oligodendrocytes recouvre des
caractéristiques physiologiques avec une distance internodale normale (Powers et al, 2012).
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Figure 24. La plasticité de la substance blanche chez 1’adulte.

La plasticité myélinique repose sur le renouvelement constant de la population oligodendrocytaire et des gaines de
myéline. Cette myélinisation opérée par de nouveaux oligodendrocytes peut porter sur des axones jusqu’alors non
myeélinisés, s’intégrer a la réparation de gaines de myéline altérées ou au remodelage de gaines de myéline non lésées
(Wang et al, 2014)

Les altérations cognitives liées a 1’age ont été corrélées a une dégénérescence de la
substance blanche avec une diminution de la quantité de myéline touchant préférentiellement les
fibres associatives plus que les fibres de projection, et particulierement la partie antérieure du
corps calleux. Cet appauvrissement en myéline résulte chez ’homme d’un déséquilibre entre la

production et la perte des oligodendrocytes au cours de la sénescence. Il est intéressant de
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constater que chez les rongeurs, ce phénoméne de pertes de myéline n’existe pas et que la
proportion d’axones myélinisés dans le corps calleux augmente tout au cours de la vie (Nunez et
al, 2000). Chez le singe Rhésus, la substance blanche du cerveau antérieur diminue de 12% au
cours de la sénescence (Wisco et al, 2008) avec paradoxalement une augmentation du nombre
d’oligodendrocytes de 20 a 50 % dans le cortex préfrontal. Par contre, les gaines de myéline
produites sont plus fines, les distances internodales plus courtes avec une myéline
structurellement altérée (Peters et al, 2004). Ces troubles fonctionnels des oligodendrocytes au
cours de la sénescence pourraient également expliquer les pertes axonales avec 1’age,
I’oligodendrocyte étant indispensable a la survie de 1’axone (Kassmann et al, 2007). Des
expériences de transplantation cellulaire entre animaux d’ages différents montrent que ces
altérations fonctionnelles des oligodendrocytes sont intrinséques a la cellule et ne dépendent pas

de I’environnement cellulaire (Chari et al, 2003).

Certains facteurs environnementaux a I’origine de la plasticité myélinique ont été
identifiés (figure 24). L’intervention du rythme circadien a été suggérée par la forte expression du
géne Cyclin D1 par les OPC. Il existe des différences liées au sexe. La densité
d’oligodendrocytes dans le corps calleux, le fornix et la moelle est de 20 a 40% plus faible chez
la femelle dans 1I’ensemble des espéces de rongeurs étudiees. Cette différence persiste toute la
vie. Par contre, le renouvellement des oligodendrocytes et de la myéline est deux fois plus
important chez la femelle, avec une plus grande activité proliférative et des mécanismes
apoptotiques plus importants chez la femelle qui surexprime la p-calpaine. Ces phénomeénes sont
I’effet direct des stéroides hormonaux (Cerghet et al, 2006). Au cours de la gestation, la synthése
de Prolactine augmente 1’activité proliférative des OPC et la synthése de myéline (Cregg et al,
2007). Le role de l’activité motrice et cognitive semble fondamental. L’activité motrice
volontaire augmente la prolifération des OPC et la production d’oligodendrocytes dans la moelle
spinale de souris adultes (Krityakiarana et al, 2010), et stimule la différenciation des OPC en
oligodendrocytes dans le cortex cérébral (Simon et al, 2011). Dans la période juvénile, les
sollicitations de 1’environnement stimulent la production d’oligodendrocytes et la myélinisation
en activant le cortex (Sanchez et al, 1998, Juraska et al, 1988). La déprivation sociale au cours de
la période critique étendue de P21 a P35 chez la souris entraine une hypomyélinisation de la

région préfrontale, des altérations morphologiques des oligodendrocytes et des anomalies de la
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myéline avec notamment une gaine plus fine et des segments internodaux plus courts. Ces effet
sont réversible apres réintégration sociale y compris chez 1’adulte (Liu et al, 2012). Le récepteur
ErbB3 serait impliqué dans I’influence du milieu environnemental sur le développement des
oligodendrocytes et 1’épaisseur de la gaine de myéline (Makinodan et al, 2012). Ces constatations
se retrouvent également chez le jeune adulte mais d’une maniére différente selon les régions
cerébrales. Ainsi, la socialisation augment la population oligodendrocytaire dans substance noire
mais semble sans effet sur le corps calleux chez la souris adulte (Liu et al, 2012). Le réle de
I’apprentissage et de 1’entrainement moteurs a été étudié chez les musiciens professionnels. Le
volume de la partie antérieure du corps calleux est significativement plus important dans cette
population par rapport a des sujets témoins appariés a 1’age (Schlaug et al, 1995). Ces
observations se retrouvent chez le sujet agé (Boyke et al, 2008) mais pas chez la femme (Lee et
al, 2003). L’effet de I’entrainement a des taches cognitives et motrices comme la lecture sur la
myélinisation de la capsule interne et du corps calleux chez I’enfant (Gebauer et al, 2012) et
I’adulte (Pelphrey et al, 2003) a été démontré par des études par imagerie en tenseur de diffusion.

Le substratum anatomique de cette plasticité myélinique réside dans le couplage entre le
neurone et 1’oligodendrocyte. La prolifération des OPC, la production d’oligodendrocytes et la
myélinisation de 1’axone sont en effet modulées par I’activité neuronale (Barres et al, 1993,
Demerens et al, 1996) grace a I’existence de connexions synaptiques entre 1’axone et
I’oligodendrocyte (Bergles et al, 2000 ; Ziskin et al, 2007). Expérimentalement, la stimulation
électrique du cortex moteur favorise la production d’OPC dans le faisceau corticospinal (Li
2010). Sur le plan biochimique, le glutamate libéré par le neurone glutamatergique dans la fente
synaptique active les récepteurs AMPA/Kainate exprimés par I’OPC et entraine 1’entrée de Ca
dans la cellule (Bergles et al, 2000). L’influx calcique dans les oligodendrocytes active la
tyrosine kinase Fyn qui stimule la transcription de la MBP, un des principaux constituants de la

gaine de myéline (Wake et al, 2011).

L’activité neuronale peut également stimuler la myélinisation par la sécrétion de facteurs
de croissance comme le PDGF-a, le FGF-2, ou la neuréguline-1 (Mitew et al, 2013). Ainsi, la
neureguline-1 sécrétée par 1’axone stimule la prolifération des OPC en se liant a son récepteur
ErbB exprimée par I’OPC. En revanche, en présence de laminine-2a, le complexe neuréguline-

1/ErbB stimule la différenciation en oligodendrocytes matures en se liant a I’intégrine a6p1
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exprimée par I’OPC : la neuréguline-1 devient un signal de différenciation cellulaire (Colognato
et al, 2002).

Ces couplages entre le neurone et 1’oligodendrocyte permettent d’orienter la myélinisation

selon I’activité des fibres nerveuses et la nature de I’environnement cellulaire.

I11) Les approches thérapeutiques

Nous avons vu que la physiopathologie des Iésions traumatiques de la substance blanche
repose sur des mécanismes métaboliques et cellulaires complexes, interférents et évolutifs. 1l en
découle une extréme disparité des cibles thérapeutiques potentielles, chacune offrant une fenétre
d’action spécifique. Cela explique I’extréme disparité des axes de recherches visant a mettre au

point un traitement pour protéger ou réparer la substance blanche (figures 25 et 26).
A) Les approches pharmacologiques ou moléculaires

Les approches pharmacologiques se distinguent selon leur cible d’action en traitements
neuroprotecteurs et neurorégénérateurs. Les premiers visent a protéger les neurones et la myéline
contre les lésions secondaires, les seconds visent a promouvoir la repousse axonale, la
myélinisation et la synaptogenése pour reconstituer de nouveaux circuits fonctionnels. Les
différents traitements modulent la réaction inflammatoire, apportent des facteurs de croissance ou

bloquent les inhibiteurs endogenes.
1) La neuroprotection

L’objectif des traitements neuroprotecteurs est de limiter les dommages cellulaires liés a

la 1ésion secondaire. Nous citerons les principaux modes d’action.
1.1 Les agents anti-apoptotiques

L’intérét de la minocycline dans la neuroprotection a été demontré chez les rongeurs dans
I’ischémie cérébrale focale, I’hypoxie néonatale, et les Iésions traumatiques de la moelle et du
cerveau (Yong et al, 2004). Elle neutralise I’action des ROS, diminue la synthése de NO et inhibe
la synthese et ’action des métalloprotéases (Ryan et al, 2001 ; Brundula et al, 2002). Dans des

modeles d’hémorragie intracérébrale et de lésion médullaire, la minocycline diminue la réaction
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inflammatoire en limitant 1’activation des cellules microgliales (Wells et al, 2003) et réduit les
pertes neuronales et oligodendrocytaires par nécrose et apoptose (Arvin et al, 2002). Le
mécanisme d’action anti-apoptotique passe par une stabilisation de la membrane mitochondriale.
Une étude de phase Il n’a montré aucune efficacité a la phase aigué du traumatisme médullaire
(Casha et al, 2012). Par contre, une réduction des lésions de la substance blanche cérébrale a été
rapportée par une étude clinique portant sur la sclérose en plaques (Metz et al, 2004).

1.2 Les inhibiteurs de I’excitotoxicité et de ’inflammation

L objectif des neuroprotecteurs est ici de bloquer les cascades métaboliques initiées par
I’influx calcique et la libération de glutamate. Les inhibiteurs des canaux calciques comme la
nimodipine améliorent la perfusion tissulaire aprés lésion médullaire chez le rat mais n’ont
apporté aucun bénéfice chez I’homme (Pointillart et al, 2000). La gacyclidine, un antagoniste du
récepteur NMDA au glutamate, a permis de diminuer I’extension de la 1ésion secondaire chez le
rat en réduisant I’influx calcique, mais son administration a la phase aigué du traumatisme
médullaire chez ’homme n’a montré aucune efficacité avec un recul d’un an (Lepeintre et al,
2004 ; Fehlings et al, 2005).

L’utilisation de la méthylprédnisolone a été motivée par ses propriétés anti-
inflammatoires et neuroprotectrices. Elle réduit la peroxydation des lipides induite par les
radicaux libres, améliore 1’excitabilité et la conductibilité des neurones sur des modéles de lésion
médullaire. Quatre essais cliniques successifs, NASCIS | a IV, ont montré que les risques
d’infection et de myopathies contrebalancaient une amélioration neurologique par ailleurs trés
discutée apres lésion médullaire. L’administration d’anticorps dirigés contre les molécules
d’adhésion cellulaire portées par les polynucléaires neutrophiles et les macrophages activés a €té
également testée. On constate une amélioration de la récupération motrice, une réduction des
troubles végétatifs et des douleurs allodyniques dans un modele de Iésion médullaire chez le rat
(Gris et al, 2004).

L’effet antioxydant et stabilisateur de membrane du thyrotropin releasing hormone
(TRH) a conduit a en tester les propriétés dans la lésion médullaire. Le TRH améliore la
perfusion tissulaire sur des modeles expérimentaux de Iésion médullaire. A la phase aigué du

traumatisme médullaire chez ’homme, son bénéfice serait significatif lors de lésion incompléte.
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La citicoline est une substance proactive qui libére la cytidine et la choline. Ces deux molécules
traversent la barriere hémato-encéphalique et s’incorporent aux phospholipides de la membrane
plasmique. Sur des modeles de traumatisme cérébral chez le rat, elle limite les pertes neuronales,

diminue le volume de la contusion et améliore la récupération neurologique (Demsey et al, 2003).
2) La neurorégénération : axonogenése et synaptogenése
2.1 Le blocage des inhibiteurs associés a la myéline

Les inhibiteurs associés a la myeline constituent les premiers inhibiteurs biologiques de la
repousse axonale a avoir été identifiés. Ils ont donc logiqguement constitué la cible privilégiée des

traitements neurorégénérateurs.

Des anticorps IN-1 dirigés contre Nogo-A stimulent I’axonogenése et la formation de
pousses collatérales sur des essais animaux. Son administration intrathécale chez le rat, stimule la
repousse de fibres corticospinales et améliore significativement les performances motrices par
rapport aux placébos (Bregman et el, 1995). Des études en IRM fonctionnelle montrent
¢galement la repousse d’afférences extéroceptives avec des reconnexions appropriées (Liedscher
et al, 2005). Leur administration apres Iésion médullaire cervicale sur des primates améliore la
récupération motrice et en particulier la dextérité manuelle (Freund et al, 2006). Des études de
cinétique chez le rat ont montré que la fenétre d’administration est limitée aux deux premieres
semaines suivant le traumatisme (Gonzenbach et al, 2012). Une étude de phase | réalisée sur 52
patients atteints de lésion médullaire cervicale ou thoracique a la phase aigué ne montre pas
d’effet secondaire (Zorner et al, 2010). Une étude de phase Il lancée en 2006 par I’entreprise
Novartis devrait s’achever cette année. Les résultats portant sur ’efficacité de cette thérapie ne

sont donc pas encore publiés.

Les inhibiteurs de la repousse axonale associés a la myéline, Nogo, MAG et OMgp,
empruntent tous la méme voie de signalisation Rho-ROCK. Rho représente donc une autre cible
thérapeutique logique et intéressante. Son inhibition par la céthrine, analogue de synthese de la
C3 transférase, stimule la repousse neuritique in vitro (Jalink et al, 1994). Chez le rat, la céthrine
favorise la régénération du tractus corticospinal et améliore les fonctions locomotrices apres

lesion médullaire (Dergham et al, 2002). Son administration par application topique (épidurale) a
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la phase aigué d’une Iésion médullaire cervicale ou thoracique compléte (ASIA A) a été testée en
essai de phase I/l1la sur 48 patients. Une amélioration significative a été constatée chez 66% des
patients atteints de lésion cervicale dont le score ASIA était de C ou D a 1 an (Felhings et al,

2011). Un essai de phase 11 est envisagé.

Les gangliosides sont des glycolipides membranaires retrouvés en grande quantité dans le
systeme nerveux central. In vitro, ils stimulent la neuritogenése (Ferrari et al, 1983). In vivo, ils
limitent le processus de degénérescence axonale antérograde et améliorent les performances
comportementales des animaux apres lésion cérébrale (Gorio et al, 1984). Un ganglioside, le
GM-1, a été testé chez 34 patients 1ésé médullaires a la phase aigué, associé ou non a la
méthylprédnisolone. Une étude multicentrique portant sur 797 patients (Sygen GM-1 study) n’a
montré aucune amélioration significative (Chinnock et al, 2005).

2.2 Le blocage des inhibiteurs associés a la cicatrice gliale

Nous avons vu que les CSPG de la cicatrice gliale constituent autour du site lésionnel, une
barriere mécanique et métabolique a la repousse axonale. L’obstacle métabolique est
essentiellement supporté par les chaines de glycosaminoglycanes (GAG). La matrice protéique
intervient probablement par ses liaisons fortes avec les molécules de la matrice extracellulaire
comme la laminine et la fibronectine et avec les molécules d’adhésion cellulaires exprimées par

les cellules neurales (Yiu et al, 2006).

Des enzymes clivant les GAG de la matrice protéique ont été testées pour leur double
action mécanique et métabolique. La chondroitinase ABC est une enzyme bactérienne qui
détache les GAG du cceur protéique de la CSPG. Elle a été testée sur des modéles de lésion
médullaire chez le rat dans I’hypothése que la destruction des CSPG rendrait 1’environnement
cellulaire plus permissif a la croissance axonale. Chez le rat, la chondroitinase ABC stimule la
croissance axonale, la formation de repousse collatérales et la récupération motrice sur des
modeles de contusions médullaires thoraciques (Bradbury et al, 2002 ; Barritt et al, 2006). Des
résultats prometteurs ont été obtenus sur des modéles animaux en combinant la Chondroitinase
ABC et la neurotrophine NT-3, facteur de croissance appartenant a la famille du NGF, qui
stimule la croissance axonale et la synaptogenése (Garcia-Alias et al, 2011). Aucun essai n’a

encore été mené chez I’homme.
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2.3 Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance régulent la survie des neurones et des oligodendrocytes, la
croissance neuritique, la synaptogenése et le fonctionnement synaptique au cours du
développement. Ils persistent chez 1’adulte dans certaines régions du cerveau comme
I’hippocampe et le bulbe olfactif ou la plasticité neuronale reste importante (Maisonpierre et al,
1990). Leur administration intrathécale ou intravasculaire souleve le probléeme de
I’imperméabilité de la barriere hémato-encéphalique ou hémato-médullaire. A ce titre, les
thérapies géniques et cellulaires semblent mieux adaptées pour délivrer dans le tissu cible la

molécule thérapeutique (Jain et al, 2008).

Le BDNF, les FGF, le GDNF le NGF et le NT-3 ont été testés sur des lésions médullaires
et cérébrales expérimentales. Aprés lésion médullaire chez le rat, la repousse axonale porte sur
des faisceaux différents selon la molécule utilisée. Ainsi le NGF stimule la croissance des fibres
coerulospinales (Tuszinski et al, 1996), le NT-3 celle des fibres corticospinales (Grill et al, 1997)
le BDNF celles des fibres rubrospinales, réticulospinales et proprioceptives (Bregman et al,
1997 ; Kwon et al, 2002). Le FGF est un facteur de croissance stimulant la synaptogenése et
I’axonogenése (Mason et al, 2007). Il a été testé sur une série prospective de 49 patients lésés
médullaires. Son administration in situ a 10 semaines puis par voie intrathécale a 6 mois améliore

a 24 mois les scores ASIA moteur et sensitif (Wu et al, 2011).
B) Les approches cellulaires

Les thérapies cellulaires visent a restituer les neurones et les oligodendrocytaires détruits,
selon deux modalités parfois combinées : (1) remplacer directement les cellules perdues ; (2)
rendre permissif le milieu cellulaire pour favoriser la reconstitution les réseaux neuronaux. Les
deux approches de la thérapie cellulaire comprennent la transplantation cellulaire (thérapie
exogene) et l’activation des cellules résidentes (thérapie endogéne). A noter que ces deux
approches sont convergentes puisque les cellules transplantées produisent localement des facteurs

de croissance qui stimulent les cellules résidentes.

La remyélinisation représente 1’objectif crucial des thérapies cellulaires. Chaque phase de

la remyélinisation constitue une cible thérapeutique : (1) la prolifération des OPC activée par des
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facteurs de croissance comme le PDGF (Woodruff et al, 2004) ou le FGF-2 (Zhou et al, 2006)
sécretes par les cellules astrogliales activées ; (2) le recrutement des OPC dans le site lésionnel
stimulé par les facteurs chémo-attractifs sécrétés par les cellules astrogliales activées ; (3) la
différenciation des OPC en oligodendrocyte déclenchée par le contact avec 1’axone démyélinisé.
Le FGF-2 inhibe cette phase de différenciation (Zhou et al, 2006).

Les techniques de transplantations cellulaires restituent les oligodendrocytes perdus en
apportant des OPC (Groves et al, 1993), des cellules de Schwann (Blakemore et al, 1985), des
cellules olfactives engainantes (Franklin et al, 1993), ou des cellules souches neurales (Hammang
et al, 1997). Ces traitements sont fondés sur I’hypothése que le défaut de myélinisation résulterait

d’un trouble du recrutement ou de la différenciation des OPC.

Le bien-fondé de ces thérapies cellulaires a été critiqué par certains auteurs, pour lesquels
le défaut de myélinisation ne serait pas lié a une raréfaction des oligodendrocytes dont le nombre
serait suffisant pour assurer la remyélinisation. L’environnement cellulaire non permissif
expliquerait I’échec de ces thérapies, les cellules transplantées y étant exposées de la méme

maniere que les oligodendrocytes endogenes (Franklin et al, 2008).

Nous avons vu que la réaction immune est délétére dans les Iésions traumatiques du SNC.
Aussi, la déplétion macrophagique limite-t-elle 1’extension des lésions de la substance blanche
dans certains modéles animaux (Popovitch et al, 1999). D’autres expérimentations ont pourtant
montré qu’on pouvait orienter I’activation des macrophages vers des phénotypes favorables a la
réparation du SNC. Ainsi, des macrophages activés d’une maniére contrdlée dans le tissu cutané
ou le systeme nerveux périphérique, produisent des facteurs de croissance comme le BDNF,
réduisent la sécrétion de TNF-a et neutralisent le glutamate aprées transplantation dans une Iésion
du systeme nerveux central (Bomstein et al, 2003). Des résultats favorables obtenus sur des
Iésions médullaires chez le rat ont conduit au lancement d’un essai de phase | incluant 8 patients
en 2000. Un essai de phase Il organise par la suite a été interrompu pour des problemes de

financement.

Des essais de thérapie cellulaire, actuellement lancées chez I’homme par des firmes nord-
américaines, utilisent des cellules souches. Le materiel utilisé comprend des cellules souches

mésenchymateuses de la moelle osseuse autologues (DaVinci Biosciences, Costa Mesa, CA et
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TCA Cellular Therapy, Covington, LA), et des cellules souches neurales adultes hétérologues
d’origine cérébrale (StemCells, Newark, CA). Ces études sont fondées sur des résultats
intéressants obtenus sur des modeles animaux de Iésions cérébrales et medullaires, ischémiques et
traumatiques. Le mécanisme d’action reste difficile a comprendre. 1l est improbable que des
cellules souches mésenchymateuses se différencient dans la substance blanche vers un phénotype
neural. Leur destin apparait en fait trés tributaire de I’environnement cellulaire ou elles sont
implantées. Des expérimentations chez le rat montrent ainsi que des cellules souches neurales
transplantées dans une moelle saine ou lesée se différencient en cellules gliales ou restent
indifférenciées, tandis que celles transplantées dans des régions électives de 1’encéphale comme
I’hippocampe, se différencient principalement en neurones (Cao et al, 2001 ; Shihabuddin et al,
2000). Notre incapacité a maitriser chez 1’hote le destin des cellules souches transplantées et la
prédominance de leur différenciation gliale constituent les écueils des thérapies cellulaires.
L’amélioration fonctionnelle aprés traumatisme cérébral ou médullaire expérimental n’est donc
pas liée a la restitution des pertes cellulaires. Les cellules souches créent vraisemblablement un
environnement cellulaire favorable a la régénération par la sécrétion de cytokines et de facteurs
neurotrophes comme le NGF, le BDNF ou le GDNF (Lu et al, 2003 ; Parr et al, 2007).

Les thérapies endogenes utilisent des facteurs de croissance pour stimuler la production
de myéline par les cellules résidentes. Les difficultés auxquelles se heurtent ces thérapies sont
liées au fait que les facteurs de croissance utilisés agissent a différentes phases du processus de
remyélinisation avec parfois des effets opposés. Ainsi le FGF-2 et le PDGF stimulent la
prolifération et la migration des OPC mais inhibent les deux dernieres étapes de leur
différenciation en oligodendrocytes (Zhou et al, 2006 ; Wang et al, 2007).

Les facteurs neurotrophes exercent sur la croissance axonale des actions spécifiques, qui
varient selon le type de population cellulaire et leur niveau d’activité (Miller et al, 2001). En
pratique, deux facteurs neurotrophes ont été testés chez 1’homme avec des resultats présentés
comme significatifs : (1) le NGF dans la maladie d’Alzheimer, par transplantation intracérébrale
de fibroblastes autologues modifiés génétiquement pour exprimer le NGF (Tuszinski et al,
2005) ; et (2) le FGF acide administre par voie topique apres laminectomie puis intrathécale a 3
mois d’intervalle sur une série non contr6lée de 60 patients 1ésés médullaires a la phase chronique
(Wu et al, 2008).
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Strategy General target Potential agents Expected outcome
Meuroprotection  Apoptotc Calpeptin, SNJ19435, Ca™ channel blockers, Bel-2 Prevent secondary apoptotic induction
regulators activators, cytochrome ¢ blockers, minocycline
Excitotoxic GluR inhibitors (Agmantine, MKE01), GABA Increase synaptic activation threshold
regulators agonists (pregnenolone, glutamine synthetase,
baclofen, benzodiazepines)
Trophic Adhesion modifiers, hormone therapy (ACTH, Restore peneral homeostasis, neural growth
regulators esrogen, testosterone, malanotropin, GH), stmulator, enhance pro-survival glial activation,
moncsialic ganglioside, growth factors (NGF, promotes intracellular survival cascades
BDNF, NT-3, NT-4, FGF, GDNF)
Anti- COX-2 inhibitors, MP, selective lymphocyte/ Reduce natural killer/macrophage related toxicity,
inflammatories  macrophage activation, reduces prostaglandin
production
Axonal Axonal Newrotransmitter trearment { Seratonin, clonidine, Promotes axonal extension and synaptic
Tegeneration trophism tizanidine, CPG stimulation, FES/FINS), protein reconnection
kinase modulation, Chondrotinase, Nogo inhibitors,
Nogo receptor blocker, soluble LINGO-1 (LINGO-
1-Fc)
Glial trophism  FGF, GDNF, VEGF, eswogen, GH Promotes glial survival/proliferation and thus
neurcnal/meurite survival
Glial inhibitors  MNogo inhibitors, Nogo receptor antagonists, anti- Prevents inhibitory sear formation, allows axonal
inflammatory med’s (for microglia) regrowth through injury area
Foreed-use Constraint-induce therapy, Forced-use training Potentiates axonal activation by mechanically
training reducing activation threshold of synapses
Stem cell Adult BMSCs, fat cells, dermal cells, olfactory ensheathing  Potentiates remyelination of axons, glial
therapy cells repopulation, growth factor production
Embryonie Human (from in vitro fertilization), cloned Glial and neuronal repopulation possble (with
directed growth factor administration prior tof
immediately following transplantation
Allografts Schwann eell autografts, allografts Axonal recapitulation; glial cell repopulaton
Other Tetracycline Unclear Possible anti-inflammatory activities

Figure 25: Axes de recherche dans le traitement des lésions médullaires traumatiques

d’action (Varma et al, 2013)

Agent/sponsor

. cibles et mécanismes

Mechanism of action

AL-208/Allon therapeutics

Activity-dependent neurotrophic factor

Anatibant (XY 2405)/Xytis

Bradykinin B, receptor antagonist

Citicoline/National Institute of Child
Health and Human Development, USA

An endogenous compound, which is used
orally or parenterally for getting more choline
into the brain when the requirements are high

Darbepoetin alfa (Amgen’s Aranesp®)/
University of Alberta

Effect is mediated through the activation of epoetin
receptors whose activation prevents the exocytosis
of glutamate, a known neurocytotoxin, into CSF

Recombinant human erythropoietin/
Medical College of Wisconsin

Multiple mechanisms of neuroprotective effect:
antiapoptotic and reduction of cerebral edema

Ketamine/University of Arkansas

Ketamine, an intravenous anesthetic, has possible
neuroprotective effect

KN 38-7271/KeyNeurotek AG

A cannabinoid receptor agonist

NNZ-2566/ Neuren Pharmaceuticals

This is a small molecule analog of Glypromate™
(Glycine-Proline-Glutamate, derived from IGF-1)

Oxycyte/Synthetic Blood International Inc.

A second-generation PFC that increases oxygen
levels in damaged brain

Progesterone intravenous/NIND

Reduction of brain swelling and damage after blunt TBI

Rivastimine/Novartis

ChE inhibitor approved for the treatment of
Alzheimer's disease, now tested for the treatment of
cognitive deficits resulting from TBI

Stem cell transplantation/University of Texas

Autologous bone marrow derived stem cells
for TBI in children

NIND, National Institute of Neurological Disorders and Stroke, USA.

Figure 26 : Axes de recherche dans le traitement des lésions cérébrales traumatiques : cibles et mécanismes d’action

(d’apres Jain et al, 2008).
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C) Le NX210

Le NX210 est un peptide de 12 acides aminés dont la séquence dérive de la SCO-
spondine, protéine TSR impliquée dans 1’ontogenése cérébrale et médullaire. Notre travail
expérimental avait pour objectif d’évaluer les propriétés neuroréparatrices et neurorégeneratrices

de cette molécule.
1) La SCO-Spondine
1.1 La Sécrétion

La SCO-spondine est sécrétée par 1’organe subcommissural, différenciation de
I’épendyme située sous la glande pinéale, a la jonction entre le diencéphale et le mésencéphale.
Au cours de I’ontogenése cérébrale, 1’ensemble de épendyme sécrete de nombreux morphogenes
impliqués dans la croissance et le guidage de I’axone (Sarnat et al, 1992 ; Wagner et al, 1990).
Au cours de la période néonatale chez I’homme, cette fonction sécrétoire se restreint
considérablement, et ne persiste qu’a la partie rostrale de la face dorsale de 1’aqueduc du
mésencéphale pour constituer 1’organe subcommissural. L’utilisation d’anticorps dirigés contre la
fibre de Reissner a permis de marquer 1’OSC chez tous les vertébrés explorés sauf les singes
anthropoides adultes (Rodriguez et al, 1984) et I’homme y compris le feetus (Rodriguez et al,
1990).

Sur le plan histologique, I’OSC est constitué d’une couche de cellules épendymaires dont
le pble apical est au contact avec le liquide cérébrospinal (LCS) et dont le pdle basal entretient
des rapports étroits avec les capillaires sanguins sous-jacents ou vaisseaux hypendymaires. A la
différence des autres organes circumventriculaires du cerveau dont il fait partie, I’organe
subcommissural est le seul doté d’une barriére hémato-encéphalique (Leonhardt et al, 1980 ;
Meiniel et al, 1996). Les cellules épendymaires sont par endroits séparées des vaisseaux sanguins
par une couche de cellules hypendymaires d’importance variable selon les espéces, ayant les
mémes caractéres secrétoires (Krabbe 1925, 1933). Entremélées de cellules gliales et de
vaisseaux sanguins, les cellules hypendymaires sont retrouvées jusque dans la commissure
épithalamique (Meiniel et al, 1996). Les cellules épendymaires et hypendymaires ont une méme

origine gliale mais n’expriment ni la GFAP ni la protéine S100. Ce phénotype les apparente a des
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épendymocytes particuliers de la face ventrale du tube neural qui constituent la plaque ventrale
ou floor plate (Sarnat et al, 1992), et interviennent dans la régionalisation ventrale du SNC. lls

guident la migration et la différenciation des neurones selon le plan ventrodorsal.

L’activité de syntheése de I’OSC est précoce au cours de ’ontogenése cérébrale. Elle
débute vers 2,5 jours chez le poulet et la plupart des especes de vertébrés étudiées (Didier et al,
1992, Naumann et al, 1987). L’activité sécrétoire des épendymocytes et des hypendymocytes
s’effectue par leur pOle basal qui est au contact des capillaires sanguins. Elle s’effectue également
par le pole apical des cellules épendymaires vers la cavité ventriculaire ou le produit de sécrétion
forme au contact du LCS, des agrégats fibrillaires appelés fibres de Reissner. L’utilisation
d’anticorps polyclonaux (Karoumi et al, 1990) puis monoclonaux (Meiniel et al, 1988b, Duchier-
Liris et al, 1991) dirigés contre les protéines de I’OSC et la fibre de Reissner a permis de

caractériser cette sécrétion et montrer qu’elle est identique aux poles apical et basal des cellules.
1.2 La structure moléculaire

La SCO-spondine est une glycoprotéine d’origine cérébrale de 5146 acides aminés
initialement isolée chez les bovins (Gobron et al, 1996). Son nom fait référence a sa sécrétion par
I’organe subcommissural (SCO) et a son appartenance a la superfamille des Thrombospondines

qui regroupe des protéines exprimees dans le systéme nerveux des Vertébreés.

Son géne, localisé sur le chromosome 4, est exclusivement exprimé par I’OSC (Meiniel
1995). Des expériences de Northern-blot ont montré qu’il faisait I’objet d’une régulation
complexe débouchant sur I’existence de transcrits de tailles différentes (Creveaux et al, 1997). Il
en résulte que la SCO-spondine existe sous plusieurs isoformes expliquant la variabilité
structurelle et fonctionnelle de la molécule (Meiniel et al, 2001). La principale isoforme de la
SCO-spondine partage des domaines communs avec des protéines de la matrice extracellulaire
impliquées dans des voies de signalisation cellulaire. Ainsi, la SCO-spondine compte 26
domaines “thrombospondine type 1 repeats” (TSR), 9 domaines low density lipoprotein receptor
LDLr type A repeats (LDLRA), 2 domaines epidermal growth factor like (EGF-like), 2
répetitions de type D du facteur Von Willebrand (VWFD) en NH2 terminal et un motif riche en
cystéines (CTCK) en COOH terminal.
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Les domaines TSR contenus dans la molécule apparaissent particulierement abondants,
comparativement aux autres molécules de la famille des thrombospondines. Ils contribueraient
pour une tres large part a expliquer les fonctions biologiques de la molécule. De fortes
homologies ont été constatées avec les domaines TSR des TSP-1 et TSP-2, impliquées dans les
interactions protéiques et les mécanismes adhésion cellulaires, dans la migration des cellules des
crétes neurales (Sage et al, 2001) et la croissance neuritique (Neugebauer et al, 1991). Ces TSR
sont egalement retrouvés dans les F-Spondine-1 et 2 et les mindine-1 et 2 sécrétées précocement
par les cellules du floor plate (Klar et al, 1992 ; Higashijima et al, 1997) et dans les
sémaphorines-5a et 5b (Adams et al, 1996). Toutes ces molécules sont impliquées dans le
guidage de I’axone en croissance. Par ailleurs, les motifs TSR de la SCO-spondine constituent
des sites de liaison avec les glycosaminoglycanes et les facteurs de croissance, ce qui confirme la
participation de cette molécule aux processus développementaux médiés par les protéoglycanes et

les facteurs de croissance (Gobron et al, 1996 ; Meiniel et al, 2001).

Les motifs LDLRA de la SCO-spondine sont retrouvés dans les composants actifs de la
matrice extracellulaire, comme les protéines C6-C9 du complément. Egalement exprimés par les
neurones de I’hippocampe, ces récepteurs LDLRA sont impliqués dans la synaptogenese et la
plasticité synaptique (Mulder 2007). Transitoirement surexprimés par les oligodendrocytes au
cours de la période de myélinogenese qui suit la naissance, les LDLRA semblent indispensables a
la formation de la gaine de myéline (Zhao, 2007).

Les domaines EGF-like, également retrouvés dans la TSP-1 et la TSP-2 (Meiniel 2001),
sont présents dans la partie extracellulaire de protéines impliquées dans les mécanismes

d’adhésion cellulaire comme les laminines (Mayer et al, 1993).

1.3 Propriétés biologiques de la SCO-Spondine et de ses peptides

dérivés

Des expérimentations in vitro portant sur des cultures primaires de neurones corticaux et
spinaux ont d’abord montré que la fibre de Reissner favorisait la survie et ’agrégation des
neurones (Monnerie et al, 1995), stimulait la pousse neuritique et la fasciculation. L’obtention de
ces résultats en 1’absence de cellules gliales montre que le complexe moléculaire agit directement

sur les neurones (Monnerie et al, 1997).
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Par la suite, des peptides furent synthétisés et testés dans les mémes conditions que la
fibre de Reissner, sur des cultures primaires de neurones corticaux et spinaux. Chacun reprenait
la séquence d’acides aminés des motifs TSR, LDLRA ou celle d’un site liant les
glycosaminoglycanes. Seule la séquence TSR de la SCO-spondine a permis de reproduire les
effets de la fibre de Reissner, a I’exception 1’agrégation des neurones spinaux qu’elle inhibait
(Monnerie et al, 1998).

Des lignées cellulaires neuronales ont ensuite été testées pour reproduire et analyser avec
une meilleure reproductibilité les phénomenes de pousse neuritique et d’agrégation cellulaire
observés sur les cultures primaires. La lignée B 104, issue du clonage d’un neuroblastome du
systeme nerveux central de rat, permit de reproduire fidelement les effets observés sur les
cultures primaires : la stimulation de la survie cellulaire, la modification des contacts entre les
neurones avec formation d’agrégats cellulaires, la stimulation de la croissance neuritique et la
fasciculation (EI Bitar et al, 1999, 2001).

2) Le NX210
2.1 Caractérisation chimique

Le NX210 est un duodécapeptide dont la séquence (WSGWSSCSRSCG) contient les

acides aminés les mieux conservés du motif TSR de la SCO-spondine.

La séquence WSXWS est un site d’interactions protéiques retrouvé dans le motif
Fibronectin Type Il Repeat (FNIII) de plusieurs facteurs de croissance et de différenciation
cellulaires (Patthy 1990). Ces domaines FNIII sont également inclus dans la séquence de
nombreuses glycoprotéines de la matrice extracellulaire et des protéines membranaires
notamment le récepteur a ’interleukine-2. Le r6le fonctionnel de ces domaines est fondamental.
Une mutation de la séquence FNIII dans le récepteur a bloque la signalisation transmembranaire
médiée par I’interleukine-2. Par ailleurs, certains mécanismes d’adhésion et de signalisation

cellulaires résultent d’une interaction entre le FNIII et les B1intégrines (Chi-Rosso et al, 1997).
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2.2 Propriétés biologiques
Agrégats cellulaires et neuritogenese

Le NX210 a été testé in vitro sur des cultures primaires de neurones embryonnaires du
cortex et de la moelle spinale de Poulet dans un milieu privé de sérum. Dans les cing jours
suivant I’ensemencement sur un substrat recouvert de NX210, on observe la formation d’agrégats
cellulaires connectés par des processus neuritiques nombreux et regroupés en faisceaux. Par
ailleurs, ces agrégats cellulaires adhérent fortement au substrat. Par rapport aux cultures témoins,
les agrégats sont 9 fois plus nombreux, et les prolongements neuritiques significativement plus
longs et plus nombreux. Sur des cultures de neurones spinaux, le NX210 n’induit pas la
formation d’agrégats cellulaires. Les cellules et restent dispersées dans le milieu, connectées par

un important réseau constitué par les processus neuritiques.

Des expérimentations reprenant les mémes types cellulaires mais avec une faible densité
de cellules permit de démontrer que la stimulation de la neuritogenése n’était pas liée a la

formation des agrégats cellulaires.

Pour s’assurer que ces effets ne résultaient pas simplement des propriétés chimiques des
acides aminés présents dans la molécule, les expériences furent reproduites avec un «scramble
peptide », molécule contenant les mémes acides aminés mais disposés selon une séguence
différente. L’absence d’adhésion cellulaire et de croissance neuritique permit de confirmer le

caractere spécifique du mode d’action du peptide (Monnerie et al, 1998).
Synaptogenése

Des études immunohistochimiques in vitro ont montré que le NX210 stimule la
synaptogenese sur des cultures de lignée B104. Le comarquage de I’aVAMP, une protéine
associée aux vésicules présynaptiques (Archer et al, 1990) et de ’aCNRL1, un récepteur post-
synaptique (Kohmura et al, 1998) montre la formation de synapses exclusivement lorsque le
milieu de culture contient du NX210. L’étude morphologique au microscope €lectronique montre
les caracteristiques ultrastructurelles de synapses fonctionnelles sous la forme de vésicules
synaptiques et de mitochondries dans des boutons présynaptiques et 1’existence de matériel dense

au niveau des membranes pré et post-synaptiques (résultats non publiés).
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Sur le plan mécanistique, des expérimentations in vitro ont montré que les effets du
NX210 sur la formation d’agrégats cellulaire et la neuritogenéese sont médiés par les B1-intégrines
(Bamdad et al, 2004).
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Objectifs de I’étude

Notre revue de la littérature montre que la réparation structurelle et fonctionnelle de la
substance blanche est inhibée par I’environnement cellulaire, par les produits de destruction

tissulaire, par la cicatrice gliale et la cascade métabolique de la lésion secondaire.

Les molécules de signalisation de la matrice extracellulaire, les inhibiteurs dérivés de la
myeéline et les protéoglycanes de la cicatrice gliale bloquent la croissance axonale, la
synaptogenése et la myélinogenése qui constituent les principales cibles de la neuroréparation.
Les essais de thérapies neuroréparatrices visent a modifier I'environnement cellulaire en
apportant des acteurs moléculaires ou cellulaires de la régénération (facteurs neurotrophiques,
cellules souches...), ou en bloquant les facteurs inhibiteurs présents dans la myéline et la cicatrice
gliale (anticorps anti-Nogo, Céthrine, chondroitinase...). Les résultats histologiques et
fonctionnels restent cependant mitigés probablement parce qu’aucune de ces solutions
thérapeutiques n’est en mesure de bloguer ou de contourner les multiples voies de signalisation
qui rendent non permissif I’environnement neuronal. Les approches neuroprotectrices visant a
limiter les conséquences de la Iésion secondaire en apportant des molécules anti-apoptotiques,
anti-oxydantes et anti-inflammatoires ont également conduit a des résultats décevants chez

I’homme.

L’étude comparée des phénoménes de neuroréparation a travers la phyllogenése et
I’ontogenése nous montre pourtant des exemples de réparation fonctionnelle dans certaines
conditions. Ainsi, I’environnement cellulaire reste permissif chez les mammiferes jusqu’a la fin
de I’ontogeneése du systéme nerveux central, au moment ou la myélinogenese s’acheve. Pour
restituer un environnement neuronal permissif et permettre au tissu adulte de se régénérer comme
chez I’embryon, nous nous donc sommes intéresses a la SCO-spondine, morphogéne impliqué
dans la mise en place de la substance blanche au cours du développement. Des tests in vitro ont
d’abord confirmé 1’intérét potentiel que pouvait représenter son utilisation dans la
neuroréparation. Par la suite, un peptide de 12 acides amines, le NX210, dérivé d’un domaine

actif de cette molécule a été caractérisé et synthétisé.
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L’objectif de notre travail était de tester ce peptide sur les différentes cibles
thérapeutiques de la neuroprotection et de la neuroréparation et d’en apprécier I’efficacité
anatomique et clinique sur des modéles in vivo. Les propriétés neuroprotectrices ont été explorées
par la mesure de la viabilité cellulaire et de I’activité apoptotique en conditions de stress oxydatif.
Ces deux mecanismes, qui s’enclenchent au début et a la fin de la cascade métabolique de la
Iésion secondaire, ont été choisis car ils contribuent pour une trées large part aux pertes en cellules
neurales. Les propriétés neuroréparatrices ont été testees in vivo sur des modeles de section et de
contusion médullaires chez le rat. 1ls nous ont permis d’une part d’objectiver la repousse des
fibres et leur organisation fasciculaire et d’autre part de montrer les conséquences fonctionnelles
de cette restauration anatomique. Les méecanismes d’actions de la molécule sont probablement
multiples. Celui suspecté sur le recrutement cellulaire a été approché sur un modele de section du
corps calleux en conditions stéréotaxiques au moyen de techniques immunohistochimiques et

histologiques.
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Partie Expérimentale

1) Matériel et méthode

1) Le composé pharmacologique

Le NX210 est obtenu par synthése chimique (Polypeptides Laboratories, Strasbourg,
France). Sa sequence, déja détaillee plus haut, comprend douze acides aminés
WSGWSSCSRSCG [15]. Avant chaque expérimentation, le NX210 est mis en suspension dans
de I’eau distillée stérile a pH 6,10. Les doses utilisées dans les expérimentations in vitro sont de
100, 250, 500 pg/ml. La dose utilisée pour les expériences in vivo est de 100 pg/kg.

2) Effet neuroprotecteur du NX210 sur le stress oxydatif in vitro.

La lignée B104 est clonée a partir d’un neuroblastome chimio-induit chez le rat (Schubert
1974) (HPA Culture Collections Salisbury, UK). Pendant 24 heures, les cellules sont mises en
culture a 37°C sous 5% de CO; dans le milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Lonza, Levallois, France) supplémenté avec de la glutamine 2 mM, de la pénicilline G a 100
U/ml, du sulfate de streptomycine & 100 pg/ml et 10% de sérum feetal bovin (FBS) (Invitrogen,
Carlsbad, USA).

Les cellules sont ensemencées sur des plaques de 96 puits recouverts d’une matrice de
poly-D-lysine pour obtenir une densité cellulaire finale de 20 000 cellules/puits. Cing heures
apres I’ensemencement, le milieu de culture est remplacé par du milieu sans FBS a raison de 200

pl/puits.
Le NX210 a été testé en prétraitement et en cotraitement.

- En cotraitement. Aprés 24 heures de privation de sérum, les cellules sont traitées
pendant 18 heures par du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) a 0.15mM (Sigma, Saint-Quentin-
Fallavier, France) a raison de 100 ul/puits, en présence de NX210 (100, 250, 500 pg/ml) ou du

véhicule.
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- En prétraitement. Apres 24 heures de privation de sérum, les cellules sont mises
en présence de NX210 (100, 250, 500 pg/ml) ou du véhicule pendant 24 heures. Puis les cellules
sont traitées pendant 18 heures par du peroxyde d’hydrogéne (H20;) a 0.15mM a raison de 100
pl/puits.

La concentration de H,O, a été déterminée par des expériences préliminaires. Les

concentrations d’H,0; sont obtenues avant chaque expérimentation par dilution d’une solution a

30% dans du DMEM.

La viabilité cellulaire a d’abord été appréciée au moyen du WST-1 assay (Laboratoires Roche,

Suisse).

Principe. Le WST-1 est un test colorimétrique qui permet d’estimer le nombre de cellules
vivantes en mesurant 1’activité de [’oxydoréductase cellulaire NADPH+ dépendante. Cette
enzyme reduit a la surface de la cellule, les sels solubles de tétrazolium (Water Soluble
Tetrazolium ou WST) en un composé coloré, le formazan, dont la concentration dans le milieu
est mesurée par spectrométrie. La procédure est réalisée 4 fois en triplicats, pour chaque

traitement (figure 27).
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Figure 27. Réduction du WST-1 en formazan

En pratique, 10 pl de WST-1 sont déposés dans chaque puits. Les cellules B104 sont
mises 1 heure en incubation a 37°C sous atmosphére humide a 5% de CO,. L’absorbance des
échantillons et du milieu de culture est mesurée a 450 nm avec le lecteur Multiskan® Spectrum
(Thermo Fisher Scientific, USA). Le taux de survie cellulaire est exprimé en pourcentage par

rapport au contrdle non traité. Les modifications de la morphologie cellulaire sont étudiées au
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microscope inverse Eclipse TS100 (Nikon, Japan) apres numérisation des images (camera DS-
Vil, Nikon, Japan).

Par la suite, la viabilité cellulaire a été évaluée par un test colorimétrique au rouge neutre

Principe. Le rouge neutre est un colorant faiblement cationique qui pénetre dans les
membranes cellulaires par diffusion passive non ionique et se concentre dans les lysosomes. Ce
colorant est extrait des cellules vivantes en utilisant une solution d’éthanol acidifice.

L’absorbance du colorant ainsi solubilisé est quantifiée par spectrophotometre a 540 nm.

En pratique, apres 18 heures de traitement, les solutions de traitement sont remplacées par
100 pl / puits de rouge neutre a 40ug/ml (Sigma) et incubées pendant 2h30 a 37°C en présence de
5% de CO2. Le méme volume de solution de rouge neutre est ajouté dans des puits sans cellules
représentant le bruit de fond de 1’expérimentation. Les puits sont ensuite lavés avec 150 ul /puits
de PBS et 150 pl / puits de solution d’éthanol acidifiée (50% EtOH / 49% H20 / 1% acide
acétique) sont ajoutés. L’absorbance du colorant ainsi extrait est mesurée a 540nm. L’absorbance
du controle positif (cellules non traitées) est fixée a 100 % de viabilité ; les absorbances mesurées
au niveau des cellules traitées sont normalisées par rapport au contréle de cellules non traitées.
Trois expériences indépendantes sont réalisées, chaque condition expérimentale étant effectuée

en quadruplicats.

3) Effet protecteur du NX210 sur I’apoptose par mesure de I’activité des caspases 3/7

Principe. L’activité des caspases 3/7 est mesurée par le test fluorimétrique Apo-ONE
Homogenous caspase-3/7 assay, Promega. Les cellules B 104 sont lysées par une solution tampon
Apo-ONE Homogeneous caspase-3/7. Le substrat non fluorescent des caspases (Z-DEVD-R110)
ajouté au milieu est clivé par les caspases 3/7 et donne la rhodamine 110 qui est fluorescente. La

fluorescence génerée est proportionnelle a I’activité des caspases 3/7 présentes dans 1’échantillon.

En pratique, apres 18 heures de traitement, 100ul de réactif Apo-ONE caspase 3/7 sont
ajoutés par puits. La plaque 96 puits est laissee incuber pendant 2 heures a tempeérature ambiante.
La fluorescence est mesurée au fluorimeétre a une longueur d’onde d’excitation a 485 nm et une

longueur d’onde d’émission a 538 nm. Elle est exprimée en unites de fluorescence relative.
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4) Effet du NX210 dans le traumatisme médullaire chez le rat
4.1. Animaux

Les expérimentations sont réalisees sur des rates adultes Sprague-Dawley de 240-300 g. la
proceédure chirurgicale se fait sous anesthésie générale a la kétamine (75 mg/kg ip) apres
prémédication a la xylazine (5 mg/kg ip). Les animaux sont hébergés dans des cages individuelles
standard a la température de 22 + 1°C sous éclairage contr6lé (12h/j), eau et alimentation ad
libitum. Les animaux sont examinés deux fois par jour. Aucun traitement antalgique n’a di étre

administre au cours de la période expérimentale.
4.2. Modéles animaux et procédure chirurgicale
4.2.1 Effets du NX210 sur la croissance neuritique in vivo

La croissance neuritique a été observée sur 10 animaux Aprés laminectomie de T9 et T10,
et I’ouverture de la dure-meére, on pratique I’aspiration douce des cordons postérieurs de la moelle
spinale en prenant soin d’aspirer également les cornes postérieures de la substance grise. On
réalise ainsi une cavité de 5 mm de longueur craniocaudalement sur 1 mm de profondeur. On met
en place dans la cavité un tube de collagéne de type IV d’origine placentaire (Imedex, Saduc,
France) rempli de 10 pl de soluté (control) (n = 5) ou de NX210 (n = 5). La dure-mére et la peau

sont ensuite suturées.

Les animaux sont euthanasiés a J10 au pentobarbital sodique (80 mg/kg ip) avant de
réaliser une perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde a 4%. Les segments médullaires sont
ensuite prélevés et fixés 24 heures a 4°C dans du paraformaldéhyde a 4%, puis dans une solution
de sucrose a 30% dans du PBS. Les piéces sont congelées a -50°C dans I’isopentane et inclus
dans de I’OCT (Tissue-Tek, Elkhart, USA). Des cryosections sagittales de 16 um d’épaisseur
sont réalisées, fixes sur des lames de verre prétraitées a 1’aminopropyltriethoxylisane (Fluka,
Buchs, Switzerland). Les sections sont incubées 24 heures a température ambiante en présence
d’anticorps primaire d’origine souris anti neurofilament (NF) (Dako, Glostrup, Denmark) dilues a
1/200 et des anticorps primaires d’origine rat anti laminine (Abcam, Paris, France) dilués a 1/100
dans du PBS 0.01M contenant 1% de Triton X-100 et 10% de sérum (normal goat serum, NGS).

Le jour suivant, les sections sont lavées et incubées 2 heures en présence d’anticorps anti-Souris
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conjugués au Cy-3 dilués a 1/400 et des anticorps anti-rat conjugués au FITC (Interchim,
Montlucon, France) dilués a 1/200. Dans les deux cas, le milieu de dilution est du PBS 0.01 M
contenant 1% de Triton X-100 et 10% de NGS. Pour détecter les liaisons non spécifiques,
certaines sections sans anticorps primaires sont incubées dans les mémes conditions. Les coupes
sont numérisées a un grossissement de 72X, la mesure de la croissance neuritique est faite au
moyen de logiciel ImageJ 1.43u (NIH, USA).

4.2.2 Effets du NX210 sur le recouvrement fonctionnel aprés lésion

médullaire

L’¢tude clinique chez le rat a porté sur 16 animaux. Apres laminectomie de T9 et de T10,
la Iésion médullaire est obtenue par la chute d’une masse de 10 g et de 2.5 mm de diamétre d’une
hauteur de 12,5 mm sur la dure-mére au moyen du NYU/MASCIS Impactor. Cing minutes apres
le traumatisme, le NX210 (n = 8) ou le véhicule (n = 8) est injecté dans les espaces
subarachnoidiens avec une seringue Hamilton de 10 ul et une aiguille de 30G dans le site
Iésionnel. Le volume de 3 pl est injecté pendant 1 minute. Aprés suture cutanée, les rats sont
hébergés individuellement dans des cages standard. Une seconde injection est réalisée 2 jours

plus tard.

Les tests comportementaux ont été réalisés a 1’aide d’un open-field standard de forme
carrée divisé en 16 cellules. Les animaux sont observés individuellement, en aveugle, pendant 10
minutes par deux opérateurs. Les critéres retenus sont la longueur parcourue et le pourcentage de
temps passé dans les cellules centrales. Les résultats de chaque animal sont exprimés en

pourcentage par rapport aux performances réalisées avant lésion.

Les performances locomotrices sont étudiées, en aveugle, par deux opérateurs, au moyen
de I’échelle de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) (figure 28) (Basso et al, 1996). Chaque animal
est évalué avant le traumatisme puis une fois par semaine. La motilité est relevée pendant 10
minutes par un dispositif automatisé, le TrueScan Photo Beam Activity system (Coulbourn
Instruments). Parallelement, chaque animal est pesé avant le traumatisme puis une fois par

semaine.
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Les tests réflexes sont également réalisés a I’aveugle par deux opérateurs avant Iésion
médullaire puis une fois par semaine. Les réflexes explorés comprennent le réflexe d’extension
des orteils et le réflexe de placement. Le réflexe d’extension des orteils est exploré en soulevant
I’animal par la queue, les membres pelviens pendant librement. Le réflexe de placement est
exploré en soulevant I’animal par le thorax, les membres pelviens pendant librement. On améne
la face dorsale du pied au contact du bord de la table d’examen, et on étudie la rapidité et la
précision du placement sur le plan de la table (Sedy et al, 2008). Les résultats sont rapportés a

une échelle de 4 points, de 0 (pas de réflexe) a 3 (réflexe normal).

Les animaux sont euthanasiés au 30°™ jour par une injection intrapéritonéale de

pentobarbital sodique (80 mg/kg ip) et perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde a 4%.

Basso, Beattle, and Bresnahan Locomotor Rating Scale

0 Noobservable hindlimb (HL) movement
I Slipht movement of one or twa joints, usually the hip andfor knee
2 Extensive mavement of one joint or extensive maverment of one joint amd slight movement of one other joint
3 Extensive movement of two joints
4 Elight movement of all three joints of the HL
5 Elight movement of twa joints amd extensive movement of the third
G Extensive movement of two joints and slight movement of the third
7 Extensive mavement of all three joints of the HL
B Swreeping with no weight suppart or plantar placement of the paw with no weight suppart
q Plantar placement of the paw with weight support in stance only (i.e., when stationary) or occasional, frequent, or consistent
weight-supported dorsal stepping and no plantar stepping
10 Ocrasional weight-supported plantar steps; na FL-HL coordination
IE Frequent to consistent weight-supported plantar steps amd no FL-HL coordination
12 Frequent to consistent weight-supported plantar steps and secasional FL-HL coordination
13 Frequent to consistent weight-supported plantar steps amd frequent FL-HL coordination
14 Consistent weight-supported plantar steps, consistent FL-HL coordination, amd predominant paw pasition during lacomotion is
rotated (internally or externally) when it makes inifal corract with the surface as well as just before it is ffed off at the end of
stance; or frequent plantar stepping, consistent FL-HL coordination, and oceasional dorsal stepping
15 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination ard'no toe clearance or occasional toe clearance during forward
limb advarcement; predominant paw position is parallel to the body at initial contact
16 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait amd toe clearance oocurs frequently during forward
limb advancement; predominant paw position is parallel at initial contact and rotated at lift off
17 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait amd toe clearance socurs frequently during forward
limb advancement; predaominant paw position is parallel at initial contact amdlift off
18 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait amd toe clearance occurs cansistently during forward
limb advancement; predominant paw position is paralle] at initial contact and rotated at Lift off
19 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait, toe clearance orcurs consistently during forward limb
advancement, predominant paw position is parallel ae indtial contact aed Bift off, and tail is down pare or all of the tme
20 Consistent plantar stepping and consistent coordinated gait, consistent toe clearance, predominant paw position is parallel at ini-
tial contact and lift off, amd trunk instability; tail consistently up
21 Consistent plantar stepping and coordinated gait, consistent toe clearance, predominant paw position is parallel throughout

stance, and consistent trunk stability; tail consistently up

Nore. Slight: Partial joint movement through less than half the ranpe of joint motion. Extensive: Movement throogh more than half of the
ranps of joint motion. Sweeping: Rhythmic movement of HL inwhich all three joings are extended and then fully flex and extend again; animal
is wsually sidelyving and plantar surface of paw may or may not contact the ground; no weight support across the HL is evident. No weight
support: Mo contraction of the extensor muscles of the HL during plantar placement of the paw; or no elevation of the hindguarter. Weight
support; Contraction of the extensor muscles of the HL during plantar placement of the paw; or, elevation of the hindguarter. Plantar stepping:
The paw is in plagtar contact with weight suppart and then the HL is advanced forward and plagiar contact with weight suppoert is
reestablished. Darsal stepping: Weight is suppoerted through the darsal surface of the paw at some point in the step cycle. FL-HL coordination:
Far every FL step a HL step is taken and the HLs alternate. Occasional: Less than or equal to half; =50%. Frequent: Mare than half but not
always: 51-94%. Consistent: Nearly always or abways; 95-100%. Trunk instability: Lateral weight shifts which cause waddling from side to
side or a partial collapse of the trunk.

Figure 28. Evaluation de la locomotion chez le rat par le score de Basso, Beattie et Bresnahan.
Le score de 14 correspond a la restitution de la coordination entre les membres thoraciques et pelviens, et au soutien
de poids du corps (Basso et al, 1996)
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5) Etude du recrutement cellulaire apreés lésion du corps calleux
5.1 Animaux

Les animaux utilisés pour cette expérimentation sont des rats males Sprague-Dawley

(Laboratoires Janvier) agés 6 semaines et pesant 300 g a I’opération.
5.2 Procédure expérimentale
5.2.1 Organisation des lots

Cinq lots de 6 rats sont constitués de la maniére suivante : (1) rats Iésés non traités ;(2)
rats 1ésés traités par NX210 par voie ventriculaire ; (3) rats Iésés traités par NX210 in situ ; (4)
rats lésés traités par Vvéhicule in situ; (5) rats lésés traités par NX210 par voie
intraparenchymateuse. Ces animaux étaient euthanasiés a J14.

Deux lots de deux rats correspondent aux (1) sham et aux (2) rats 1ésés traités par placébo

et euthanasiés a J2
5.2.2 Procédure chirurgicale

La procédure chirurgicale est réalisée a JO sous anesthésie générale a la kétamine a 80
mg/kg (Imalgenel000®) apres prémédication a la xylazine a 5 mg/kg (Rompun a 2%®) par voie
intra-péritonéale. L’animal est disposé en décubitus ventral sur couverture chauffante, avec
monitorage thermique. On réalise une craniectomie frontale sagittale par fraisage, la dure-mere

est ensuite ouverte au bistouri.

On pratique en conditions stéréotaxiques une section parasagittale droite du corps calleux
avec un couteau ophtalmique Couteau Crescent BD Xstar™ de 2,5 mm sur un plan coronal
passant par les foramens interventriculaires (coordonnées : -0,92 mm du bregma sur ’axe
rostrocaudal, 2,8 mm du plan sagittal et 3 mm de profondeur selon Paxinos al, 1986. Les
injections intracérébrales se pratiquent au moyen d’une canule d’injection de 16G (Laboratoires
Phymep, Paris) reliée a une seringue Hamilton de 50 pl, au pousse-seringue électrique au débit de

3 pl/min. On injecte in situ ou dans le ventricule latéral gauche 3ul de NX210 ou de véhicule
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(sérum glucosé a 5%). Les coordonnées de I’injection intraventriculaire sont -0,92 mm du bregma
sur 1’axe rostrocaudal, 1,6 mm du plan sagittal, 3,2 mm de profondeur. On ferme la craniotomie a

la cire (Bone Wax®, Ethicon) et le revétement cutané par surjet au Surgilon® 4-0 (Covidien).

La BromodeoxyUridine (BrdU) est injectée a la posologie de 50 mg/kg par voie intra-
péritonéale matin et soir pendant 14 jours. La BrdU marque les cellules en mitose et permet de

suivre la migration des cellules filles.

Les animaux sont euthanasiés a J2 pour les 2 rats 1ésés et injecté avec le véhicule in situ, et a
J14 pour les 26 autres. Sous anesthésie générale au Pentobarbital par injection intrapéritonéale,
on pratique une exsanguination par perfusion intracardiaque de serum hépariné, puis une fixation
par perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde a 4%. L’encéphale est ensuite prélevé avec le

tractus olfactif.
5.3 Coloration a ’or colloidal

La myéline a été mise en évidence par une coloration a I’or (Schmued et al, 2008). Le black
Gold 11 est un complexe aurohalophosphate colorant spécifiquement la myéline du systéme
nerveux central. Cette technique permet de colorer les faisceaux de fibres myélinisés en rouge-
brun sombre alors que les fibres individuelles apparaissent en noir. Ce traceur peut étre utilisé

afin de localiser a la fois la myéline normale et pathologique

Le cerveau est imprégné dans une solution de sucrose a 30 % dans du PBS a pH 7,6 pendant
24 heures a 4°C. On réalise des cryosections transversales sériées de 30 um du cerveau, centrées
sur la lésion dont la longueur rostrocaudale est de 2,5 mm. Les coupes sont déposées sur des
lames gélatinées. Les cryosections sont lavées au tampon phosphate a 0.1 M. La coloration
s’effectue en les immergeant 15 min dans une solution de phosphate d’or a 0.2% (Black Gold II
myelin staining kit; Millipore, USA) préchauffée a 60°C dans une solution de NaCl a 0.9%
(Jabonero, 1953). Une solution de Sodium thiosulfate (1%) est ensuite ajoutée et incubée pendant
3 minutes a 60°C. Les coupes sont ensuite rincées 3 fois pendant 2 minutes avec de 1’eau MilliQ.
On réalise une contre-coloration des corps cellulaires avec une solution de Cresyl violet

(Millipore, USA) & 0,1% dans une solution aqueuse d’acide acétique glaciale a 3ul/ml.
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5.4 Immunohistochimie

Des immunomarquages ont été utilisés pour marquer la gaine de myéline et le neurofilament.
Le marquage de la myeéline (MBP) est réalisé par l'anticorps primaire anti-MBP (mouse
polyclonal IgG, 1/500, Chemicon) dilué au 1/500 dans une solution de BSA a 3 % - PBS Triton
0,3%. Le marquage des NF utilise I'anticorps primaire anti-NF (rabbit polyclonal 1gG, 1/1500,
SIGMA-ALDRICH) dilué au 1/1500 dans une solution de BSA a 3 % - PBS Triton 0,3%.

Des immunomarquages sont destinés a mettre en évidence et a identifier les cellules activées
dans la zone subventriculaire et recrutées sur le site lésionnel. Le marquage de la BrdU par un
anticorps primaire polyclonal mouton dilué au 1/200 (Maine Biotechnology Services) permet de
suivre les cellules en multiplication. Le marquage de la Nestine par un anticorps souris MAB353
dilué au 1/1000 (Millipore) permet de suivre les cellules souches neurales. Le marquage du NG2
par un anticorps anti-NG2 polyclonal lapin (Millepore) dilué au 1/200 permet de suivre les
progéniteurs d’oligodendrocytes. Le marquage de 1’Olig2 anticorps anti Olig2 polyclonal lapin,
1/1000 (Millepore) identifie les oligodendrocytes matures (Lu et al, 2000; Takebayashi et al,
2000 ; Zhou et al, 2000). Le marquage de NeuN par un anticorps anti-NeuN polyclonal lapin
dilué au 1/1000 (Millepore) permet de suivre la lignée neuronale. Le marquage du GFAP par un
anticorps anti-GFAP monoclonal souris dilué au 1/1000 (Millipore) permet de suivre la lignée

astrocytaire.

Six comarquages ont été constitués : (1) Nestine — NeuN ; (2) Nestine - NG2 ; (3) Nestine
- Olig2 ; (4) Nestine — GFAP ; (5) BrdU — Nestine ; (6) MBP — NF.

Le cerveau est imprégné dans une solution de sucrose a 30 % dans du PBS a pH 7,6
pendant 24 heures a 4°C. On réalise des cryosections transversales sériées de 30 um du cerveau
centrées sur la Iésion dont la longueur rostrocaudale est de 2,5 mm. Les immunomarquages sont

réalisés sur coupes flottantes.

Pour le marquage BrdU, les coupes flottantes sont lavées 3 fois 5 minutes dans une
solution de PBS avec 0,1% de Triton. Elles sont incubées successivement 10 min dans une
solution de HCI 1IN a 4°C, 10 min dans une solution de HCI 2N a température ambiante, 20 min
dans une solution de HCI 2N a 37°C et 12 min dans une solution de BORAX 0,1M pH 8,6. Les
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coupes sont lavées 3 fois 5 min dans une solution de PBS avec 0.1% de Triton et bloquées 2
heures dans une solution de PBS avec 0,1% de Triton et 5% de sérum d’&ne. Sur la nuit et sous
agitation a température ambiante, les coupes flottantes sont mises en présence des anticorps
primaires anti BrdU de mouton a 1/400 et anti Nestine de souris a 1/1000 dans du PBS contenant
0.1% de Triton et 1% de sérum d’ane. Les coupes sont lavées 3 fois 10 min dans une solution de
PBS avec 0,1 % de Triton, puis incubées pendant 1 heure 45 avec des anticorps secondaires anti-
mouton couplés au FITC dilués au 1/1600 et anti-souris couplé au Cy3 dilués au 1/1600 dans
I’obscurité, a tempeérature ambiante, dans une solution de PBS avec 0,1% de Triton et 1% de
sérum d’ane. Les coupes sont lavées 2 fois 10 min puis 1 heure dans une solution de PBS avec
0,1 % de Triton.

Les coupes flottantes sont montées sur des lames Superfrost Plus (ThermoScientific),
séchées, rincées dans de 1’eau distillée, mises en présence du liquide montage contenant du
DAPI, Fluoroshield™ avec du DAPI (Sigma).

Les marquages sont numérisés au microscope a fluorescence Axio Imager M2 (Zeiss)

équipé d’une caméra digitale AxioCam MRc Rev.3 (Zeiss).
6) Quantification et analyse statistique

Les données statistiques sont exprimées par leurs moyennes +SEM. Dans les études in
vitro, les groupes NX210, véhicule et contréle sont comparés par analyse de la variance a un
facteur suivie du test post-hoc de Dunnett. Dans les études in vivo, des analyses de la variance
pour mesures répétées et des tests non paramétriques de Friedman complétées des tests post-hoc
de Tukey-Kramer ont permis d’étudier 1’évolution des différents paramétres au cours du temps et
dans les différents groupes. Les tests statistiques ont été réalisés avec un risque d’erreur de type I
a = 5%. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel STATAv10® software
(StataCorp, College Station, Texas, USA).
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I1) Résultats

L’effet neuroprotecteur du NX210 révélé par le WST-1, ses effets sur la croissance
neuritique in vivo et sur la récupération fonctionnelle apres lésion médullaire ont fait 1’objet
d’une publication dans PlosOne figurant en annexe (Sakka et al, 2014). L’évaluation de la

viabilité cellulaire au rouge neutre et la mesure de I’activité anti-caspase feront 1’objet d’une

publication prochaine.

1) Effet neuroprotecteur du NX210 sur le stress oxydatif in vitro
1.1 Evaluation de la viabilité cellulaire par le test WST-1

La neuroprotection exercée par le NX210 a pu étre mise en évidence par la résistance des
cellules B104 a I’exposition au peroxyde d’hydrogéne au moyen du test colorimétrique WST-1. Il
montre dans les cellules viables une réduction enzymatique extracellulaire du WST en un

composant coloré, le formazan, dont la concentration est calculée en spectrophotométrie.

En présence du peroxyde d’hydrogeéne, on constate aprées 18 heures, une réduction de 70%
de la viabilité cellulaire par rapport aux contréles. Lorsque le milieu de culture contient du
NX210 aux concentrations de 100 et de 250ug/ml, cet effet du peroxyde d’hydrogéne sur la

viabilité cellulaire est antagoniseé a la dose de 250 pg/ml (Fig. 29).
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Figure 29. Effet neuroprotecteur du NX210 sur le stress oxydatif. Evaluation de la viabilité cellulaire par le WST-1.
L’effet neuroprotecteur a été testé aux doses de 100 et 250 pg/ml sur la lignée B104 exposée pendant 18 heures a
I’H,0,. (A) L’observation en microscopie par contraste de phase montre une morphologie normale des cellules dans
le groupe contréle. L’exposition au H,0O, diminue la viabilité cellulaire, les cellules B104 sont remplacées par des
débris cellulaires. Le NX210 a 250 pg/ml prévient la mort cellulaire induite par 1’H,0,. (B) Viabilité cellulaire
évaluée par le WST-1. La mort cellulaire est réduite de maniére significative par le NX210 a 250 pg/ml. Chaque
expérimentation a été réalisée en triplicats répétée 4 fois. Données exprimées en pourcentage de cellules vivantes
rapportées au controle, valeurs moyennes +/- SEM. * p < 0.001. Echelle = 100 pm.
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1.2 Evaluation de la viabilité cellulaire au rouge neutre

La neuroprotection exercée par le NX210 sur le stress oxydatif a été confirmé par une
autre methode, le test colorimétrique au rouge neutre. Nous avons d’abord vérifé que le NX210
seul, sans stress oxydatif, était sans effet sur la viabilité cellulaire. L’H,0, a un effet drastique sur
la viabilité cellulaire qui est évaluée a 12,8%. Administré simultanément avec 1’H,0,, le NX210
exerce une neuroprotection significative avec une viabilité cellulaire de 39%, 72% et 94% aux
concentrations de 100, 250 et 500 pg/ml, démontrant un effet dose dépendant (figures 30a).

Administré préalablement a 1’exposition a 1’H,O,, le NX210 exerce une activité
protectrice contre le stress oxydatif dés 100 pg/ml. L’effet augmente avec la dose entre 100 et
250 pg/ml avec une viabilité cellulaire respectivement mesurée a 56% et a 85%. A partir de 250
pg/ml la protection anti-oxydante atteint un plateau, la viabilité cellulaire n’étant pas

significativement augmentée a 500 pg/ml (figure 30b).
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Figure 30a. Effet neuroprotecteur du NX210 sur le stress oxydatif. Evaluation de la viabilité cellulaire au rouge
neutre. Traitement par administration simultanée de NX210 et de H,O,,

L’effet neuroprotecteur a été testé aux doses de 100, 250 et 500 pg/ml sur la lignée B104 exposée pendant 18 heures
a I’H,0,. Le NX210 prévient les morts cellulaires par stress oxydatif dés 100 pg/ml et montre un effet dose. Chaque
expérimentation a été réalisée en triplicats répétée 4 fois. Données exprimées en pourcentage de cellules vivantes
rapportées au contrdle, valeurs moyennes +/- SEM. * p < 0.001
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Figure 30b. Effet neuroprotecteur du NX210 sur le stress oxydatif. Evaluation de la viabilité cellulaire au rouge
neutre. Traitement par NX210 avant administration d’H,0,,

Prétraitement pendant 24 heures au NX210 aux doses de 100, 250 et 500 pg/ml. Les cellules B104 sont ensuite
exposées pendant 18 heures a I’'H,O,. Le NX210 prévient les morts cellulaires par stress oxydatif dés 100 pg/ml et
atteint un plateau a 250 pg/ml. A 500 pg/ml, I’effet anti-oxydant est moins important qu’en cotraitement. Cela
suggére deux mecanismes d’action. Chaque expérimentation a été réalisée en triplicats répétée 4 fois. Données
exprimées en pourcentage de cellules vivantes rapportées au contrdle, valeurs moyennes +/- SEM. * p < 0.001

1.3 Evaluation de I’apoptose par I’activité des Caspases 3/7

L’effet du NX210 sur ’apoptose a été évalué aux concentrations de 100, 250 et 500 pg/ml
en présence de H202.

Lors du stress oxydatif occasionné par ’'H202, I’activité des caspases 3/7, exprimée en
RFU est de 106,4 et multipliée par 10 par rapport au contr6le (10.7 RFU). Le NX210 entraine
une diminution dose-dépendante de 1’activité des caspases 3/7 qui est respectivement 95.9, 53.8
et 16.3 RFU aux concentrations de 100, 250 et 500 pg/ml. Ces résultats mettent en évidence le

role anti-apoptotique du peptide NX210 lors d’un cotraitement.

L’activité des caspases 3/7 sous stress oxydatif avec une concentration de 500 pg/ml de
NX210 (16.3 RFU) est tres proche de celle des cellules contrdles sans stress oxydatif (10.7RFU)
(figure 31).
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Figure 31. Effet neuroprotecteur du NX210 sur le stress oxydatif. Evaluation de 1’activité anti-apoptotique par
mesure de I’activité des Caspases 3/7.

L’effet neuroprotecteur a été testé aux doses de 100, 250 et 500 pg/ml sur la lignée B104 exposée pendant 18 heures
a I’H,0,. L’effet neuroprotecteur apparait dés 100 pug/ml (a p<0.05) et montre un effet dose aux posologies
suivantes. Les données sont exprimées en unités de fluorescence relatives +/- SEM. Test ANOVA avec test Dunnett
post-hoc. * différence significative avec H202 seul avec p <0.05 ; **** p <0.001

2) Effets du NX210 sur la croissance neuritique in vivo

Chez 4 des 5 animaux contrdle, aucune croissance axonale n’est constatée, aussi bien a
partir de I’extrémité craniale qu’a partir de I’extrémité caudale de la cavité. Par ailleurs, la
lumiére du tube de collagéne reste vide, elle n’est pas colonisée par du tissu conjonctif (figure
32). Chez un animal, on observe néanmoins 1’apparition d’un tissu néoformé a partir de
I’extrémité caudale de la cavité opératoire. Ce bourgeonnement tissulaire présente un
immunomarquage positif pour le NF (NF+) sans qu’il soit possible d’y distinguer un quelconque

arrangement spatial.

Chez 4 des 5 animaux traités par le 5 NX210, il existe une repousse neuritique
significative sous la forme de processus filiformes fortement NF+ orientés dans la lumiére du
tube selon un axe craniocaudal. Ces bourgeons tissulaires nés de I’extrémité caudale sont
significativement plus importants que ceux nés de I’extrémité rostrale de la cavité, avec une
longueur respective de 1.8 contre 1.6 mm de grand axe craniocaudal a 10 jours. Leur surface

présence un marquage positif a la laminine.
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Figure 32. Effets du NX210 sur la croissance neuritique dans un modele de Iésion médullaire chez le rat.

La Iésion est obtenue par aspiration des cordons dorsaux et des cornes grises dorsales de la moelle spinale. Un tube
collagéne rempli de véhicule A (A) ou de NX210 (B and C) est mis en place dans la cavité opératoire. La croissance
neuritique est mise en évidence par immunomarquage de NF. (A) Dans le groupe véhicule (n = 5), le tube reste vide
sans signe de repousse (*). (B et C) : dans le groupe NX210 (n = 5), une repousse neuritique (fleche) est mise en
évidence, prédominant & partir de la tranche de section médullaire caudale. Les fibres se disposent selon une
orientation longitudinale. (D) : a la surface du bourgeon médullaire, le NF est colocalisé avec la laminine. r : rostral;
c : caudal ; échelle : 250 pm.

3) Effets du NX210 sur le recouvrement fonctionnel apres lésion médullaire

3.1 Le poids

Avant traumatisme médullaire, il n’existe aucune différence significative relative au poids
des animaux entre le groupe traité et le groupe véhicule. Le poids post-lésionnel diminue chez
tous les animaux. Deux animaux témoins décédent, 1’un a J2, ’autre a J5 pour infection urinaire.
Le poids des animaux traités augmente entre J1 et J7 ou il retrouve le poids pré-lésionnel, et
continue d’augmenter jusqu’a la fin de I’étude a J28. Chez les animaux du groupe véhicule, le

poids diminue jusqu’a J7 et reprend sa valeur pré-lésionnelle seulement & J14 (figure 33).
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Figure 33. Effets du NX210 sur le recouvrement fonctionnel aprés contusion médullaire chez le rat. Poids corporel.
La lésion medullaire est une contusion obtenue par le NYU/MASCIC impactor. Le poids corporel est mesuré une
fois par semaine tout au long de I’étude, groupe NX210 (n = 8) en rouge, groupe véhicule (n = 8) en bleu. Dans le
groupe NX210, le poids augmente continument des J1 et rattrape la valeur pré-lésionnelle & J7. Dans le groupe
véhicule, le poids corporel baisse les 7 jours suivant la lésion, rattrape la valeur pré-lésionnelle & J 14 et reste
significativement inférieur aux valeurs du groupe traité jusqu’a la fin de 1’étude. Résultats exprimés en moyennes +
SEM. Différence significative avec ** p < 0.05 et *** p < 0.001.

3.2 Le score BBB

Le score locomoteur de BBB diminue de maniere significative chez tous les animaux a
tous les points de mesure aprés lésion médullaire par rapport aux valeurs pré-lésionnelles. Dans le
groupe traité, le score est significativement plus important par rapport au groupe véhicule dés J14
et ce jusqu’a la fin de 1’étude. Le score des animaux traités augmente continument jusqu’a la fin
de I’étude alors qu’il marque un plateau chez les animaux du groupe veéhicule. Cing des 8
animaux traités atteignent un score final de 14, correspondant a l’existence de mouvements
coordonnés entre les membres thoraciques et les membres pelviens, contre seulement 1 sur 6 dans

le groupe véhicule (figure 34).
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Figure 34. Effets du NX210 sur le recouvrement fonctionnel aprés contusion médullaire chez le rat : BBB score.

Les fonctions locomotrices ont été évaluées une fois par semaine par deux observateurs en utilisant 1’échelle de
BBB, groupe NX210 (n = 8) en rouge, groupe véhicule (n = 8) en bleu. (A) Le score BBB du groupe NX210 est
significativement plus élevé que celui du groupe témoin les deux derniéres semaines de 1’étude. Il continue
d’augmenter jusqu’a la fin de I’étude alors qu’il atteint un plateau a J14 dans le groupe témoin. (B) Un score
supérieur a 14 correspond a une coordination entre les mouvements des membres thoraciques et les mouvements des
membres pelviens. Dans le groupe NX210, des animaux atteignent un score de 14 dés la deuxiéme semaine, et leur
proportion continue d’augmenter jusqu’a la fin de 1’étude pour atteindre 5/8. Dans le groupe témoin, le score de 14
est atteint par un seul animal a J28. Données exprimées en moyenne + SEM, p<0.05.

3.3 Les Open Arena tests

Les deux critéres retenus, la distance parcourue et le temps passé dans les cellules
centrales, sont altérés de maniere significative dans le groupe véhicule a tous les points de
mesure, comparés aux valeurs pré-lésionnelles (2-way ANOVA, p<0.05). Le groupe traité montre
en revanche une augmentation de la distance parcourue aux points de mesure intermédiaires, et
une diminution significative du temps passé dans les cellules centrales notamment a la fin de
1’étude (figure 35).
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Figure 35. Effets du NX210 sur le recouvrement fonctionnel apres contusion médullaire chez le rat : open arena test.
(A) Pourcentage de temps passé dans les cellules centrales. (B) Trajet parcouru. Groupe NX210 (n = 8, rouge),
groupe témoin (n = 8, bleu). Le traitement par NX210 modifie significativement le temps passé dans les cellules
centrales par rapport au groupe véhicule en fin d’étude. Données exprimées en moyennes + SEM, * p<0.05.
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3.4 Les réflexes

Les résultats des réflexes d’extension et de placement sont exprimés en pourcentages
d’animaux donnant des réponses normales. lls sont systématiquement plus élevés chez les
animaux traités a J14, J21 et J28. Dans ce groupe, le pourcentage d’animaux recouvrant un
réflexe d’extension normal est de 40% a J7, et il augmente continument pour atteindre 100% en
fin d’étude. Dans le groupe véhicule, il reste inférieur a 33% jusqu’aux derniers points de mesure.
Un réflexe de placement normal est obtenu chez 50% des animaux du groupe traité aux deux

derniéres mesures contre seulement 33% dans le groupe véhicule (Fig. 36).
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Figure 36. Effets du NX210 sur le recouvrement fonctionnel apres contusion médullaire chez le rat : étude des
réflexes.

(A) : réflexe d’extension, (B) : test de placement. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’animaux donnant une
réponse normale. Les groupes NX210 (n = 8) et véhicule (n = 8) montrent une altération significative des réponses
aux deux tests le jour suivant la lésion. A J21 et J28, le groupe NX210 présente une amélioration significative avec
des scores qui se normalisent en fin d’étude pour le réflexe d’extension. Dans le groupe véhicule, une amélioration
n’est détectée qu’a J14 avec un plateau atteint & J21. Données exprimées par la moyenne de chaque groupe + SEM.
* . différence significative par rapport au groupe véhicule, p < 0.05.

4) Etude du recrutement cellulaire aprés lésion par section du corps calleux

L’étude de la prolifération et du recrutement cellulaires a été réalisée en
immunohistochimie (figures 37 a 40). Nos résultats correspondent aux groupes traités par
injection in situ de NX210 ou de véhicule. Nous ne disposons que de résultats préliminaires, car

la totalité des voies d’administration n’a pas encore été explorée.
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L’¢étude a porté sur les cellules souches neurales, les astrocytes, les neurones et les
oligodendrocytes. L’immunomarquage de la nestine a permis de mettre en évidence une
migration de cellules souches neurales de la zone subventriculaire vers le site Iésionnel, chez les
tous les animaux. Dans I’état actuel de notre étude, nous ne mettons pas en évidence de
différence quantitative entre le lot NX210 et le lot véhicule. L’immunomarquage de la GFAP
montre que le NX210 ne suscite pas de maniére élective un recrutement de cellules astrocytaires
par rapport au véhicule. L’immunomarquage du NeuN ne met en évidence aucun recrutement de
cellules neuronales différenciées sur le site lésionnel dans les deux groupes d’animaux. Par
contre, I’immunomarquage du NG2 semble montrer un recrutement significatif de cellules
myélinisantes sur le site Iésionnel. L’ensemble de ces données nécessite bien entendu d’étre

quantifié et confirmé statistiquement apres lecture de toutes les coupes histologiques.

Nestine

— |ésion

Figure 37. Le recrutement de cellules souches neurales par immunomarquage de la nestine. X25
L’immunomarquage de la nestine permet de montrer une migration de cellules souches neurales de la zone
subventriculaire vers le site lésionnel ou elles s’accumulent en périphérie.
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véhicule : X 200 NX210 X200 -

Figure 38. Mise en évidence du recrutement de cellules de phénotype astrocytaire par comarquage de la nestine et de

la GFAP.
L’immunomarquage de la GFAP ne met pas en évidence de majoration du recrutement de cellules astrocytaire sous

I’effet du NX210

véhicule x400 NX210 x400

23

Figure 39. Mise en évidence du recrutement de cellules neuronales par immunomarquage du NeuN.
Le comarquage du NeuN et de la Nestine ne met pas en évidence de recrutement neuronal sur le site Iésionnel.



119

véhicule

Figure 40. Mise en évidence du recrutement de cellules myélinisantes sur le site lésionnel par immunomarquage du

NG2.
L’ immunomarquage de NG2 est significativement augmenté chez les animaux traités par le NX210. Le NG2 marque

chez I’adulte les cellules progénitrices des oligodendrocytes
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Discussion

Aucune approche pharmacologique ou cellulaire développée en préclinique pour traiter
les lésions traumatiques de la substance blanche n’a jusqu’a aujourd’hui débouché sur un
bénéfice substantiel en essai clinique chez I’homme. Le principe de la chirurgie a la phase aigué
reste « mécaniciste », basé sur la levée précoce d’une compression parenchymateuse ou la
stabilisation d’une lésion rachidienne instable. Celui de la neuroréanimation vise au maintien des
fonctions vitales et a la prévention des complications secondaires par le traitement des atteintes
systémiques. Certes, des progres significatifs ont été réalisés grace au monitorage multimodal qui
permet notamment d’adapter 1’oxygénation tissulaire aux besoins métaboliques, mais aucun
traitement spécifique n’est disponible pour prévenir ou traiter les lésions histologiques
secondaires. La rééducation quant a elle, vise a optimiser la réinsertion dans la vie active avec un
maximum d’autonomie, les récupérations fonctionnelles restant rares et limitées au-dela de 6
mois, méme si une amélioration par régénération nerveuse ou formation de circuits de suppléance

peut étre suscitée par la rééducation.

Les difficultés rencontrées par cette recherche de thérapie spécifique sont en fait liées a
I’extréme complexité de la physiopathologie des Iésions de la substance blanche qui est a la fois
mal comprise et mal maitrisée. Il s’agit de surcroit d’un processus évolutif offrant des cibles
thérapeutiques successives au cours de son déroulement. L’impact initial suscite une lésion
primaire sous la forme de destructions neuronales et vasculaires plus ou moins importantes dont
I’évolution suit classiquement trois phases successives : inflammation, cicatrisation et
régénération. En Vérité, ces phases, initiées des le début de 1’agression tissulaire, s’empiétent en
interagissant les unes avec les autres. La phase d’inflammation associe dés la premiére heure un
afflux leucocytaire sur le site lésionnel et la constitution d'un cedéme. Elle enclenche la cascade
d’événements vasculaires et biochimiques de la lésion secondaire qui étend la destruction
tissulaire a la zone limitrophe primitivement épargnée. A la phase de cicatrisation, la
réorganisation des circuits neuronaux est entravee par les inhibiteurs de la croissance axonale et
la gliose réactionnelle. Les cellules neurales recolonisent en partie la Iésion, mais leur potentiel

de régénération fonctionnelle est faible.
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Jusque dans les années 90, le cerveau adulte était considéré comme une structure
différenciée, incapable de se renouveler. Des travaux ont depuis montré 1’existence de niches a
cellules souches (Doetsch et al, 1999) capables de donner naissance a de nouvelles cellules
gliales et a de nouveaux neurones. Des modeles murins ont par ailleurs montré que des lésions
ischémiques de la substance blanche cérébrale activent la production de neuroblastes dans ces
réservoirs de cellules souches (Jin et al, 2001) et stimulent leur migration vers la lésion ou ils

s’intégrent au tissu cerébral lésé pour le régenérer (Faiz et al, 2008).

Aucune étude n’est parvenue a montrer in vivo I’incidence de ce recrutement cellulaire sur
une repousse axonale et une reconstitution myélinique qui supporteraient le recouvrement
fonctionnel. La régénération cellulaire a partir de ces niches et les mécanismes de réparation in
situ ne restituent en fait jamais ad integrum les pertes tissulaires sur le site Iésionnel. Le
recouvrement partiel des fonctions neurologiques observé chez certains malades repose donc
essentiellement sur des phénomeénes de plasticité neuronale a I’étage cortical ou spinal
(Bradebury et al, 2006). Une stratégie thérapeutique destinée & restituer les fonctions
neurologiques par la restauration de leur support anatomique devrait idéalement combiner la
neuroprotection et la neuroregénération pour contrecarrer la lésion secondaire et stimuler les

capacités de réparation du SNC.

La SCO-spondine est une glycoprotéine de la superfamille des TSR appartenant a la
matrice extracellulaire, sécrétée par I’épendyme de la partie rostrale de I’aqueduc du cerveau.
Dans les especes de vertébrés ou la moelle spinale a la capacité de se régénérer, elle est
également produite par certaines cellules épendymaires du canal central de la moelle spinale qui
semble initier le processus de régénération (Chernoff et al, 1996 ; Meiniel et al, 1996 ; Meletis et
al, 2008). Son action sur la croissance et le guidage de 1’axone et son implication probable dans la
constitution de la commissure épithalamique lui ont donc conféré le statut de morphogene (Stanic
et al, 2010 ; Estivill-Torus et al, 2001). Le NX210 derive de la séquence la mieux conservée du
motif TSR de ce morphogene. Nous avons vu ces TSR présents dans de nombreux systémes
biologiques impliqués dans les mécanismes d’adhésion cellulaire et dans les voies de
signalisation médiées par les molécules de la matrice extracellulaire (Adams et al, 2000) qui

guident I’axone en croissance (Hilario et al, 2009). Nous avons préecédemment démontré que le
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NX210 stimulait la croissance neuritique et la fasciculation sur des neurones primaires en culture
(Monnerie et al, 1998) et la neuritogenése sur les cellules de lignée B104 (Gobron et al, 2000).
L’efficacité du NX210 dans la réparation de la substance blanche n’avait pas été explorée sur des

modeles in vivo.

Pour démontrer son efficacité thérapeutique, nous avons soumis le NX210 a des tests in

vitro et in vivo modélisant les cibles potentielles de la neuroprotection et de la neuroréparation.

La neuroprotection

L’augmentation significative de la viabilité des cellules B104 exposées au peroxyde
d’oxygeéne par le traitement au NX210 préfigure une propriété anti-oxydante potentiellement
intéressante en clinique. Nous avons choisi le peroxyde d’hydrogéne, parce qu’il constitue un des
principaux radicaux oxygénés de la réaction secondaire. Il est couramment utilisé pour apprécier

in vitro les propriétés anti-oxydantes des molécules pharmacologiques.

Le mode d’action du NX210 n’était pas encore connu. Nous ne savions pas si la molécule
agissait par effet scavenger en fixant les ROS comme pourrait le laisser envisager 1’existence des
deux radicaux thiols dans la molécule (figure 28) ou si elle agissait par voie métabolique. Cette
derniére hypothése pouvait étre argumentée par deux constats : (1) le blocage des B1-intégrines
fait diminuer le taux de radicaux libres in vitro (Bao et al, 2008), (2) les effets biologiques du
NX210 résultent pour la plupart d’une interaction avec les Bl-intégrines (Bamdad et al, 2004).
Nous avons donc réalisé deux temps d’administration pour tester 1’hypothése d’une action
métabolique. Administré 24 heures avant ou administré pendant 1’exposition au peroxyde
d’hydrogene, le NX210 exerce dans les deux situations une activité anti-oxydante, qui semble
néanmoins plus forte en cotraitement. La demi-vie du peptide ne dépassant pas 2 heures, la
persistante d’un effet pharmacologique au-dela de 24 heures démontre qu’il enclenche des voies
métaboliques exergant une action protectrice prolongée. Cela nous a donc permis de montrer que

la molécule agit selon un double mode d’action, chimique et métabolique.

Cet effet antioxydant peut étre important en pratique clinique. Libéres par les phénoménes
ischémiques et les troubles ioniques, les ROS jouent en effet un réle crucial dans les altérations

tissulaires de la Iésion secondaire. Leur intervention est précoce et prolongée, la concentration
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des ROS augmentant dans les premicres heures du traumatisme et ne se normalisant qu’apres
quatre a cing semaines (Donnelly et al, 2007 ; Xiong et al, 2007). La peroxydation des lipides
membranaires qu’ils provoquent enclenche une cascade d’événements cytotoxiques comprenant
la destruction des membranes plasmiques et mitochondriales, la majoration de la perméabilité au
Ca2+ responsable d’un influx calcique, le renforcement des phénomenes apoptotiques et la
destruction de I’endothélium vasculaire ouvrant la BHE (Pineau et al, 2007 ; Schnell et al, 1999).
La rupture de la BHE favorise 1’extravasation de cellules et de cytokines inflammatoires et auto-

entretient I’inflammation et les phénomenes apoptotiques (Kubes et al, 2000).
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Figure 41. Effet scavenger potentiel du NX210.
La neuroprotection du NX210 contre le stress oxydatif peut relever d’un effet « scavenger ». Les deux
radicaux thiols du peptide se lient au peroxyde pour constituer un pont bisulfure.

Les mécanismes nécrotiques ou apoptotiques conduisant a la mort des cellules
prédominent selon le type de population cellulaire concerné, ce qui complique le choix de la cible
thérapeutique. Ainsi, les pertes astrocytaires reléveraient de phénoménes nécrotiques (Beattie et
al, 2002), alors que les pertes en oligodendrocytes reléveraient plutét de processus apoptotiques
(Crowe et al, 1997). L’incidence de 1’apoptose sur les neurones dépendrait du niveau de déplétion
énergétique et donc du mode lésionnel (Nicoreta et al, 1997). Nous avons vu que cette voie
apoptotique reléve tres probablement d’une interaction des neurones avec la microglie activée
(Beer et al, 2000 ; Choi et al, 1999, Grosjean et al, 2007, Martin-Villalba et al, 1999, Qiu et al,
2002) et les oligodendrocytes, selon un mécanisme caspase dépendant (Casha et al, 2001). Le
mécanisme par lequel le stress oxydatif détruit les cellules B104 n’étant pas connu, nous avons
étudié I’activité des caspases 3/7 qui sont impliquées dans la cascade apoptotique. Nous avons
donc soumis les cellules B104 a un traitement combinant le peroxyde d’hydrogene et le NX210.
L’inhibition de I’activité des caspases 3/7 par le NX210 dans ces conditions expérimentales et

I’existence d’un effet dose dépendant démontrent les propriétés anti-apoptotiques de la molécule
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in vitro indépendamment de son effet antioxydant. Le mécanisme d’action anti-caspase encore

inconnu est en cours d’exploration.

L’efficacité des molécules neuroprotectrices reste décevante dans le traitement des lésions
de la substance blanche en clinique pour différentes raisons. Dans certains cas, 1’étendue des
Iésions anatomiques pourrait excéder les capacités d’une molécule pharmacologique. Dans
d’autres, le champ d’action de la molécule, limité a une voie de signalisation isolée, pourrait étre
contrebalancé par la mise en jeu simultanée d’autres voies de signalisation. Inversement, la mise
en évidence d’un mode d’action in vitro n’exclue pas la mise en route de plusieurs cascades
d’événements métaboliques in vivo interagissant au sein du mécanisme lésionnel. Aucune
molécule neuroprotectrice testée en phase préclinique n’a aujourd’hui démontré de bénéfice
tangible dans les essais cliniques de lésions traumatiques de la moelle et du cerveau chez

[’homme.

La neurorégénération

La neurorégénération constitue la deuxieme option thérapeutique, destinée a compenser
les pertes cellulaires et les Iésions axonales. Ce type de traitement doit idéalement stimuler a la
fois le renouvellement des neurones et des oligodendrocytes, la croissance et le guidage de
I’axone, la synaptogenese et la myélinisation. Nous avons montré dans des travaux précédents
que le NX210 stimulait in vitro la croissance neuritique sur des cultures primaires de neurones et
la synaptogenese sur des cultures de cellules B104. Ces résultats obtenus par un peptide qui
rappelons-le dérive d’un domaine TSR de la SCO-spondine, font écho avec ceux obtenus par
d’autres protéines TSR dans la neuritogenése et la synaptogenése, en particulier la TSP-1 et la
TSP-2 (Christopherson et al, 2005). Sécrétées dans le site lésionnel par les astrocytes et la
microglie activés (Lin et al, 2003), elles apparaissent comme d’importants régulateurs de la
plasticité synaptique au cours du développement et de la neuroréparation spontanée (Risher et al,
2012). In vitro la TSP-1 stimule la croissance neuritique (Neugebauer et al, 1991) et la migration
des OPC (Scott-Drew et al, 1997) selon un mécanisme impliquant les mémes récepteurs que le
NX210, les B1-intégrines (Tomaselli et al, 1990). In vivo, la TSP-1 est surexprimée sur le site
Iésionnel ou elle stimule la croissance neuritique (Hoffmann et al, 1999) et la synaptogenése

(Hughes et al, 2010 ; Liauw et al, 2008). Ces résultats pourraient expliquer la formation de
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synapses aberrantes générées par la cicatrice gliale lorsque les axones en croissance arrivent au
contact d’astrocytes activés (Liuzzi 1987). Dans la synaptogenése, les TSP agiraient sur les
récepteurs a la gabapentine 281 (Eroglu et al, 2009) et au TGF-B1 (Packard et al, 2003) des
neurones, par des séquences communes aux Bl1-intégrines (Eroglu et al, 2009 ; Wilkins et al,
1996).

Nous montrons maintenant que le NX210 stimule in vivo la croissance axonale dans un
modele de lésion médullaire traumatique a la phase aigué chez le rat. Le modele que nous
utilisons s’inspire de celui décrit par Duchossoy et coll. (Duchossoy et al, 2001). Le tube
collagéne inséré dans la moelle spinale aprés aspiration des cordons dorsaux vise a privilégier la
repousse des fibres sectionnées aux dépens des phénomenes de repousses collatérales (collateral
sprouting). L aspiration compléte des deux cordons dorsaux de la moelle spinale créée une cavité
Iésionnelle sans laisser de collerette de substance blanche intacte en périphérie comme cela est
constaté dans les modeles de contusion. L’insertion du tube collagéne, calé¢ entre les deux
tranches de sections craniale et caudale de la moelle, limite la repousse aux seules fibres issues
des deux moignons de moelle. Chez les animaux traités, on constate une repousse au 10°™ jour,
ce qui est précoce comparativement aux données de la littérature (Hill et al, 2001 ; Liebster et al,
2005). Nous notons également que la repousse des fibres ascendantes, qui atteint 2 mm en dix
jours, est plus importante que celle des fibres descendantes. Cela vient corroborer les résultats
d’études in vivo montrant une plus grande capacité régénératrice des fibres sensitives par rapport
aux fibres corticospinales (Blesch et al, 2009). La repousse neuritique apparait plus ou moins
précocement selon le faisceau, celle du faisceau corticospinal s’étalant par exemple de la
troisiéme semaine au 8°™ mois chez le rat (Hill et al, 2001). Les fibres ne sont pas disposées au
hasard. Leur regroupement et leur agencement selon un axe craniocaudal rappellent 1’effet de la
SCO-spondine sur la fasciculation des neurites constaté in vitro (Monnerie et al, 1997) et in vivo
(Stanic et al, 2010). Cette aptitude a stimuler la fasciculation a eté également mise en évidence in
vivo pour d’autres protéines TSR comme la F-spondine. Sécrétee par les cellules de la floor plate,
elle est impliquée dans la formation des commissures tout comme la SCO-spondine dont le
NX210 dérive (Zismann et al, 2007 ; Woo et al, 2008).
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Il est intéressant de constater chez les animaux traités, une colocalisation des
neurofilaments et de la laminine au niveau de la repousse. Sécrétées par les astrocytes et les
cellules de Schwann, les laminines stimulent la croissance axonale et interviennent dans le
guidage de I’axone en interagissant avec les Bl-intégrines (Chen et al, 2009 ; McKeon et al,
1995 ; Buss et al, 2007). Nous avons déja souligné que I’environnement Iésionnel était rendu
puissamment non permissif pour la croissance axonale par les CSPG de la cicatrice gliale. Des
études in vitro ont montré qu’un milieu de culture contenant les CSPG de la cicatrice gliale,
favorisait la croissance et la fasciculation des neurites en présence de laminine, tandis qu’en
présence de laminine seule, les axones apparaissent dispersés. Cela tendrait a montrer que la
fasciculation pourrait, dans certaines conditions expérimentales, résulter de I’interaction entre des
molécules inhibitrice (les CSPG) et une molécule stimulatrice (la laminine) (Snow et al, 2003).
L’hypothése selon laquelle le NX210 interagirait avec les CSPG de la méme maniére que les
laminines, via une interaction avec les B1-intégrines, pourrait étre testée par le comarquage de la
laminine-1 et de la B1-intégrine. Le marquage des cellules de Schwann et des astrocytes pourrait
utilement compléter notre étude mécanistique en précisant la nature de la population cellulaire a

’origine de la laminine.

Les altérations de la gaine de myéline constituent également une cible majeure des
thérapies régénératives. Celles résultant de I’'impact mécanique du traumatisme initial font I’objet
des mesures de prévention primaire. Seules les destructions liées aux modifications métaboliques
de la phase secondaire font I’objet de la neuroprotection. Nous avons vu que la destruction des
gaines de myéline est corrélée a celle du cytosquelette axonal. Elle prédomine sur la moelle en
amont de la lésion et sur les voies descendantes, notamment le tractus corticospinal, épargnant
relativement la moelle en aval de la lésion et les cordons postérieurs ou la remyélinisation
commence précocement dés le 7°™ jour chez le rat (Ward et al, 2014). La destruction secondaire
des gaines de myéline peut étre attribuée a la perte des oligodendrocytes que I’on constate des la
24°™ heure chez le rat (Totoiu et al, 2005). Les oligodendrocytes sont détruits surtout par un
mécanisme apoptotique contre lequel on a démontré une action protectrice du NX210. Cette
raréfaction de la population oligodendrocytaire explique la présence d’axones démyélinisés qui
traversent en pont la cavité lésionnelle et constituent la cible des traitements régénératifs. De

nombreux axones peu myélinisés résultent probablement de la démyélinisation des fibres



127

initialement épargnées par la lésion primaire, ou correspondent a des axones remyélinises de
maniere imparfaite en raison des modifications de la matrice extracellulaire. Ces fibres pourraient
contribuer a expliquer la récupération partielle des fonctions neurologiques chez certains

traumatisés médullaires (Cao et al, 2005 ; Guest et al, 2005).

Des données récentes non encore publiées suggerent un effet prometteur du NX210 sur la
myélinisation. Des expérimentations in vitro sur des cultures primaires d’oligodendrocytes
montrent en effet que la molécule augmente la survie des oligodendrocytes et favorise la
formation d’extensions cytoplasmiques. De plus, le NX210 pourrait directement stimuler la
myélinisation en activant la Bl-intégrine dont on a montré I’implication dans le processus de
myélinisation (Barros et al, 2009). Exprimées par les oligodendrocytes, les B1-intégrines sont
indispensables a la formation de la gaine de myéline. Un des ligands physiologiques pourrait étre
la laminine dont la déficience chez I’homme est a ’origine de troubles de la myélinisation
(Vainzof et al, 1995). D’autres études montrent que 1’activation de 1I’a6B1-intégrine stimule la
survie des oligodendrocytes in vitro (Benninger et al, 2006). Les acteurs de la remyélinisation ne
sont pas clairement identifiés. Les oligodendrocytes ne sont pas nécessairement les seuls
impliqués. Les cellules de Schwann colonisent également la 1ésion médullaire et reconstituent les
gaines de myéline. Elles proviendraient des racines spinales endommagées ou dériveraient des
progéniteurs résidents (Zawadzka et al, 2010). Incapables de migrer en territoire sain, leur
présence au contact des axones signerait la myélinisation d’axones en croissance ou la

remy¢linisation d’axones épargnés par la Iésion.

Récupération fonctionnelle

Nous avons testé 1’efficacité clinique du NX210 sur un modéle de contusion médullaire a
la phase aigué au moyen du NY impactor. Ce choix a été guidé par la reproductibilité du modele,
et parce qu’il semble fournir des lésions proches de celles constatées en traumatologie humaine
(Metz et al, 2000; Raineteau et al, 2001 ; Dietz et al, 2006). Les critéres d’évaluation
comprenaient le suivi du poids corporel, des tests réflexes, les open-arena tests et la mesure du

score de Basso, Beattie et Bresnahan ou score de BBB (Basso et al, 1996).
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Dans notre étude, le poids corporel était précocement et constamment supérieur chez les
animaux traités par rapport aux témoins. Il constitue un critére d’évaluation global,
systématiquement exploité en comportement animal, pour traduire le bien-étre de 1’animal,
notamment 1’absence de douleur et de stress, et sa capacité a se déplacer pour accéder a la
nourriture. Les effets du NX210 sur la locomotion évalués en « open-field » comprenaient une
Iégere augmentation de la distance parcourue aux temps intermédiaires et une diminution
significative du temps passé dans les cellules centrales de 1’aréne surtout en fin d’observation par
rapport aux témoins. Ces tests évaluent en plus de ’activité motrice, 1’état de santé général de
I’animal par ’observation de son comportement exploratoire. La pratique de ces tests montre
néanmoins 1’incidence de biais inévitables sur les résultats, en particulier I’influence du stress, de
I’habituation a 1’environnement et de 1’entrainement. IlIs semblent néanmoins suffisamment
sensibles pour détecter des modifications neurologiques et les quantifier méme lorsque 1’état

neurologique est profondément altéré (Sedy et al, 1999 ; Metz et al, 2000).

Le NX210 entraine une amélioration significative de la motricité des membres pelviens
mise en évidence par le score de BBB. Cing animaux traités sur 8 et seulement 1 sur les 8
animaux controles atteignent un score de 14 qui signe la capacité de soutenir le poids du corps et
la coordination des mouvements entre les membres thoraciques et les membres pelviens. On
notera que les faibles différences de scores entre les groupes sont typiques de ces échelles de
locomotion qui comme le score de BBB ne sont pas linéaires. Par ailleurs, comme pour les autres
échelles d’évaluation des fonctions neurologiques, le score de BBB ne donne qu’une appréciation
globale de la fonction médullaire, c’est pourquoi nous 1’avons complété par 1’étude des réflexes.
D’une maniére assez classique, les réflexes de placement et d’extension disparaissent les jours
suivant le traumatisme, puis donnent une réponse anormale avant de se normaliser
progressivement. La revue de la littérature ne donne pas d’indication précise sur la chronologie
de cette évolution (Gale et al, 1985; Seki et al, 2002). Le substratum anatomique de ces réflexes
n’est pas non plus clairement établi. Le réflexe d’extension a été toutefois corrélé au volume de la
lesion médullaire (von Euler et al, 1997). Des expérimentations consistant a pratiquer des lesions
a différents niveaux du névraxe tendent a montrer qu’ils ne sont pas des réflexes spinaux. Le
réflexe de placement a été décrit sous le contrdle du cortex sensorimoteur du cervelet et du noyau

rouge, ce qui signifie que sa restauration apres Iésion médullaire suppose 1’intégrité des tractus
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corticospinal et rubrospinal et des afférences extéroceptives (Amassian et al, 1973 ; Forssberg et
al, 1974 ; Donnatelle et al, 1977 ; Bradley 1983 ; Metz et al, 2000 ; Seki et al, 2002 ; Roof et al,
2001 ; Sedy et al, 2008). Par consequent, les meilleurs résultats obtenus par les animaux traités
pourraient étre corrélés a une meilleure restitution du contréle supraspinal, notamment par la
repousse du faisceau corticospinal que nous avons suspectée plus haut. Cela est d’autant plus
envisageable que seul 1% du tractus corticospinal est nécessaire pour restaurer certaines taches
motrices volontaires coordonnées chez le rat adulte (Li et al, 1997). Par ailleurs, notre modéle de
Iésion médullaire pas aspiration des cordons dorsaux mettait en évidence la repousse des fibres
ascendantes et descendantes. La destruction de la substance grise postérieure et la présence du
tube de collagéne permettent de supposer que ces fibres ne sont pas des fibres propriospinales, et
que par conséquent les fibres ascendantes sont bien des afférences extéroceptives. Enfin, on peut
supposer que les fibres descendantes appartiennent au tractus corticospinal car ce sont les seules

voies descendantes des cordons postérieurs de la moelle chez le rat (figure 42).

Dorsal

Droite
ASCENDING TRACTS DESCENDING TRACTS
I Dorsal columns I Corticospinal
I Spinothalamic I Rubrospinal
[ISpinocerebellar ____ Reticulospinal
I Vestibulospinal
Il Raphespinal

Figure 42. Anatomie comparative des tractus ascendants et descendants de la moelle spinale chez le rat et I’homme.
Coupe transversale de la moelle spinale du rat (a gauche) et de ’'Homme (a droite). Le seul tractus descendant des
faisceaux dorsaux de la moelle spinale du rat est le tractus corticospinal (Watson et al, 2009).

Il n’est cependant pas possible d’éliminer la participation d’un effet neuroprotecteur de la
molécule mis en évidence in vitro, dans la recupération fonctionnelle des animaux traités. De

\

méme, une repousse collatérale peut également contribuer a expliquer 1’amélioration
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fonctionnelle constatée dans notre modéle de contusion. Un tel phénomene peut en effet se
produire a partir de la collerette de substance blanche saine que ce type de modele laisse en
périphérie de la cavité lésionnelle et qui existe également en pathologie humaine (Bareyre et al,
2004). Des repousses collatérales peuvent aussi naitre a partir des axones lésés du tractus
corticospinal et établir des synapses avec certaines fibres propriospinales qui enjambent le foyer
Iésionnel pour se connecter avec les motoneurones destinés aux membres pelviens. Il a éteé établi
que ces repousses collatérales, quelle que soit leur origine, contribuent a former localement des
néocircuits neuronaux qui participent au rétablissement de la motricité des membres pelviens
(Bareyre et al, 2004). Pour faire la part entre un contréle supraspinal lié a la repousse des fibres
longues ou a celle de fibres collatérales, certaines équipes préconisent des protocoles comprenant
deux hémisections successives de la moelle thoracique. Lorsque la motricité récupérée apres la
premiére hémisection est de nouveau perdue avec paraplégie complete apres une deuxiéme
section de I’hémimoelle controlatérale au méme niveau, cela signifie que le contrdle supraspinal
restitué empruntait la voie de fibres propriospinales cheminant dans I’hémimoelle controlatérale a
la premiére lésion. Une monoplégie homolatérale a la seconde section signerait au contraire une
repousse des voies longues (Courtine et al, 2008).

Les modéles de contusion et de compression médullaires expérimentales indiquent par
ailleurs une corrélation significative entre 1’é¢tendue des lésions des gaines de myéline et
I’importance du déficit neurologique (Noble et al, 1989 ; Fehlings et al, 1995; Basso et al, 1996 ;
Gruner et al, 1996). Il est donc possible qu’une part de la récupération des fonctions
neurologiques repose sur la remyélinisation par les oligodendrocytes et les cellules de Schwann,
des axones épargnés par la lésion, indépendamment de la neuritogenese et des phénomeénes de

repousse collatérale.

Le recrutement cellulaire

L’effet du NX210 sur le recrutement cellulaire a été exploré sur un modele de lésion
traumatique du corps calleux. Le choix de ce site anatomique a été guidé par la vulnérabilité du
corps calleux en pathologie traumatique chez I’homme et par la facilité technique de réaliser une
section du corps calleux en conditions stéréotaxiques. La réalisation d’une Iésion a proximité de
la zone subventriculaire avait pour objectif d’explorer 1’activation de la prolifération cellulaire

dans cette niche a cellules souches et la migration cellulaire jusqu’au site 1ésionnel.
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D’apres les résultats préliminaires dont nous disposons, 1’absence de cellule marquée au
NeuN tend a démontrer I’absence de production de nouveaux neurones a J 14. Le marquage au
MBP montre des débris de myeéline dispersés dans le plan des fibres du corps calleux a distance
du foyer lésionnel. L’existence de ces débris de myéline a distance de la 1ésion peut s’expliquer
par des phénomenes de dégénérescence wallérienne ou par les mécanismes d’excitoxicité de la

lésion secondaire.

L’existence de cellules marquées au GFAP et au NG2 sur le site Iésionnel témoigne d’un
recrutement astrocytaire et oligodendrocytaire. Nous avons vu que la réaction astrocytaire élabore
une cicatrice astrogliale périlésionnelle qui constitue une barriere physique et métabolique a la
repousse neuritique. Son réle est également bénéfique car elle restitue la BHE (Faulkner et al,
2004) et rétablit I’équilibre ionique (Herrmann et al, 2008). Certains types d’astrocytes
favoriseraient méme la repousse axonale (Faulkner et al, 2004). Ce recrutement de cellules GFAP

nécessite des compléments d’étude afin de préciser son incidence sur la régénération.

Le marquage des cellules au NG2, plus intense dans le lot NX210 que dans le lot
vehicule, est intéressant car il identifie une population de progéniteurs qui se différencient
principalement en cellules myélinisantes, les oligodendrocytes (Zhu et al, 2008). Les cellules
NG2 constituent une population cellulaire particuliére. Chez 1’adulte, elles se répartissent
uniformément dans la substance blanche et la substance grise et constituent la principale
population de cellules prolifératives du SNC en dehors des niches a cellules souches (Dawson et
al, 2003). L’origine des cellules marquées au NG2 sur le site Iésionnel peut donc étre discutée. Il
n’est pour I’instant pas possible de déterminer s’il s’agit de cellules résidentes et/ou de cellules
recrutées a partir de la ZSV. L’existence de cellules NG2 sur le trajet de migration entre la ZSV
et la Iésion montre qu’une part au moins de ces cellules provient d’un recrutement a partir de 1a
ZSV. Nous avons vu que les neurotransmetteurs libérés par 1’activité neuronale stimulent la
production de cellules NG2 via des connexions synaptiques entre le neurone et I’OPC (Bergles et
al, 2010). Par la sécrétion de PDGF, I’activité neuronale stimule également la prolifération des
OPC et probablement leur différenciation en oligodendrocytes myélinisants dans la substance
blanche (Noble et al, 1988). Cet effet est plus discuté dans la substance grise (Hillet al, 2014). Le
comarquage du NG2 et du PDGF pourrait permettre d’étayer cette hypothése.
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Sous forme libre, la molécule NG2 stimule la prolifération et la migration des OPC
(Fukushi et al, 2004) en formant des complexes moléculaires avec le récepteur au FGF-2 et
I’a3Blintégrine (Fukushi et al, 2004). Les cellules NG2+ et la molécule NG2, sont impliquées
dans d’autres aspects de la régénération comme la croissance de I’axone (Yang et al, 2006). La

molécule NG2 inhibe la croissance neuritique, comme toutes les CSPG (Ughrin et al, 2003).

L’endothélium des capillaires de la ZSV joue un role majeur dans le destin des cellules
souches neurales. Il oriente leur différenciation par la sécrétion de facteurs neurotrophiques selon
la nature de I’environnement cellulaire (Gage et al, 2000 ; Noctor et al, 2002 ; Shen et al, 2004 ;
Wu et al, 2005). Certaines cellules souches sont amarrées a la laminine de la lame basale de
I’endothélium par les B1-intégrines dont le blocage détache les cellules des vaisseaux et augmente
leurs capacités prolifératives (Shen et al, 2008). Le traitement par le NX210 combiné au
marquage et au blocage des Pl-intégrines permettrait de tester I’hypothése selon laquelle le
NX210 recruterait les cellules souches en modulant leur ancrage vasculaire selon un mécanisme

médié par les B1-intégrines.

La fonction physiologique de ces niches a cellules souches reste débattue. lls seraient
impliqués dans la plasticité neuronale (Kirsche et al, 1983). La ZSV est une source de
progéniteurs neuraux (Weissman et al, 2014) dont la participation dans la réparation reste
controversée chez ’homme. Deux études nécropsiques pédiatriques montrent certes des images
de prolifération cellulaire (Haynes et al, 2011), mais sans apporter la preuve d’un recrutement

cellulaire sur le site Iésionnel (Taylor et al, 2013).

Dans la moelle spinale, ce sont les cellules épendymaires qui constituent chez I’adulte une
source de cellules souches (Johansson et al, 1999). Apres section des cordons dorsaux de la
moelle spinale chez la souris, des cellules épendymaires migrent dans le site 1ésionnel ou elles se
différencient en astrocytes. Ces astrocytes élaborent le tissu cicatriciel et produisent des facteurs
neurotrophiques comme 1’IGF-1 qui réduisent les pertes neuronales en inhibant 1’apoptose
caspase-3 dépendante (Sabelstrom et al, 2013). Nous ne sommes pas en mesure de preciser leur
role précis dans la réparation médullaire chez I’homme. Des études d’immunohistochimie
devront étre réalisées apres Iésion médullaire pour étudier le réle du recrutement cellulaire dans

ce contexte. Il n’est en effet pas certain que les résultats obtenus a 1’étage encéphalique soient



133

extrapolables a 1’étage spinal, car le canal central de la moelle qui constitue une source de

cellules souches disparait progressivement au cours de la vie chez I’homme (Yasui et al, 1999).

Les modéles animaux

Les modeles de traumatismes cérébraux et médullaires les plus couramment utilisés en
recherche préclinique restent les modeles rongeurs pour des raisons de codt et de reproductibilité.
L’extrapolation a ’homme des constatations physiopathologiques obtenues doit étre néanmoins
pondérée par les différences anatomiques et biomécaniques de I’enceinte craniospinale et du

névraxe entre les différents modeles.

L’étude de la réparation de la substance blanche utilise essentiellement des modeles
médullaires. Cela tient & plusieurs raisons. Les Iésions de la moelle spinale affectent la substance
blanche d’une maniére prépondérante. Par conséquent, les troubles neurologiques et le bénéfice
des molécules testées sont facilement corrélés a I’intégrité des fibres qui constituent leur support
anatomique. Les modeéles de lésions médullaires, standardisés et reproductibles, permettent des
évaluations cliniques semi-quantitatives a 1’aide d’échelles validées et des explorations
électrophysiologiques (Fitzgerald et al, 2007). Les modéles de traumatismes cérébraux créent des
Iésions mixtes affectant le cortex et les noyaux gris dont I’implication clinique est difficile a
dissocier de celle de la substance blanche. Par ailleurs, la correspondance entre les
retentissements cognitifs des 1ésions cérébrales chez I’homme et les troubles comportementaux
des modéles animaux posent d’évidentes questions de transposabilité notamment a partir
d’espéces lissencéphales comme les rongeurs, qui sont les plus utilisées (Cenci et al, 2002 ;
Povlishock et al, 1994). Ces modeles sont néanmoins indispensables pour étudier la
physiopathologie lésionnelle et proposer des cibles thérapeutiques potentielles (Saatman et al,

2008).

La gaine de myéline est sensible a de multiples facteurs environnementaux qui se
répercutent sur la qualité de la myélinisation. Ils constituent une source de discordance dans la
transposition des résultats a ’homme. On a déja évoqué I’activité neuronale et I’'imprégnation
hormonale. Les modifications de la substance blanche liées a 1’age révelent des mécanismes
métaboliques distincts. On constate chez 1’homme une dégénérescence progressive de la

substance blanche avec une raréfaction de la myéline et des oligodendrocytes. Ce phénomene
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affecte surtout les fibres associatives et notamment la partie antérieure du corps calleux. Chez le
singe Rhésus, on observe également cet appauvrissement de la substance blanche au cours de la
sénescence mais on observe au contraire une augmentation du nombre d’oligodendrocytes
(Wisco et al, 2008). Chez les rongeurs utilisés en laboratoire, la substance blanche s’enrichit
constamment en myéline et la proportion d’axones myélinisés dans le corps calleux augmente

tout au cours de la vie (Nunez et al, 2000).

Ce que nous apportent les modéles animaux de régénération spontanée

Les exemples de régénération spontanée chez les vertébrés inférieurs nous aident & mieux
comprendre les obstacles a la réparation chez 1’homme. Nous avons vu que la substance blanche
remanie en permanence son organisation structurelle dans des situations physiologiques. Des
expériences sensorielles suscitent continument la destruction et la formation de connexions
synaptiques pour former de nouveaux circuits au cours des processus mneésiques et
d’apprentissage (Zito et al, 2002 ; Zuo et al, 2005). Pourquoi cette plasticité est-elle mise en
échec dans la neuroréparation ? La conservation chez les anamniotes adultes d’une capacité
neurorégénératrice apparait liée a un microenvironnement neuronal spécifique dont certaines
caractéristiques ont été bien identifiées chez le zebrafish comme 1’absence de surexpression des
CSPG (Becker et al, 2002). Cette régénération de la substance blanche restitue la fonction (Dias
et al, 2012, Van Raamsdonk et al, 1998), par la croissance axonale et non par la mise en jeu des
centres générateurs de mouvements (Becker et al, 1997). Les cellules épendymogliales guident la
croissance des axones a travers la cavité lésionnelle (Becker et al, 1997). Elles ne générent que
des progéniteurs neuraux. Il n’y a pas d’astrocytes donc pas de cicatrice gliale pour inhiber la
repousse axonale. Les inhibiteurs associés a la myéline comme Nogo ne montrent aucune activité
inhibitrice sur le céne de croissance (Abdesselem et al, 2009). Concernant la myélinisation, les
oligodendrocytes du zebrafish expriment les mémes molécules de reconnaissance et de croissance
axonale que les cellules de Schwann des mammifeéres (Jeserich et al, 1990 ; Bernhardt et al, 1996,

Schweitzer et al, 2003). La différence réside donc dans le systéme de signalisation cellulaire.

Chez les urodeles, la moelle et le cerveau gardent la capacité de se régénérer a 1’age
adulte. La transformation épithéliomésenchymateuse des épendymocytes se substitue a la

réaction astrogliale des mammifeéres, et pourrait correspondre a la conservation par 1’épendyme
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des caractéristiques embryonnaires du neuroépithélium. La structure de la moelle spinale des
amphibiens conserve également une disposition primitive, les épendymocytes gardant un aspect
de glie radiaire (Schonbach et al, 1969 ; Roots et al, 1986 ; Holder et al, 1990). Lors d’agression
tissulaires, les cellules épendymaires protégeraient les neurones et les oligodendrocytes de la
cytotoxicité induite par le calcium en captant le calcium extracellulaire (Chernoff et al, 2003).
Chez les mammiferes, les astrocytes propagent I’influx calcique aux astrocytes et aux neurones

voisins, diffusant de proche en proche la cytotoxicité liée au Ca2+ (Nedergaard et al, 1994).

Les indications potentielles

La phase aigué de la lIésion médullaire ou cérébrale constitue la cible privilégiée mais non
exclusive de la neuroprotection et de la neuroréparation. La fenétre thérapeutique reste a définir.
L’administration lors de 1’abord chirurgical de 1ésions instables ou compressives est 1’option
retenue par 1’étude Céthrine. Elle ne permet pas de traiter les 1ésions de contusion cervicale non
opérées, comme les décompensations de myélopathie cervicarthrosique. Le mode
d’administration intrathécal ou topique, le nombre administrations, unique ou répétée, doivent

également étre précisés.

Les phases subaigué et chronigue constituent également des indications potentielles des
thérapies neuroprotectrices et neurorégénératrices. Un traumatisme cérébral uniqgue méme de
gravité modérée génére des lésions tardives de la substance blanche (Molgaard et al, 1990,
Johnson et al, 2013) associant des remaniements de la myéline (Corsellis et al, 1973, Omalu et al,
2011, McKee et al, 2011) et des dégénérescences wallériennes au sein de réactions astrogliales
persistantes. La détersion des débris de myéline par les cellules microgliales et les macrophages
activés se poursuit plusieurs années apres le traumatisme (Adams et al, 2000).

La phase chronique de la Iésion médullaire définie cliniquement par la stagnation des
signes neurologiques, peut évoluer sur le plan histologique vers une myélomalacie avec la
constitution d’une formation kystique centromédullaire. Des modeles de contusion médullaire
chez le rongeur et le primate montrent la persistance de pertes neuronales et de remaniements
dégenératifs plusieurs mois apres le traumatisme (Huang et al, 2007, Crowe et al, 1997; Liu et al,
1997; Grossman et al, 2001). Ces lésions évolutives de la substance blanche et les pertes



136

neuronales différées justifient donc le développement de traitements neuroprotecteurs méme a la

phase chronique tardive du traumatisme.
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Conclusions et perspectives

Ce travail expérimental, issu d’une collaboration entre un laboratoire académique,
I’IGCNC EA7282, et une entreprise de biotechnologie, Neuronax, a permis de mettre en évidence
I’intérét d’un peptide dérivé d’une protéine TSR dans la neuroprotection et la neurorégénération
de la substance blanche. Le NX210 est né d’une thématique de recherche fondamentale innovante
portant sur un morphogéne impliqué dans la mise en place des fibres commissurales chez
I’embryon. Sa séquence a été concue a partir d’un des domaines biologiquement actifs de sa
biomolécule mere, puis testée chez 1’adulte dans 1’optique de réparer les lésions de la substance

blanche en clinique.

In vitro, nous avons montré que le NX210 protege contre le stress oxydatif et 1’apoptose.
Il stimule la synaptogenese, la croissance axonale et la fasciculation. Deux modéles de lésions
médullaires nous ont apporté la preuve de concept chez I’animal : la molécule favorise la
reconstitution de la substance blanche médullaire en stimulant la repousse axonale selon une

organisation fasciculaire. Cette restructuration anatomique supporte la restauration fonctionnelle.

Il reste a mieux préciser le mécanisme d’action de la molécule qui peut étre différent
selon I’effet biologique considéré. Ainsi, nous testons actuellement I’hypothése selon laquelle
I’activité neuroprotectrice contre le stress oxydatif s’exerce par le biais d’une voie métabolique
spécifique ou par effet scavenger. Cette précision est importante sur le plan thérapeutique, car
I’existence d’un effet scavenger pourrait nous conduire & envisager un traitement combinant le
NX210 a d’autres molécules réductrices de type Glutathion. Le mécanisme de protection contre
I’apoptose doit également étre approfondi pour savoir notamment si la molécule active un
récepteur membranaire ou si elle pénétre dans la cellule pour interagir avec les voies de
signalisation. Nous devons préciser le mode d’action de la molécule sur les OPC et la
myélinogenése et confirmer I’implication probable des Bl-intégrines. L’étude
immunohistochimique a I’étage encéphalique montre que la molécule modifie le recrutement
cellulaire sur le site lésionnel. Nous devons vérifier que ce mécanisme d’action existe dans le

contexte de la Iésion médullaire.
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Dans le domaine de la Iésion médullaire traumatique, des expérimentations
complémentaires nous permettront de préciser la fenétre optimale d’administration. Les études de
toxicologie, déja réalisées chez le rongeur et le chien seront complétées par les études de
tolérance et de pharmacocinétique chez I’homme. Un essai clinique de phase /11 devrait ainsi étre

lancé en 2015 dans le cadre d’une étude prospective multicentrique.

D’autres cibles thérapeutiques potentielles seront précisées sur des modéles
expérimentaux, notamment les lésions de la substance blanche cérébrale d’origine vasculaire ou
dégénérative. Le contexte de I’hydrocéphalie chronique de I’adulte peut constituer une
thématique intéressante en raison de sa fréquence et de la réversibilité de son tableau clinique

apres chirurgie.

Nous avons vu comment les modéles animaux de régénération fonctionnelle spontanée de
la moelle nous aident & mieux comprendre les mécanismes inhibant la régenération chez
I’homme. Un zebrafish mutant pour la SCO-spondine est en cours de mise au point dans le cadre
d’une collaboration avec I’Institut du Cerveau et de la Moelle épiniére, pour préciser la
participation de cette molécule dans la réparation de la moelle spinale lorsqu’elle est

opérationnelle.
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Annexe

Sakka L, Delétage N, Lalloué F, Duval A, Chazal J, Lemaire JJ, Meiniel A, Monnerie H, Gobron
S. SCO-spondin derived peptide NX210 induces neuroprotection in vitro and promotes fiber
regrowth and functional recovery after spinal cord injury. PLoS One. 2014 Mar 25;9(3):€93179.
doi: 10.1371/journal.pone.0093179.
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Résumé

Ce travail évalue I’efficacité d’un peptide dérivé d’une protéine TSR dans la réparation des lésions
traumatiques de la substance blanche du systeme nerveux central. Les propriétés neuroprotectrices ont été
explorées sur ’activité anti-oxydante et anti-apoptotique. Le NX210 augmente la viabilité des cellules
B104 exposées au peroxyde d’oxygene, un des principaux radicaux oxygénés de la réaction secondaire. Le
meécanisme anti-apoptotique a été étudié¢ par la mesure de I’activité anti-caspase. Le NX210 inhibe
I’activité des caspases 3/7 selon un effet dose dépendant. Les propriétés neuroréparatrices ont été testées
sur des modeles de lésions médullaires chez le rat. Dans un modeéle de section médullaire, le NX210
stimule précocement la croissance axonale et la fasciculation. Deux molécules impliquées dans la
fasciculation, les neurofilaments et la laminine, sont colocalisées au niveau de la repousse. L’efficacité
clinigue du NX210 a été testée sur un modéle de contusion médullaire. Le poids corporel était
précocement et constamment supérieur chez les animaux traités par rapport aux témoins. L’amélioration
motrice évaluée en «open-field» comprenait une augmentation de la distance parcourue et une diminution
du temps passé dans les cellules centrales. Un score de BBB supérieur a 14 chez les animaux traités
signait la restauration de la coordination des mouvements entre les membres thoraciques et les membres
pelviens. La normalisation des réflexes pouvait étre corrélée a la restitution du contrdle supraspinal,
notamment par la repousse des fibres corticospinales, rubrospinales et extéroceptives. L’action sur le
recrutement cellulaire a été étudiée sur un modeéle de section du corps calleux en immunohistochimie. La
réalisation d’une lésion proche de la zone subventriculaire permettait d’explorer le recrutement cellulaire a
partir de cette niche a cellules souches. L’absence de cellule NeuN+ tendrait & démontrer 1’absence de
recrutement neuronal. Le marquage au MBP montrait des débris de myéline a distance du foyer lésionnel
liés a des phénomeénes de dégénérescence wallérienne ou d’excitoxicité. La présence de cellules GFAP+ et
NG2+ sur le site lésionnel témoignait d’un recrutement astrocytaire et oligodendrocytaire.

Summary

In this work, we have studied the efficacy of a TSR-derived peptide in white matter repair.
Neuroprotective properties were studied using two models of oxidative stress and apoptosis in vitro.
NX210 increases cell viability after exposition to H202, one the the main ROS that take part in the
secondary lesion. Anti-oxidant action was mediated by the scavenger property of the molecule and the
stimulation of signaling pathway. Anti-apoptotic action was assessed by measuring caspase3/7 activity.
NX210 inhibits caspase3/7 activity according to a dose effect relation. Neurorepair was assessed using
two separate rat models of spinal cord injury (SCI). In the model provided by section of both dorsal
funiculi, NX210 stimulates early axonal growth that predominates on sensory fibers and displays a
fasciculate organization. At the site of regrowth, neurofilaments were colocalized with laminin, a
molecule involved in fasciculation and axonal guidance during embryogenesis. Clinical efficiency was
assessed using a contusive model of SCI. Body weight was early and constantly increased in NX210
treated animals as compared to vehicle treated animals. Improvement in locomotor behavior was
appraised with the open field tests. Path length was significantly increased while time spent in central cells
was constantly decreased in NX210 treated animals. A BBB score above 14 only performed by NX210
treated animals was related to the restoration of coordination between forelimbs and hind limbs.
Normalization of reflexes such as paw placement and toe spread in NX210 treated animals could be
correlated to the recovery of supraspinal control. The action on cell recruiting was assessed by
immunohistochemistry using a rat model of corpus callosum section. The lesion was performed near the
subventricular zone to study cell proliferation and migration from the stem cell niche to the site of injury.
The lack of NeuN immunostaining confirmed the absence of neural cells recruitment. Myelin debris
identified by MBP immunostaining were located at a distance from the site of injury. GFAP and NG2
cells significantly more numerous in NX210 treated animals identified astrocyte and oligodendrocyte
recruitment all around the lesion site.



