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Résumé : La Sclérose en plaques (SEP) est une
maladie auto-immune chronique
démyélinisante et neurodégénérative du SNC.
Elle représente la premiére cause de handicap
non traumatique chez I'adulte jeune et surtout
les femmes. Malgré tous les efforts des
chercheurs, la cause exacte de la SEP reste
inconnue a ce jour. Selon eux, la SEP est
considérée une maladie qui survient en
présence des facteurs environnementaux
combinés a des facteurs génétiques. La thérapie
actuelle utilise des médicaments qui suppriment
les attaques immunologiques et il n’existe
aucun traitement efficace qui arréte les
dommages neuro-axonaux ou favorise Ia
remyélinisation. La mélatonine s’est révélée
d’étre un candidat neuroprotecteur puissant
pour réduire la perte de la myéline.

Le but de ce travail est d’examiner la corrélation
clinique entre la mélatonine sérique et la proCT
chez les patients atteints de SEP et d’évaluer
I'effet de Ila mélatonine sur le risque
d’ostéoporose, le métabolisme cérébral et la
remyélinisation in vivo. Pour ce faire, différentes
techniques de biologie moléculaire et cellulaire
ont été utilisées dans le modéle expérimental de
souris d'encéphalomyélite auto-immune (EAE).
Les résultats obtenus se divisent en trois parties.
Dans la premiére partie, Les données ont
montré une augmentation significative des taux
sériques de proCT chez les patients atteints de
SEP, inversement corrélée aux niveaux de
mélatonine par rapport aux sujets sains. Dans la
seconde partie, nous avons démontré que la
mélatonine a diminué les scores cliniques
moyens, a réduit significativement les taux
sériques de proCT et a augmenté le niveau de
25-hydroxyvitamine D, du calcium et de 'OCN
chez les souris EAE par rapport au souris EAE
témoins. Dans la troisieme partie, les résultats
ont montré que la mélatonine a augmenté le
niveau des cytokines anti-inflammatoires
I'interleukine-10 (IL-10) et I'interleukine-4 (IL-4))

et a diminué le taux des cytokines pro-
inflammatoires (le facteur de nécrose
tumorale—alpha (TNF-a) et I'interleukine 1-béta
(IL-1B)) chez les souris EAE par rapport aux
souris EAE témoins. Nous avons aussi démontré
que le taux de la  glycoprotéine
oligodendrocytaire de la myéline (MOG), le taux
de la protéine basique de la myéline (MBP) et le
taux de la protéine basique oligodendrocytaire
associée a la myéline (MOBP) ont été
augmentés par celle-ci. De plus, elle a entrainé
une augmentation significative des
concentrations cérébrales d’acétate, de N-
acétylaspartate (NAA) et de 3-hydroxy-3-
méthylglutaryl-Coenzyme-Aréductase(HMGCR).
Les niveaux d’expression de I'’ARNm et des
protéines de pyruvate déshydrogénase kinase-4
(PDK-4) ont également augmenté chez les souris
traitées a la mélatonine par rapport aux souris
EAE non traitées. Le traitement a la mélatonine
a entrainé une augmentation des taux de lactate
dans le cerveau, alors que I'activité du complexe
de pyruvate déshydrogénase (PDC) actif et total,
enzyme sous le contréle de PDK-4, a été
supprimée.

En conclusion, cette étude suggéere que ProCT
pourrait étre un biomarqueur chez les patients
atteints de SEP. Les résultats obtenus sur les
souris EAE traitées a la mélatonine démontrent
son importance sur I'atténuation de la gravité de
la maladie et de I'inflammation intracérébrale
ainsi que sur l'amélioration du métabolisme
osseux qui a pour conséquent de réduire
I'ostéoporose. De plus, le traitement curatif
avec la melatonine a une dualité fonctionnelle
dans le modeéle EAE (1) effets anti-
inflammatoires capables de diminuer
I'inflammation au niveau du SNC et (2) effets
neuroprotecteurs initiés par le maintien du
métabolisme énergétique cérébrale qui favorise
I'oligodendrogenése et de ce fait les processus
de remyélinisation.
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Abstract: Multiple Sclerosis (MS) is a chronic
demyelinating autoimmune and
neurodegenerative disease of nervous
central system (CNS). MS is the leading cause
of non-traumatic disability in young adults,
especially women. Despite research effort to
elucidate its etiology, the exact cause for MS
remains unknown to date. MS can occur in
response to environmental and genetic
factors or to a combination of both. The
current therapy for MS uses medications that
suppress the immunological attacks and
there is no effective treatment that halts the
neuro-axonal damage or promotes
remyelination. Melatonin has been shown to
be a potent neuroprotective candidate for
reducing myelin loss. The aim of this study is
to examine the clinical correlation between
serum melatonin and proCT in patients with
MS and to evaluate the effect of melatonin
on osteoporosis, metabolic pathways and the
process of re-myelination in the brain in vivo.
To that end, different molecular and cellular
biology techniques were used on an
experimental model of autoimmune
encephalomyelitis (EAE). The Results of the
study are divided into three parts. In the first
part, the data showed a significant increase
in serum proCT levels in patients with MS
that is inversely correlated with melatonin
levels compared to healthy subjects. In the
second part, we have demonstrated that
melatonin treatment decreased the mean
clinical scores, significantly reduced serum
levels of proCT levels, and increased the level
of 25-hydroxyvitamin D, calcium and OCN in
EAE mice compared to control EAE mice.
In the third part, the results showed that
Melatonin increased the level of increased

the level of anti-inflammatory cytokines
(interleukin-10 and interleukin-4) and
decreased the level of pro-inflammatory
cytokines (tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a) and interleukinl-beta (IL-1B) in EAE mice
compared to control mice. We have also
demonstrated that the oligodendrocytic
myelin glycoprotein (MOG), and the myelin
basic protein (MBP) and the oligodendrocytic
myelin-associated basic protein (MOBP)
levels are also increased. In addition,
melatonin caused a significant increase in
brain levels of acetate, N-acetylaspartate
(NAA), and 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzyme-A reductase (HMGCR). Moreover,
the expression levels of mMRNA and pyruvate
dehydrogenase kinase-4 (PDK-4) proteins
also increased in mice treated with
melatonin compared to untreated EAE mice.
Melatonin treatment resulted in an increase
in lactate levels in the brain, while the
activity of the active and total pyruvate
dehydrogenase @ complex (PDC) was
suppressed. In conclusion, this study
suggests that ProCT could be a biomarker in
MS patients. The results obtained on
melatonin-treated EAE mice demonstrate its
importance in attenuating the severity of the
disease and intracerebral inflammation as
well as improving bone metabolism, which
consequently reduces osteoporosis. In
addition, the curative treatment with
melatonin has a functional duality in the EAE
model: (1) anti-inflammatory effects capable
of reducing inflammation in the CNS and (2)
neuroprotective effects initiated by the
maintenance of brain energy metabolism
which promotes oligodendrogenesis and
hence the remyelination processes.
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Chapitre 1 :
Le Systéme Nerveux



Le systeme nerveux (SN) est un systéme biologique animal responsable de la coordination
des actions avec I'environnement extérieur et de la communication rapide entre les différentes
parties du corps. Chez tous les vertébrés, on distingue le systéme nerveux central (SNC) du systeme
nerveux périphérique (SNPer). Le SNC comprend I'encéphale (cerveau, cervelet et tronc cérébral)
et la moelle épiniere. La dissection du SNC montre deux parties différentes : la substance blanche
(SB) et la substance grise (SG). Quant au SNPer comprend les nerfs rachidiens et craniens (Figure
1A). A I'échelle cellulaire, le SN est défini par la présence de cellules hautement spécialisées
appelées neurones. En outre, le SN contient des cellules de support appelées cellules gliales ou
névroglies qui apportent un soutien structurel et fonctionnel aux neurones. L'espace persistant

entre ces cellules est appelé matrice extracellulaire

1.1. Les neurones

Le neurone représente l'unité fonctionnelle du SN. Un neurone est formé d’un corps
cellulaire ou péricaryon et de deux types de prolongements: les dendrites et I’'axone unique qui peut
étre nu ou recouvert d’'une gaine de myéline. Le role d'une cellule nerveuse est de permettre la
réception ainsi que I'intégration et la transmission des informations. Elles assurent la transmission

du message nerveux. [1].

1.2. Les cellules gliales ou névroglies

Les cellules gliales ou névroglies jouent un réle majeur dans le métabolisme cérébral, car
elles controélent la composition chimique du fluide qui entoure les neurones, y compris les niveaux
d'ions et de nutriments. Elles renferment les astrocytes, les oligodendrocytes (OD) et les microglies.
Chaque type cellulaire a une fonction qui lui est unique. Les métabolismes des neurones et des

cellules gliales sont interdépendants, et ces cellules fonctionnent de maniére intégrée (Figure 1B).
1.2.1 Les astrocytes

Les astrocytes ont la forme étoilée. Ils sont beaucoup plus complexes et ont
beaucoup plus de fonctions dans le SN que personne ne l'aurait soupconné il y a quelques décennies.
Avec les vaisseaux sanguins, ils forment un cadre qui soutient, nourrit et protége les neurones et les

ODs, ils participent au maintien de la barriere hémato-encéphalique (BHE), régulent le flux sanguin,
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maintiennent un environnement extracellulaire optimal au fonctionnement de celles-ci [1]. lls
nettoient les débris cellulaires par phagocytose au cours de la mort cellulaire apoptotique
développementale, du vieillissement normal, du remodelage des processus neuronaux, pendant la
récupération apres une blessure, et dans les processus pathologiques [2]. Ils ont des systémes
d'assimilation a haute affinité pour la plupart des neurotransmetteurs et peuvent absorber et
métaboliser un certain nombre de transmetteurs incluant le glutamate, I'acide B-amino-butyrique,
la glycine, la taurine, I'alanine, les catécholamines et la sérotonine [3]. Les astrocytes sont des
acteurs centraux du couplage neuro-métabolique et subissent des adaptations plastiques en
paralléle avec des mécanismes adaptatifs qui caractérisent la plasticité synaptique [4, 5]. Aussi, ils
sont capables de sécréter l'interleukine-1 (IL-1). La combinaison des antigenes d’IL-1 et
d'histocompatibilité (CMH) permet aux astrocytes de fonctionner comme des cellules présentatrices
d'antigene (CPA) [6]. Des fonctions supplémentaires sont susceptibles d'apparaitre a mesure que la

recherche se poursuit (Figure 1B, C).
1.2.2 Les oligodendrocytes

Les ODs sont des cellules spécialisées quiisolent I'axone en enroulant plusieurs fois
un segment de leur membrane plasmique autour des axones pour former une structure nommée
une gaine de myéline. Une cellule sous-exprimée mais étonnamment commune (environ 5% de
toutes les cellules du SNC) est la cellule précurseur des oligodendrocytes (CPO) qui exprime le
protéoglycane NG2 [7]. Les CPOs peuvent se différencier en ODs et sont présentes méme tard dans
la vie [8]. Ainsi, la différenciation des CPOs est une stratégie visant a améliorer la remyélinisation
endogene, mais une telle stratégie doit étre mise en balance avec le potentiel des CPOs a répondre
aux cytokines et de participer ainsi elles-mémes a I'inflammation [9, 10]. De plus, les ODs peuvent
devenir dysfonctionnels méme sans mourir, causant des dommages aux tissus par la perte du

support trophique aux axones (Figure 1B).
1.2.3 La microglie

La microglie joue un réle dans la défense immunitaire active du SNC. Elle partage
les mémes caractéristiques que les macrophages: la phagocytose, la présentation d’antigenes et la
modulation de la réponse immunitaire via la production de cytokines [11]. Ces fonctions sont
essentielles au maintien de I'homéostasie, a la réparation cellulaire et a la protection contre les

pathogenes. Les microglies jouent un double réle, parfois en favorisant l'inflammation en sécrétant
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des cytokines pro-inflammatoires comme IL-6, TNF-a, CCL2, ROS, NO, IL-1f, IL-12, CXCL10. Dans
d'autres circonstances, elles favorisent la réparation par I'élimination des débris de la myéline et la
protection des neurones en sécrétant des chimokines et des cytokines anti-inflammatoires comme

IL-10, IL-4 et TGF-R [12] (Figure 1B,2).

{f) 4« Cerveau ) Neuroprotection OLIGODENDROCYTE
IL-4,IL-10 i
— Encéphale P myéline
Nerfs TGF-B
criniens— Cervelet &Debris
| Bulbe rachidien
H Nutriments
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\&‘__ Moelle épiniére MICROGLIE
\\Q‘ Nutriments
Nerfs I
rachidiens P\
B \ g Sang
7.\
(%
A B

Figure 1 : Anatomie du SN. A: Organisation du SNC. B: Réle de chaque cellule gliale dans le SNC. Les astrocytes absorbent
les nutriments du sang et les fournit aux cellules, Les ODs forment la myéline qui recouvre les neurones, la

microglie secréete IL-4, IL-10, TGF-B qui protége le neurone.

IL-10, TGF-B, IL-4
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Figure 2: La microglie et ses fonctions. La microglie joue un double réle dans le SNC. Lorsqu’elle secréte IL-10, TGF-B, IL-

4, sa fonction est neuroprotecteur, tandis que lorsqu’elle secrete I1L-6, TNF-a, CCL2, ROS, NO, IL-18, IL-12,
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CXCL-10, sa fonction est neurotoxique.
1.3. Organisation anatomique du cerveau

Le cerveau est constitué de deux hémisphéres gauche et droite, un cerveau moyen appelé
le diencéphale qui réunit les deux hémispheres, et le corps calleux. Chaque hémisphere est subdivisé
par des scissures délimitant plusieurs lobes qui sont creusés par des sillons qui forment des plis
(Figure 3). A l'intérieur du cerveau proprement dit, on remarque la présence de cavités qu’on
appelle les ventricules. Celles-ci sont remplies du LCR qui nourrit et protége le cerveau. On trouve
quatre ventricules: deux ventricules cérébraux latéraux —un dans chaque hémisphére —, un
troisiéme ventricule correspondant au diencéphale, et un quatriéme situé entre le tronc cérébral et

le cervelet. Enfin, I'encéphale est recouvert par les méninges, qui sont des membranes protectrices.

Tronc cérébral Cervelet

Figure 3 : Représentation des différents lobes du cerveau
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Chapitre 2 : La Sclérose En

Plaques



La sclérose en plagues ou SEP est une maladie inflammatoire, démyélinisante et
neurodégénérative du SNC [13]. Elle représente la premiére cause de handicap non traumatique chez
les jeunes adultes, elle vient juste apres les accidents. Dans la plupart du temps, les personnes
touchées sont entre 20 ans et 40 ans [14, 15]. Une particularité de la SEP est de toucher davantage
les femmes deux a trois fois plus que les hommes. En France, elle affecte plus de 90 000 personnes,

350 000 en Europe et 2 millions et demie dans le monde [14].

2.1 Historique

En 1824, les premiers patients ont été diagnostiqués avec des symptdmes qui
caractériseraient de facon définitive la SEP. Ces diagnostiques sont apparus dans le journal d'Auguste
D'Estée, qui comprenait également un compte rendu personnel de ses propres expériences avec ce
gue I'on appelle maintenant la névrite optique et la SEP récurrente-rémittente (SEP-RR) [16]. Malgré
ces observations cliniques, la SEP ne recut pas de nom avant 1868, lorsque le médecin francais Jean-
Martin Charcot I'appela «Sclérose en plaques». Charcot est reconnu comme le premier scientifique a
lier les symptdmes de la SEP a la démyélinisation et aux Iésions dans les tissus du systeme nerveux
central et a proposer des critéres pour diagnostiquer cette nouvelle pathologie et a les consigner
dans un ouvrage intitulé «histologie de la sclérose en plaques» [17]. Bien qu’il n’ait diagnostiqué
gu’une trentaine de cas pendant sa carriere, I'intérét de Charcot pour cette pathologie I'a amené a
proposer les bases histopathologies de cette affection qui demeurent toujours valides
jusqu’aujourd’hui. En 1933, Rivers et al ont décrit I'un des premiers modeles expérimentaux,
I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), pour la démyélinisation inflammatoire aigué
[18]. L'EAE a été largement utilisée comme modeéle de SEP pour la recherche immunologique,

immunothérapeutique et immunogénétique.

2.2 Définition

La SEP est une maladie auto-immune chronique ou le systéme immunitaire s’attaque a lui-
méme et plus particulierement le SNC. Elle se caractérise par des réactions inflammatoires qui
entrainent la destruction de la myéline conduisant a une démyélinisation des axones. Cette
démyélinisation va étre dans un second temps responsable d’une atteinte axonale a des degrés divers
dans le SNC aboutissant a des difficultés de conduction de I'influx nerveux (IN) expliquant ainsi les
symptdémes de la maladie qui varient considérablement selon I'emplacement et la taille des lésions
dans le cerveau et la moelle épiniére de la personne et plus tard a un handicap irréversible [19]

(Figure 4A,B).



Comme l'indique le nom de la maladie, les individus atteints présentent un tissu durci (sclérotique)
dans de nombreuses parties (multiples) du cerveau et de la moelle épiniére. Le terme plaques est
employé car les parties du SN touchées par la maladie ressemblent a des plaques que I'on peut

visualiser lors d’une imagerie par résonance magnétique (IRM) [20].

Neurone sain

Yo

NY
9
'a
- Lymphocyte B
P
b
_{ Anticorps m
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/ ” . > - N
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Neurone affecté par la SEP
Macrophage

A B
Figure 4: La SEP est une maladie auto-immune. A: Le systéeme immunitaire attaque la myéline. B : Le neurone sain

transmet I'IN, tandis que le neurone affecté par la SEP ne transmet pas I'IN.

2.3 Poussée et progression

Une poussée est définie comme une période de survenue de nouveaux signes neurologiques
ou de réapparition d’anciens symptomes durant au moins 24h, plusieurs jours ou semaines puis
disparaissent complétement ou partiellement, et elle est séparée de la poussée précédente d’au
moins 1 mois [21]. Il faut au moins deux Iésions distinctes dans le SNC pour qu’on puisse parler de la
SEP. On parle alors de dissémination lésionnelle dans le temps et dans I’espace. La SEP se révele par
une poussée dans environ 85% des cas. Lors d'une poussée, de nouveaux symptoémes peuvent
apparaitre, mais également réapparaitre d'anciennes manifestations, des symptomes présents
peuvent également s'aggraver. Cependant, il est impossible de prévoir le moment, I'intensité ou la
durée d’une poussée [21]. En dehors des poussées, I'inflammation disparait et la myéline se reforme
en partie autour des fibres, ce qui entraine une restauration de la conduction nerveuse plus ou moins
compléte et donc une régression des signes cliniques (poussée sans séquelle) ou partielle laissant des

symptomes permanent c’est-a-dire qu’il n’existe pas de retour a I'état neurologique normal (poussée
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avec séquelles) [22]. Quant a la progression, elle correspond a une aggravation continue des signes
cliniques neurologiques du patient, indépendamment des poussées, sur une période d’au moins 6
mois voire 12 mois. Il s’agit d’une accumulation progressive du handicap. Elle est une source majeure

de handicap chez les patients atteints de SEP.

2.4 Echelle EDSS

L'EDSS (Expanded Disability Status Scale) a l'intention de capturer l'incapacité des patients
atteints de SEP sur la base d'un examen neurologique en décrivant les symptomes et les signes dans
huit systémes fonctionnels (SF). En outre, il englobe la fonction ambulatoire et la capacité a effectuer
les activités de la vie quotidienne (AVQ). Un score global peut étre donné sur une échelle ordinale
allant de 0 (examen neurologique normal) a 10 (décés da a la SEP).

Les scores de 0 a 4.0 sont déterminés en tenant compte des déficiences fournies par I'examen
clinique. Les scores de 4,0 a 7 caractérisée par une limitation a divers degrés de la marche. Les scores
de 7 a 10 au cours duquel la marche est devenue impossible. Une représentation schématique de

I'EDSS est donnée a la Figure 5.

ambulatory function
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Figure 5 : Représentation schématique de I'échelle EDSS décrivant les facteurs qui déterminent le score global; le

graphique montre la répartition des patients sur I'EDSS [23] MS : Multiple Sclerosis (sclérose en plaques)
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2.5 Les modes évolutifs de la SEP.

En général, on distingue trois formes principales de la SEP, selon la facon dont la maladie

évolue dans le temps:
2.5.1 Forme récurrente-rémittente (SEP-RR).

Dans 85% a 90% des cas, la maladie débute par cette forme, elle est caractérisée par
des poussées suivies d’'une rémission compléte ou partielle. Il s’agit de la forme la plus souvent
diagnostiquée. Dans la majorité des cas, au bout de plusieurs années, la perte axonale dépasse le
mécanisme de remyélinisation spontanée, cette forme de la maladie peut évoluer vers une forme

secondairement progressive [24] (Figure 6A).
2.5.2 Forme progressive secondaire (SEP-SP).

Aprés une forme rémittente initiale, la maladie peut s’aggraver de fagcon continue
s’installant de maniére irréversible. On parle alors de forme secondairement progressive. L'examen
anatomo-pathologique, a ce stade, montre une atrophie cérébrale (diminution du volume du
parenchyme cérébral) et une perte axonale qui est la cause essentielle du handicap neurologique
irréversible[24]. La régression au moment des périodes de rémission est de plus en plus incompléte,
le nombre de poussées et de rémissions diminuent parallélement au handicap qui persiste davantage
tout en augmentant d'intensité. La plupart des personnes souffrant de la forme rémittente
présenteront une forme progressive dans les 15 ans qui suivent le diagnostic de la maladie [25]

(Figure 6B).
2.5.3 Forme progressive primaire (SEP-PP).

Cette forme se caractérise par une évolution lente et constante de la maladie sans
poussées ni remissions dés le diagnostic contrairement a la forme SEP-RR. Cette forme est plus grave
et plus rare, elle concerne 10% des cas et apparait généralement plus tard dans la vie, vers I'age de
40 ans. Les symptdémes apparaissent graduellement et le handicap augmente rapidement et devient
permanent car il n'existe ni poussée ni rémission. La progression est alors irréversible [24]. Sur le plan

anatomo-pathologique, cette forme se caractérise par la mort des ODs [20] (Figure 6C).
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Figure 6 : Profils évolutifs de la SEP A: La forme RR caractérisée par des poussées de symptomes suivies d’une rémission
compléete ou partielle. B: La forme SP présente une aggravation graduelle de I'état du patient et font suite aux
formes rémittentes. C: Les formes primitives progressives présentent une augmentation ininterrompue de
séquelles progressive primaire se caractérise par une évolution lente et constante de la maladie, dés le

diagnostic. D’apres [26]

2.6 Données épidémiologiques

La SEP est la maladie démyélinisante la plus fréquente, elle représente la premiere cause de
handicap sévére non traumatique chez les jeunes adultes en raison d'une déficience neurologique
acquise, elle vient juste apres les accidents [15]. Elle touche environ 2.5 millions de personnes dans
le monde [14]. Bien que la SEP puisse survenir a tout age, les manifestations initiales sont le plus
souvent évidentes au début de I'dge adulte, généralement entre 20 et 40 ans [15]. Une particularité
de la SEP est de toucher davantage les femmes deux a trois fois plus que les hommes [14]. Sa
répartition dans le monde n’est pas uniforme. Selon le dernier «Atlas MS», produit par
«'International Foundation of Multiple Sclerosis» en 2013, la prévalence de la SEP varie
considérablement, passant de niveaux élevés en Amérique du nord et en Europe (respectivement
140 et 108 cas par 100 000 habitants) au niveaux bas en Asie orientale et en Afrique subsaharienne
( respectivement 2,2 et 2,1 cas par 100 000 habitants). Grossierement, celle-ci est faible a I’équateur

et augmente vers les poles. Le nombre estimé de personnes atteintes de la SEP a augmenté depuis
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2008, en allant de 1.8 millions a 2.5 millions en 2013. La prévalence médiane globale utilisée a
augmenté en 2013 de 30 a 33 pour 100 000 habitants [14]. Le Canada détient la prévalence de la SEP
la plus élevée au monde avec 291 cas par 100 000 habitants [27]. La France est située au milieu de
I'Europe occidentale entre des zones de forte prévalence de la SEP (telles que les pays scandinaves
et le Royaume-Uni) et des zones de faible prévalence de la SEP (Italie, Gréce, Espagne), la prévalence
est estimée a 60 pour 100 000 habitants avec 2500 a 3000 nouveaux cas répertoriés chagque année
[28]. Au Liban, les institutions de sécurité et des forces armées sont les seules sources d’information
de la SEP. Ces sources portent principalement sur le nombre de patients atteints de sclérose en
plagues traités, dont la plupart sont traités par interférons. Une étude publiée en 2008 a estimé le
nombre de patients atteints de SEP entre 1200 et 1700, mais il ne s'agit que d'une approximation.
Dans le méme article, les auteurs ont décrit les caractéristiques de 202 patients répondant aux
criteres de McDonald [29]. Les données rapportées dans ce document sont discutables. Il est
nécessaire d'établir un registre national incluant tous les patients atteints de SEP afin de définir avec
précision l'incidence et la prévalence de la maladie au Liban. Toutes ces données épidémiologiques
descriptives et analytiques meneront a une meilleure compréhension des facteurs de risque de SEP

et pourraient méme avoir des répercussions sur les stratégies thérapeutiques (Figure 7).

ATLAS OF MULTIPLE SCLEROSIS

The 2013 map produced by the Multiple Sclerosis International Federation
ranked Canada No. 1, with 291 cases per 100,000 people

PEOPLE PER 100,000 WITH MS: Il >100 S 60.01-100  20.01-60 " 5.01-20 lM0-5 DATA NOT PROVIDED

Figure 7: Prévalence de la SEP dans le monde [14]
2.7 Etiologie

Les causes spécifiques de la SEP sont actuellement inconnues et il n'y a pas de facteurs bien

établis pour aider a la prévention des maladies. Selon les chercheurs, la SEP est considérée une
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maladie multifactorielle c.-a-d. plusieurs facteurs vont concourir au développement de la maladie.
Ces facteurs sont d’une part, des facteurs génétiques propres a chaque individu, d’autre part des
facteurs environnementaux et des facteurs infectieux notamment les virus aboutissant ensemble a

une maladie auto-immune [30].

2.7.1 Les facteurs génétiques

La SEP est plus fréquente deux a trois fois chez les femmes que chez les hommes et
elle est également plus fréquente chez les blancs que chez les autres groupes raciaux [30]. Des études
sur la famille et les jumeaux ont démontrés que la SEP présente un risque familial plus élevé chez les
parents du premier ou du deuxieme degré que chez les individus non apparentés et indiquent des
taux de concordance plus élevés chez les jumeaux monozygotes (25-30%) que chez les jumeaux
dizygotes (2-5%) atteints de SEP tandis que le taux de concordance chez les freres et sceurs non
jumeaux est de 3,5 % [31]. Dans I’ensemble, Ces faits indiquent une prédisposition génétique a la SEP
et non pas une maladie héréditaire (Figure 8).
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Figure 8 : Risque de développer la SEP suivant le degré de parenté avec un individu atteint [32]

D’autres preuves d'une base génétique pour la susceptibilité a la SEP ont été obtenues en étudiant
I'association entre SEP et le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) [31]. Le géne HLA est
localisé sur le bras court du chromosome 6 et code pour une glycoprotéine qui assure une fonction
de présentation de l'antigéne et d’histocompatibilité, cela permet au systéme immunitaire de

connaitre le soi et le non—soi. Le HLA est subdivisé en 3 régions: HLA-I, HLA-Il et HLA-IIl. HLA-I
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comprend 3 génes: HLA-A, HLA-B et HLA-C. Alors que HLA-Il comprend 3 paires de genes: HLA-DP
(géne DPA et DPB), HLA-DQ (DQA et DQB) et HLA-DR (DRA et DRB1). Quant au HLA-IIl ne renferme
pas de genes associés a la maladie [31], elle contient des genes codant pour des protéines du systeme
du complément (C2, C4, facteur B), pour le facteur de nécrose tumoral (TNF) et pour les

lymphotoxines (Figure 9).
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Figure 9 : Cartographie génétique du CMH : Le locus HLA sur le chromosome 6 [33]

Les patients porteurs de I'haplotype HLA-DW?2 sont plus fréquemment atteints de la SEP que les
sujets témoins [34]. Au fil du temps, le progres technologique a permis de détecter le géne HLA-
DRB1*15:01 [35], le géne HLA-DR4 qui se trouve chez les patients qui vivent surtout dans le pourtour
méditerranéen [36]. Bien que I'haplo type HLA-DRB1*15:01 exerce |'effet génétique le plus fort dans
la SEP, I'association n'est pas directe [37]. Par exemple, HLA-DRB1*08 n'augmente que modérément
le risque de SEP, mais en combinaison avec HLA-DRB1*15:01, le risque se double [37]. D'autre part,
HLA-DRB1*14 a un effet protecteur, il supprime complétement le risque accru de HLA-DRB1*15:01
[37]. Bien que la SEP ne soit pas comorbide avec d'autres maladies auto-immunes, environ 22% des
locus associés a la maladie sont également associés a d'autres maladies auto-immunes telles que la
polyarthrite rhumatoide, le psoriasis et les maladies auto-immunes de la thyroide [38]. En revanche,
I'alléle de risque HLA qui est le plus important (DRB1*15:01) n'est pas associé avec d'autres maladies
auto-immunes communes. Par conséquent, I'allele HLA-DRB1*15:01 pourrait conduire a une auto-

immunité spécifique au SNC. Des études ont trouvé qu’il y a une association entre I'age de début de
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la maladie et I'allele DRB1*15:01 , donc celui qui porte ce géne, il a un risque de débuter la maladie
plus précocement de 10 mois [39]. L'allele HLA-DRB1*15:01 augmente la sévérité de la SEP en
augmentant le nombre de lésions conduisant a une diminution du volume cérébral et des

performances cognitives [40] (Figure 10).
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Figure 10: Locus 6p21-6p23 et SEP. Le géne HLA-DRB1*1501 est le géne qui représente la plus importante susceptibilité
de la SEP [41].

En plus de la région HLA-DRB1, des études ont obtenu HLA-DQA1 et HLA-DQB1 comme des locus de
risque [42]. D’autres locus de risque indépendants dans la région HLA de classe | ont été récemment
confirmé tel que le HLA-A*02 qui favorise un effet protecteur a son porteur avec un odds ratio 0,73
[43]. L'allele HLA-B44 provoquerait une évolution moins sévere en préservant le volume cérébral et
en réduisant les lésions dans le cerveau [44].

Apreés les études menées sur les genes du systeme HLA, les chercheurs ont identifié des genes non
liés au locus HLA qui sont impliqués dans la SEP. Alors, ils ont étudié le génome de nombreux sujets
atteints de SEP et des sujets sans maladie grace a la nouvelle technique du génome en association
GWAS (genome wide association studies) [45]. Cette étude examine les polymorphismes
mononucléotidiques ou SNP (single nucléotide polymorphisme) a travers le génome et vise a
comparer les variantes génétiques communs dans un grand nombre de cas affectés a ceux des
témoins non affectés afin de déterminer s'il existe une association avec la maladie [45]. Chaque étude
peut regarder des centaines ou des milliers de SNP en méme temps et a pu détecter des genes de
faible implication dans la SEP. Plus particulierement, les résultats du GWAS impliquent des génes
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associés a la SEP codant pour des voies de cytokines (CXCR5, IL-2RA, IL-7RA, IL-7, IL-12RB1, IL-22RA2,
IL-12A, IL-12B, IRF8, TNFRSF1A, TNFRSF14, TNFSF14) [46] et co-stimulateur (CD37, CD40, CD58, CD80,
CD86, CLECL1) et des molécules de transduction du signal d'intérét immunologique (CBLB, GPR65,
MALT1, RGS1, STAT3, TAGAP, TYK2) [31]. Récemment, des études ont trouvé le géne VAV1 dont
I’expression joue un réle dans le contrdl des maladies immunitaires du SNC et dans la production de
cytokines pro-inflammatoires qui sont impliquées dans la pathogénése de la SEP. Chez les patients
atteints de SEP, I'expression de VAV1 est augmentée et corrélée avec I'expression du TNF-a et de

I'interféron-y (INF-y) dans les cellules du sang périphérique et du liquide céphalo-rachidien (LCR) [47].

2.7.2 Les facteurs environnementaux

La prédisposition génétique ne suffit pas a elle seule de déclencher la SEP. Il semble
gu’il y a aussi une nécessité de l'intervention des facteurs environnementaux pour que la maladie
survienne. Bien que les génes jouent un role important dans la SEP, le taux de concordance de 15 a
25% chez les jumeaux monozygotes suggere que des facteurs non génétiques peuvent également
affecter la susceptibilité a la SEP [48]. Les études épidémiologiques suggerent que les facteurs
environnementaux contribuent au sens large au développement de la SEP. Tous les facteurs
environnementaux impliqués dans la SEP ne sont pas encore connus, mais des preuves accumulées
soutiennent fortement plusieurs candidats, notamment la répartition géographique, I'exposition au
soleil et/ou a la vitamine D, et la cigarette avec un soutien non confirmé ou hypothétique a I'obésité
en tant que facteurs de risque [30]. Ces facteurs pourraient théoriquement modifier la susceptibilité
a la SEP a n'importe quel moment de la vie, depuis la conception (ou méme avant) jusqu'au début de

la maladie.

2.7.2.1 La répartition géographique

La répartition géographique inégale de la SEP est essentielle pour
comprendre le role de I'environnement. La distribution de la SEP varie selon la latitude. Cette
variation est dle au niveau d’ensoleillement. Sa prévalence augmente en allant de I'équateur la ou
I'ensoleillement est élevé vers les pbles nord et sud ol le niveau du soleil est faible et elle est plus

important dans les régions tempérées plutot que tropicales [30] (Figure 11)
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Figure 11 : La répartition géographique. La prévalence de la SEP augmente en allant de I'équateur vers les p6les nord et

sud et est plus important dans les régions tempérées plutét que tropicales. (D’aprés

http://library.med.utah.edu/kw/ms/epidemioloy.html).

Les études sur la migration démontrent que cette derniére a une influence sur le risque de SEP et
surtout si cette migration a eu lieu pendant I'enfance. Le passage d’une région a risque élevée vers
une région a risque faible avant I'age d’adolescence réduit le risque de SEP car les individus adoptent
le mode de vie du pays d’accueil. Par contre, si cette migration est faite aprés I’age d’adolescence, le
risque n’est pas réduit, cela est possiblement lié au fait que les individus conservent le mode de vie

initial [49] (Figure 12).

Figure 12 : Prévalence de la SEP et migrations. [32]
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2.7.2.2 Vitamine D et ensoleillement

Un total de 85% de la population mondiale vit dans un endroit bien
ensoleillés, alors que le reste (15%) vit a des altitudes plus élevées ou I’ensoleillement est
relativement tres faible, tout en ayant le taux le plus élevé de SEP [30]. Les effets protecteurs de la
lumiere du soleil sont supposés étre médiés par les rayons ultraviolets (UVR), peut-étre via la
vitamine D. Une exposition inadéquate a la lumiere du soleil a été introduite comme principal facteur
de risque de carence en vitamine D [50]. La vitamine D est une vitamine liposoluble, mais agit comme
une hormone. Elle est I'un des principaux régulateurs qui jouent un réle essentiel dans le systeme
immunitaire [51] et diverses maladies immunologiques en particulier la SEP [52]. Des études ont
montré que |'on pouvait prévenir I'EAE chez la souris en irradiant le corps entier avec de la lumiére
UV [53]. Les principales sources de vitamine D sont I'exposition de la peau aux rayons solaire
ultraviolets B (UVB), I'alimentation d’origine animale (comme par exemple les poissons gras huile de
foie de morue, le jaune d’ceuf), I'alimentation d’origine végétal (comme par exemple le produit laitier,
céréales.) et la supplémentation en vitamine D (Figure 13). Le 1,25(OH);D a un effet sur les organes
cibles classiques : os, intestin et rein et stimule le transport du calcium de ces organes vers le sang.
La production de 1,25(OH).D est stimulée par I'hormone parathyroidienne (PTH). Une carence en
vitamine D entraine également une sécrétion plus élevée de PTH en raison de la faible teneur en
sérum 1,25(0H);D et du faible taux de calcium sérique ce qui entraine un renouvellement osseux
élevé provoque par le PTH et une résorption osseuse accrue. Cela provoque une perte osseuse,
principalement de |'os cortical, ce qui peut contribuer a la pathogenése de I'ostéoporose [54]. Il existe
donc une relation inverse entre le sérum 25 (OH) D et I'hormone PTH. Cela a été étudié dans I'étude
longitudinale sur le vieillissement d'Amsterdam chez 1320 hommes et femmes plus agés. La PTH
sérique diminue lorsque le 25 (OH) D sérique augmente et la PTH sérique se stabilise lorsque le 25

(OH) D est suffisant [55].
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Figure 13: Cycle de la vitamine D3. La vitamine D a deux formes principales: |'ergocalciférol (vitamine D2) dérivé de la
matiére végétale [56] et le cholécalciférol (vitamine D3) d'origine animale [57]. La forme active de la vitamine
D chez ’lhomme et I'animal est 1,25 dihydroxycholécalciférol ou 1,25-(OH)2D, appelé aussi calcitriol. Cette
forme est synthétisée dans la peau via le rayon UVB du 7-déhydrocholestérol pour former la pré-vitamine D3
qui s’isomérise ensuite en vitamine D3 ou en cholécalciférol [58]. Une fois transportée vers le foie, le
cholécalciférol est hydroxylée en une forme circulante majeure, la 25-hydroyvitamine D3 (25(OH) D3) ou
calcidiol. Stimulée par I’'hormone parathyroidienne, la 25(0OH)D3 subit une seconde hydroxylation dans le rein
ou d’autres tissus ou il est converti en 1,25(0OH)2 D3 biologiquement actif [57]. Le métabolite actif 1,25(0H)2
D3 est libéré dans la circulation sanguine et transporté dans le sang ou Il se lie a la protéine de liaison de la
vitamine D dans le sang (DPB) et a la surface des tissus cibles. 1,25(0OH)2 D3 se lie au récepteur intracellulaire
de la vitamine D (VDR) qui recrute ensuite des cofacteurs pour former un complexe transcriptionnel qui régule

I'expression d'au moins 500 genes qui dirigent une variété de fonctions biologiques [59]
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Le VDR se trouve dans presque tous les tissus humains, pas seulement ceux qui participent aux
actions classiques de la vitamine D, telles que les os, les intestins et les reins. Le 1,25 (OH), D3 exerce
ses effets sur plusieurs types de cellules immunitaires, y compris les macrophages, les cellules
dendritiques (DC), les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB) [60]. Les macrophages et les DC
expriment constitutivement le VDR, tandis que I'expression de la VDR dans les LTs est surexprimée
seulement apreés l'activation. Dans les macrophages et les monocytes, 1,25(0OH). D3 a un effet positif
sur ses propres effets en augmentant I'expression de VDR et de la protéine CYP27B1 du cytochrome
P450. Certains signaux médiés par les récepteurs Toll-like (TLR) peuvent également augmenter
I'expression des VDRs. La forme active de la vitamine D induit également la prolifération des
monocytes et I'expression de I'interleukine-1 (IL-1) et la cathélicidine (un peptide antimicrobien) par
les macrophages, contribuant ainsi aux réponses immunitaires innées a certaines bactéries.
1,25(0H), D3 diminue la maturation des DCs, inhibant la régulation positive de I'expression de CMH-
I, CD40, CD80 et CD86. En outre, il diminue la production d'interleukine-12 (IL-12) par les DCs tout
en induisant la production d'interleukine-10 (IL-10). Dans les cellules T, le 1,25(0OH), D3 diminue la
production d'interleukine-2 (IL-2), d'interleukine-17 (IL-17) et d'IFN-y et atténue I'activité
cytotoxique et la prolifération des cellules T CD4+ et CD8+. Le 1,25 (OH)2> D3 pourrait également
favoriser le développement de cellules T régulateurs de type forkhead box P3 (Treg FOXP3) et de
cellules T régulatrices de type 1 (Treg-1) productrices d'IL-10. Enfin, le 1,25(OH).D3 bloque la
prolifération des LBs, la différenciation des cellules plasmatiques et la production
d'immunoglobulines. De nombreuses études observationnelles ont suggéré qu'il existe une
corrélation entre le niveau de vitamine D sérique, le risque de SEP et I'activité de la maladie, ainsi le
niveaux plus élevés de vitamine D réduit le risque de développer la SEP et I'activité clinique dans la
SEP établie, y compris une diminution du risque de rechute et une réduction de 'activité cérébrale
en IRM cérébrale [61]. D’autres études in vitro ou chez I'animal ont montré que le calcitriol stabilise
la BHE [62], a des effets étendus dans le corps humain, sur I’expression des génes au niveau nucléaire,
il réduit I'expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, IL-2, IL-6, IL-17, TNF-a),
soit par les LT CD4+ [63], soit LT CD8+[64], pourtant, il favorise I'expression de cytokine anti-
inflammatoire IL-10 [65], ou des cellules Treg FOXP3 [66]. Donc il a un effet immunomodulateur. La
vitamine D diminue aussi I'expression de CD40 sur la membrane des LBs, par suite la capacité de ces
cellules a présenter des antigénes aux LT naifs diminue [67]. Enfin, les hommes et les femmes ne
semblent pas étre égaux devant la vitamine D, les femmes bénéficieraient mieux des effets
immunomodulateurs de la vitamine D que les hommes, puisque la captation de la vitamine D

circulante est plus rapide chez la femme, de méme que sa dégradation est plus lente [63] (Figure 14).
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Ainsi par différents actions, la vitamine D est capable de conférer un statut de tolérance du systeme

immunitaire. L'exposition au soleil et le taux sanguin de 25-(OH) D3 sont donc clairement associés a

un risque moindre de développer une SEP. La supplémentation en vitamine D semble diminuer le

nombre de poussées chez les patients atteints de SEP rémittente [68].
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Figure 14 : Les mécanismes de l'immunomodulation de la vitamine D3. Le 1,25 (OH) 2D3 systémique ou produit

localement exerce ses effets sur plusieurs types de cellules immunitaires, y compris les macrophages, les
cellules dendritiques (DC), les LTs et les LBs. Les macrophages et les DC expriment de maniére constitutive
le VDR, tandis que l'expression de la VDR dans les lymphocytes T n'est régulée positivement qu'apres
I'activation. Dans les macrophages et les monocytes, 1,25 (OH)2 D3 exerce un effet positive en augmentant
I'expression de VDR et de la protéine CYP27B1 du cytochrome P450. Certains signaux médiés par les TLR
peuvent également augmenter I'expression de VDR. Le 1,25 (OH).D3 induit également la prolifération des
monocytes et I'expression de I'lIL-1 et de la cathélicidine (un peptide anti-microbien) par les macrophages,
contribuant ainsi aux réponses immunitaires innées de certaines bactéries. 1,25 (OH)2D3 diminue la
maturation des DCs, inhibant la régulation positive de I'expression de CMH-II, CD40, CD80 et CD86. En outre,
il diminue la production d'IL-12 par les DCs tout en induisant la production d'IL-10. Dans les cellules T, le 1,25
(OH)2D3 diminue la production d'IL-2, d'IL-17 et d’IFN-y et atténue I'activité cytotoxique et la prolifération
des cellules T CD4+ et CD8+. Le 1,25 (OH)2D3 pourrait également favoriser le développement de cellules
T(FOXP3+), les cellules Treg et de cellules Treg-1 et les cellules productrices d'IL-10. Enfin, le 1,25 (OH).D3
bloque la prolifération des cellules B, la différenciation des cellules plasmatiques et la production

d'immunoglobulines. ASCs, cellules sécrétrices d'anticorps. D’apres [60].



2.7.2.3 Les facteurs infectieux

i Les virus

Il existe plusieurs agents infectieux qui ont été étudiés dans la recherche
du développement de la SEP tels que Epstein-Barr virus (EBV), human herpes virus 6 (HHV6),
cytomégalovirus et rétrovirus endogenes humains (human endogenous retrovirus (HERV)) [69].
L'EBV a été démontré par son association forte a la SEP. Il appartient a la famille des virus de I'herpés,
il infecte plus de 90% de la population mondiale. Les infections se produisent habituellement durant
les premiers mois de la vie. Pourtant, dans les pays développés, I'infection a I'EBV peut survenir plus
tard chez I'adolescent ou a I'dage adulte. L'infection tardive conduit au développement d’une
mononucléose dans 35 a 55% des cas [70]. De plus, Les personnes infectées par I'EBV durant
I’enfance présentent un risque de développer la SEP 15 fois plus élevées que les personnes non
infectées et les infections infantiles sont généralement silencieuses, alors que celles infectées a
I’adolescence ou plus tard dans la vie présente un risque 30 fois plus élevée que les sujets control.
L'infection a l'adolescence ou aprés I'adolescence entraine des symptémes de mononucléose
infectieuse dans environ la moitié des cas [71]. En conclusion, la mononucléose infectieuse est plus
fréquente chez les adolescents et les adultes que les enfants. Des études épidémiologiques portant
sur un grand nombre de patients ont conclu que le risque de SEP est proche de zéro chez les
personnes séronégatives a I'EBV, intermédiaire chez celles infectées durant I'enfance et plus élevé

chez celles infectées plus tard dans la vie [72] (Figure 15)
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Figure 15 : Le rble essentiel de 'EBV dans la pathogenése de la SEP. Chez les individus présentant un déficit génétique
en lymphocytes T CD8 + (portés par des «genes auto-immuns») et avec des génes HLA de classe Il prédisposant
a la SEP (comme HLA-DR15), I'infection tardive par le virus d’Epstein-Barr (EBV) conduit a I'infection par
autoréactivité. Les lymphocytes B, qui s'accumulent dans le SNC, ou ils réactivent les lymphocytes T
autoréactifs qui orchestrent une attaque auto-immune sur le SNC conduisant au développement de la SEP
(panneau supérieur). Chez les individus présentant un déficit génétique en cellules T CD8 + et avec des génes
HLA de classe Il prédisposant a une maladie thyroidienne auto-immune (comme HLA-DR3), une infection
tardive a EBV conduit a I'infection de cellules B autoréactives, qui s'accumulent dans la glande thyroide, ou
elles réactivent les cellules T autoréactives qui orchestrent une attaque auto-immune sur la glande thyroide,

conduisant au développement d'une maladie thyroidienne auto-immune (panneau inférieur).[73]

Le HHV6 existe sous deux sous-types A et B. Le sous-type A est le plus souvent détecté chez les
patients atteints de SEP [74] alors que le sous-type B est plut6t associé a la roséole infantile [75].

Le cytomégalovirus a été préjugé d’étre impliqué dans le développement de la SEP, cependant, des
études épidémiologiques ont montré une corrélation négative chez I'enfant et chez I'adulte atteint
de SEP [76].

Les HERVSs sont des virus qui se sont intégrés de facon stable au génome de ’lhomme lors d’infections
par des retrovirus exogenes. Les chercheurs ont pensé que ces retrovirus endogeénes seraient
impliqués dans la pathogénése de la SEP. Herve Perron et al ont fait ces premiéres observations sur
un retrovirus impliqué dans la SEP (multiple sclerosis-associated Retrovirus: MSRV) [77]. Les
chercheurs ont ensuite montré que la protéine d’enveloppe de ce rétrovirus (MSRV-Env) activait le
systéme immunitaire en stimulant la production des cytokines pro-inflammatoires, en agissant sur le

récepteur TLR4 et son co-récepteur CD14, et inhibait la différenciation de CPOs chez les personnes
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atteintes de SEP [78]. De plus, ils ont récemment retrouvé cette protéine MSRV-Env sous forme
soluble dans le sérum de 73 % des patients atteints de SEP., ainsi que dans les macrophages au niveau

des lésions cérébrales [79]. (Figure 16).
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Figure 16 : Modele représentant |’activation immunitaire périphérique et la neuroinflammation induite par I’'HERV-W (1)
Des facteurs exogenes comme une infection par I'EBV, I'HSV ou I’'HHV-6 transactivent 'HERV-W conduisant a
la production de virions et de protéines d’enveloppe. (2).Ceci permet d’activer I'immunité inné via le récepteur
TLR4. (3) provoquant une cascade inflammatoire. (4) intensifiée par I’activité super antigénique de la protéine

d’enveloppe. (5), ce qui aboutit a la démyélinisation et la formation de Iésions axonales (6). D’apres [79]
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ii. Les parasites

On sait depuis plusieurs années qu’une exposition des enfants a divers
agent infectieux confére une immunité protectrice, par contre quand il survient plus tard dans la vie
ca confere un effet pathogene. Ainsi, des études ont été démontrées que I’éradication des infections
helminthiques a joué un réle dans I'incidence croissante de la SEP dans les Antilles frangaise. [80]. Les
helminthes ont pour fin de vivre en harmonie avec leur héte, dés lors, ils induisent des réponses anti-
inflammatoires pour diminuer leur risque d’étre éliminé par I’h6te, ce qui aboutit a une augmentation
de la quantité de Treg (CD4+, CD25+, Fox P3+), une diminution de la production d’IFN-y et la
production des cytokines anti-inflammatoires telles que TGF-B, IL-4 ou encore IL-10 [81]. Par
conséquent, Corréale et al. a montré que les patients SEP qui sont infectés par des parasites
présentent un nombre significativement plus bas de poussées, une absence d’aggravation du
handicap et une plus faible charge lésionnelle a I'|RM par rapport a des patients SEP non infectés.
Donc les helminthes jouent un role protecteur dans I'EAE ou la SEP, parmi lesquels qui ont été

identifiés sont Trichuris trichuris, trichinella spiralis, schistosoma mansoni ou trichuris suis [63].

2.7.2.4 Le tabac

Il'y a d’autres facteurs qui semblent favoriser la SEP, tel que le tabagisme
qui serait impliqué dans le déclenchement de la SEP chez les personnes ayant une susceptibilité
génétique. Ce facteur participe aussi au déclenchement d’autres pathogénes auto-immunes comme
le lupus ou la polyarthrite rhumatoide. Méme les enfants qui ont déja été exposés au tabagisme
parental ont un risque plus élevé de développer une SEP [82]. Actuellement, on ne connait pas
I'action exacte du tabac dans la SEP. On admet que la nicotine serait capable de modifier la
perméabilité de la BHE et permettrait aux lymphocytes d’entrer dans le cerveau. La nicotine
stimulerait la production de monoxyde d’azote (NO) endogéne susceptible d’étre impliqué dans le

déclenchement de la maladie [83].

En conclusion, la SEP est causée par une réponse auto-immune anormale chez des individus
génétiquement sensibles aprés des expositions environnementales spécifiques dont I'EBV, la
vitamine D et le tabac semblent les plus influents. C'est une maladie multifactorielle, elle dépend de
plusieurs facteurs qui interagissent entre eux et multigénique. Cependant le role de la génétique
semble modéré puisque les facteurs environnementaux participe plus de 85 % au risque de

développer une SEP [84].
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2.8 Anatomopathologie

2.8.1 Les plaques démyélinisantes

L'idée que la SEP est une sclérose disséminée ressemblant a une plaque a été établie
il y a environ 150 ans. Toutes les régions myélinisées du SNC peuvent étre affectées par la SEP, tels
gue les aires periventriculaire, les nerfs optiques et chiasma, la substance blanche hémisphérique, le
tronc cérébral, le cervelet et la moelle épiniére. Ces plaques sont de tailles variables et d’ages
différents. La pathologie de la SEP est généralement centrée sur I'étude des tissus de patients.
L’aspect histologique est différent en fonction de I’age des Iésions mais il existe toujours une atteinte
sélective de la myéline associée a des degrés divers d’atteintes axonales. On distingue:
-Des plaques récentes ou « actives », ou le processus de démyélinisation est en cours. Elles sont
caractérisées par des infiltrats de LT (CD8+ et CD4+) activés, de macrophages phagocytant les débris
myéliniques, d’une gliose réactionnelle (réaction des astrocytes) et d’un cedeme témoignant de la
rupture de la BHE.
-Des plaques anciennes ou « chroniques », non actives, ou le processus de démyélinisation est

terminé caractérisé par la perte d’oligodendrocytes, une gliose cicatricielle et une perte axonale [85].

L'examen pathologique du cerveau et de la moelle épiniére chez des patients atteints de SEP
chronique peut révéler des plaques ou des lésions grisatres a la surface du nerf optique, du chiasma,
du tronc cérébral et de la moelle épiniére. Dans les cas chroniques graves, une atrophie du cerveau
et de la moelle épiniére est observée et le poids du cerveau peut étre réduit. Le SNPer et d'autres
organes ne sont pas ciblés par le processus pathologique. La compréhension des détails de cette
pathologie, et surtout comment elle évolue au fil du temps, a été révolutionné par des techniques
modernes telles que la coloration immuno histochimique et I'IRM [86]. La dissection du cerveau
révele des lésions rétrécies grisatres qui sont souvent fibreuses en raison de I'astrogliose des lésions
chroniques inactives. Ceux-ci sont clairement identifiables dans la substance blanche, souvent
associée aux vaisseaux sanguins (Figure 17A). Les lésions autour des vaisseaux sanguins a été
documentée par Dawson, donnant naissance au terme «doigts de Dawson» [87]. En mettant I'accent
sur la pathologie de la matiére grise, un examen attentif du cerveau révele également des Iésions
dans les régions corticales. Les |ésions corticales sont moins inflammatoires que leurs homologues
de la substance blanche et ont considérablement moins de perméabilité de la BHE [88]. Ces |ésions
de la substance grise sont beaucoup moins évidentes que les lésions de la substance blanche et c'est

probablement la raison pour laquelle la SEP est considérée a |'origine comme une maladie purement
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blanche. Ainsi, la pathologie de la matiére grise joue un réle clé dans le handicap cognitif.
2.8.2 Les quatre profils de démyélinisation

Bien que toutes les Iésions actives démyélinisées aient été associées a un infiltrat
inflammatoire composé principalement de LT et de macrophages, les analyses histo-
immunologiques de ces lésions ont révélé quatre profils différents (pattern I-1V) basés sur la
distribution de la perte de myéline, la géographie de la plaque et I'extension des oligodendrocytes,
la destruction et la preuve immunologique des immunoglobulines et du dép6t de complément activé.
La démyélinisation peut étre induite par les macrophages et leurs produits toxiques (pattern 1), par
des anticorps et un complément démyélinisants spécifiques (pattern Il), par des modifications
dégénératives des processus distaux, en particulier oligodendrocytes péri-axonaux suivis d'apoptose
(pattern 1ll) ou par dégénérescence primaire des oligodendrocytes suivi de la destruction de la

myéline (pattern IV) [89] (Figure 17B).
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Figure 17: A: IRM du cerveau. La dissection du cerveau révele des Iésions rétrécies blanchatres notés par des fleches [90].
B : Résumé du mécanisme pathogénique de la formation des Iésions activement démyélinisantes. Les sphéres
bleues indiquent une gaine de myéline normale et des sphéres rouges une gaine de myéline démyélinisée.
Inflammation: Les cellules T auxiliaires 1 (Th1) maintiennent I'inflammation dans le SNC. Ces cellules sécrétent
des cytokines pro-inflammatoires qui induisent I'activation des macrophages (M), qui sont principalement
responsables de la démyélinisation et de la lésion axonale. De plus, les LT restreints en classe Th2 et
cytotoxiques (Tc) pourraient modifier le résultat des lésions. Démyélinisation: la gaine de myéline et les
oligodendrocytes (OD) sont détruits par de multiples mécanismes. Quatre mécanismes différents (schéma)
dans les Iésions démyélinisantes actives ont été a trouvé. Lésion axonale: la Iésion axonale suit la destruction
aigué de la gaine de myéline. Abréviations: C complément; GC galactocérébroside; M macrophages; MOG
myéline oligodendrocytes glycoprotéine; NO oxyde nitrique; ROS les especes réactives de I'oxygéne; Le

facteur de nécrose tumorale du TNF; Y anticorps. D’apres [89].
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2.9 Diagnostic

Il n’y a pas un test génétique, bactérien ou viral capable de fournir un diagnostic définitif Le
diagnostic de la SEP n’est pas facile et est posé seulement aprés la deuxieme poussée. Lors d’une
premiere poussée , on parle de syndrome clinique isolé (CIS) sauf si la localisation des atteintes est
typique de la maladie (periventriculaire, juxtacorticale, infratentorielle, spinale) environ 60 % des
patients ayant un CIS présenteront dans les 10 ans qui suivent une SEP. La SEP est fondé sur la mise
en évidence de lésions distinctes dans le temps (dissémination temporelle) et dans |'espace
(dissémination spatiale), sur la présence d’arguments cliniques et paracliniques (LCR, IRM) en faveur
du caractere inflammatoire démyélinisant de la maladie et enfin sur I'absence d’autre diagnostic.
L'age de survenue est également un élément important qui oriente le diagnostic. Les critéres

diagnostiques retenus par consensus sont ceux de McDonald et al. révisés en 2017 [91].
2.9.1 Diagnostic clinique

Il se repose sur la dissémination des lésions dans le temps qui correspond a la
répétition d’épisodes neurologiques bien distincts au fil du temps et sur la dissémination spatiale qui
correspond a la diffusion des lésions dans I'espace. Il faut au moins deux lésions distinctes dans le
SNC et la survenue de la deuxieme poussée doit étre au moins un mois aprés la premiere pour qu’on
puisse parler de la SEP. Comme les lésions du SNC peuvent étre causées par d'autres affections que
la SEP (comme le cancer, les carences nutritionnelles ou les lésions cérébrales traumatiques), les
neurologues élimineraient d'abord toutes les autres causes possibles de Iésions avant de poser un
diagnostic de SEP. Par conséquent, le processus de diagnostic différentiel était souvent long et
laborieux et exige un lourd fardeau psychologique pour les patients et leurs familles. Il n'est pas
surprenant que les diagnostics et les erreurs de diagnostic aient été assez fréquentes et que de
nombreux patients aient été renvoyés chez eux avec une SEP «possible» et «probable» pour attendre

gue leurs symptémes progressent avant de recevoir un diagnostic définitif [92].

2.9.2 L’imagerie par résonnance magnétique (IRM)

L'IRM constitue actuellement I'examen paraclinique le plus utile pour le diagnostic
positif et différentiel de la SEP. C’est une technique d’imagerie médicale utilisant un contraste élevée
qui permet une étude précise des organes et la mise en évidence de la dissémination spatiale des
Iésions que ¢a soit symptomatique ou non et la dissémination temporelle en détectant les anciennes

Iésions des Iésions actives récentes grace a un produit de contraste le gadolinium. Cet outil s’appuie
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sur les nouveaux criteres établis et révisés par McDonald et al. 2017 [91].

On distingue différents types de lésions : Des lésions qui apparaissent plus claires que la substance
blanche, ces Iésions sont sous forme d’hyper signaux en T2 ou en FLAIR «Fluid Attenuation Inversion
recovery», et des lésions qui apparaissent sous forme de trous noirs c.-a-d. un peu plus foncé que la
substance blanche qui correspond a une perte axonale permanente. Ces lésions sont généralement
ovoides, de plus de 5 mm, et se localisent majoritairement dans la substance blanche

périventriculaire, juxta-corticale, sous-tensorielle (dans le cervelet ou le tronc cérébral) ou médullaire

de la substance blanche. Ces lésions sont sous forme d’hypo signal en T1 (Figure 18)

Figure 18 : Lésions sous deux formes T1 et T2. (a) IRM cérébrale en T2 (b) Lésions T1 prenant le gadolinium [93]. Les

Iésions sont signalées par les fleches jaunes
2.9.3 Analyse biologique du liquide céphalo-rachidien

Un examen du liquide céphalo-rachidien (LCR) est prescrit aupres des neurologues
pour le diagnostic de la SEP. C’est un test important mais qui n’est pas obligatoire. Il est utilisé pour
fournir un soutien supplémentaire pour le diagnostic lorsque les caractéristiques cliniques et I'lRM
sont insuffisantes pour faire le diagnostic. Dans la SEP, I'exploration biochimique repose sur deux
dosages quantitatifs et qualitatifs. Le dosage quantitative a pour but d’évaluer I'état de perméabilité
de la BHE, il mesure la quantité des immunoglobulines et d’albumine présentes dans le LCR comparés
au sérum [94] alors que le dosage qualitative a pour but de rechercher les bandes oligoclonales
d’immunoglobulines IgG par focalisation isoélectrique. Cette technique met en évidence la
distribution oligoclonales des IgG du LCR. Chez les personnes atteintes de SEP, ces bandes ne sont

pas présentes dans leur sérum, montrant ainsi une synthese intrathécale d’lgG et donc un processus
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inflammatoire limité au SNC [94]. L'analyse de LCR chez les patients atteints de SEP montre une
inflammation au niveau du SNC, on retrouve une hyperprotéinorachie (supérieur a 1g/l), une
cytorachie composée surtout de lymphocytes et de plasmocytes supérieure a 4 éléments/mm?3 et
reste inférieure a 50 éléments/mm3 (N: 0-2 éléments/mm3), Index IgG supérieur a 0,7 (témoigne
d’une synthése intrathécale d’IgG). Ces anomalies ne sont pas spécifiques de la SEP, elles peuvent
étre retrouvées dans d’autres affections inflammatoires ou infectieuses du SNC tels que la maladie

de Behcet, méningite, lupus [95].

2.9.4 Potentiels évoqués

Un autre examen complémentaire qui peut nous aider a diagnostiquer la SEP et
notamment nous donner des arguments de dissémination spatiale, ce sont les potentiels évoqués
(PE). Ce test permet de stimuler les voies nerveuses, a I'aide d’électrodes placées au niveau du crane,
du cou et des membres des patients et permet d’évaluer la vitesse de conduction de I'IN au niveau
de la voie visuelle, motrice, sensitive et auditives en réponse a un stimulus. Dans le cas de SEP, I'influx
va étre trés ralenti au niveau des fibres démyélinisées par rapport a la fibre normale. La mesure des
PE enregistre le temps que met un signal pour atteindre le cerveau. Les retards sont détectés en
comparant les résultats du test avec le temps nécessaire pour transmettre les impulsions chez les
personnes non atteintes de SEP. Les potentiels évoqués visuels sont les PE les plus fréquemment
mesurés. lls enregistrent I'activité du nerf optique en mesurant le temps nécessaire pour que le

cerveau regoive et interpréte les images [96].
2.10 Signes cliniques

Les symptomes varient en fonction de I'endroit du SNC ou I'inflammation va se situer et
peuvent différer considérablement d'une personne a l'autre. Au début de la maladie, il y a atteinte
qui est la plupart du temps monofocal, on va avoir de signe trés varié, en majorité la vision devient
floue par atteinte du nerf optique, la coordination des mouvements est perturbée, dans la plupart
des cas on trouve des troubles sensibles, les patients sentent un picotement inhabituel, une fatigue
anormale, tremblent, perd I'équilibre spasme musculaire. La maladie peut affecter quasiment toutes
les fonctions biologiques. Ces symptémes apparaissent et disparaissent en laissant plus ou moins des
séquelles. Quand la maladie est plus avancée d’autres symptomes peuvent survenir parmi lesquelles

I'incontinence, constipation, les troubles de I’élocution, la paralysie et le trouble de la mémoire [97].

46



2.11 Traitement

A nos jours, les médicaments utilisés par les patients atteints de SEP permettent globalement
de freiner cette maladie chronique mas pas de la guérir. L'efficacité du traitement se juge sur la
fréquence des poussées et sur |'évolution du handicap neurologique. Au cours des deux dernieres
décennies, de nombreux progrés ont été réalisés dans le développement de traitements ciblant le
systéme immunitaire des patients atteints de SEP-RR. Ceux-ci comprennent des médicaments
immunomodulateurs a large spectre d'action, mais aussi des médicaments immunosuppresseurs trés
spécifiques ciblant sélectivement des molécules uniques du systeme immunitaire. En décembre 2017,
la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis a approuvé 15 médicaments pour modifier
I'évolution de la SEP: 5 préparations d'IFN-B; 2 préparations d'acétate de glatiramére; les ACm
natalizumab, alemtuzumab, daclizumab et ocrelizumab (premiére thérapie ciblée sur les LBs), I'agent
chimio thérapeutique mitoxantrone; et les agents oraux a petites molécules, le fingolimod, le
diméthyle fumarate et le tériflunomide. La damfampridine a été approuvée comme traitement
symptomatique pour améliorer la vitesse de marche. L'approbation récente de I'ocrelizumab pour la
SEP progressive primaire est une étape prometteuse, mais les raisons de la capacité de I'ocrelizumab
a ralentir la progression de la SEP reste incertain [98]. Une immunosuppression agressive ou une
ablation immunitaire ne peut empécher I'accumulation d'un handicap dans la phase progressive de
cette maladie [99]. Ces traitements sont particulierement efficaces pendant la phase précoce de la
SEP pour réduire les taux de rechute et la progression vers le handicap, mais ils ont peu ou pas d'effet
durant la phase progressive [100]. Bien que ces médicaments puissent inhiber la réponse auto-
immune dans la SEP, elle ne joue pas un réle direct dans I'amélioration de la remyélinisation. L’effet
bénéfique des immunosuppresseurs et immunomodulateurs conforte I'idée que la SEP est une
maladie auto-immune. Ces traitements sont congus pour supprimer les poussées inflammatoires,
prévenir de nouvelles poussées et empécher la migration des cellules immunitaires a travers la BHE

(Figure 19).

47



Genetic and environmental factors
Release of CNS proteins/infection
Bystander activation/molecular mimicry
Activation of autoreactive T cells <

v . h

Al b: depletion of lymphocytes (CD4+ T cells > CD8+ T celis > B cells)

Teriflunomide: inhibition of pyrimidine synthesis in activated lymphocytes

Mitoxantrone: DNA strand breakage in lymphocytes 2

Immunomodaulation

IFN-B: Modulation of lymphocyte activation and migration, effects on cytokines, chemokines, metalloproteinases
GA: Alteration of lymphocyte and monocyte cytokine profile

Anfigen presenting call
(dendritic cal)

BG-12: Inhibition of synthesis of proinflammatory cytokines

Rituximabl/ocrelizumab:
depletion of B lymphocytes

) Daclizumab:
Reactivation induction of regulatory NK cells:

CD8+ T cal

\
I

FTY: Homing of lymphocytes into Iyrnphcnd tissues
Inhibition of lymphocyte migration INatallzumab Inhibition of lymphocyte mlgfauon into the CNS

Lymph node

Prom'lammalow cytokines

)

Neuron

A

o~ —

Demyelination, axonal damage, astrogliosis, remyelination

Activation of microgha
Recruitment of monocytes/macrophages

Release of further autoantigens
Ep«(ope spreading
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Cependant, le traitement de [linflammation récurrente n’assure pas nécessairement la

remyélinisation des lésions démyélinisées, il est donc crucial de concevoir des stratégies

thérapeutiques visant a promouvoir la remyélinisation dans le SNC aprés I'apparition de la SEP.

2.11.1 Traitement par des cellules souches

Il est intéressant de noter que la thérapie par cellules souches est apparue comme
une approche thérapeutique prometteuse dans la SEP [101]. La capacité des cellules souches a
différencier et a remplacer les cellules qui ont été perdues a la suite d’'une maladie ou d’une blessure
[102] fait de la transplantation de ces cellules ou la programmation de cellules somatiques vers les
cellules souhaitées un candidat au traitement de divers états pathologiques, en particulier les
troubles neurodégénératifs et neurologiques comme la SEP [103, 104]. Donc, les cellules souches
pourraient étre utilisées pour atténuer la progression de la maladie et régénérer les dommages
irréversibles et la perte neuronale dans les lésions liées au SNC [105]. Il existe au moins cing types de
les cellules souches

cellules souches, y compris les cellules souches embryonnaires (CES),

hématopoiétiques (CSH), les cellules souches neurales (CSN), les cellules souches mésenchymateuses
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(CSM) et les cellules souches pluripotentes induites (CSPi) qui produisent des cellules neurales [103,
106, 107].

Pour la premiére fois, une thérapie immunoablative avec des CSH a été menée sur des patients
atteints de SEP en 1995 [108]. Malgré les nombreux avantages des CSH, la maladie maligne
secondaire, le lymphome induit par le virus d'Epstein-Barr (EBV) et la thrombocytopénie ont été
entravés les applications des CSH en thérapie clinique [109]. Des études a petite échelle ont montré
gue I'immuno-ablation suivie d'une greffe autologue de cellules souches hématopoiétiques peut étre
un traitement tres durable et efficace et de plus en plus sir [110]. De plus, les CES obtenus par
fécondation in vitro sont instables épigénétiqguement et vulnérables aux conditions
environnementales ou de culture [111]. En outre, pour éviter I'organisation du tératocarcinome, les
iPSC doivent étre différenciées en cellules souhaitées avant la transplantation [112].

Fait intéressant, il a été démontré que la transplantation des CSM autologues ou allogéniques grace
au remplacement des cellules, aux effets neuroprotecteurs et a la sécrétion de facteurs
immunorégulateurs améliorent I'immunomodulation et le processus de remyélinisation dans le SNC
[113]. Différentes caractéristiques des CSM, notamment leur capacité a migrer vers le site de la Iésion,
leur différenciation vers la lignée neurale et l'immunomodulation en sécrétant des facteurs
neurotropes et anti-inflammatoires, en font une stratégie thérapeutique intéressante dans la
maladie de SEP [114]. La barriére hémato-encéphalique (BHE) est une frontiére semi-perméable qui
limite le passage des macromolécules et des cellules a travers la BHE. Apreés la perturbation de la BBB,
les MSC peuvent traverser la BBB a travers des zones déficientes [115, 116]. En outre, il a été montré
gue de nombreuses chimiokines, facteurs de croissance et interactions de récepteurs tels que le
facteur 1 dérivé des cellules stromales (SDF-1) / récepteur de chimiokines CXC de type 4 (CXCR4), le
facteur de cellules souches/ckit, HGF/c-Met, facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) /
récepteur VEGF, facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) / récepteur PDGF, monocyte
chimioattractant protein-1 (MCP-1) / récepteur de chimiokines CC de type 2 et boite de groupe 1/
récepteur a haute mobilité sont impliqués dans le retour et la migration des CSM [114]. Parmi ceux-
ci, l'interaction CXCR4 et SDF-1 joue un réle important dans la migration des MSC dans le tissu sur
des déclencheurs chimiotactiques spécifiques [117] (Figure 20).

Diverses études ont utilisé différents modéles murins de la SEP avec différents types de cellules
souches et fourni une preuve de principe pour cette approche. Des neurosphéres marquées dérivées
du cerveau antérieur des souris C57BL/6 ont été administrées a la fois par voie intraveineuse (IV) et
intra céphalo-ventriculaire (IC) a des souris EAE C57BL/6, il semble que les cellules transplantées

puissent se différencier en ODs matures et remyélinisent les axones et jouent un role dans l'induction
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de la maturation des CPOs résidents qui induisent a leur tour la remyélinisation [118]. Une autre
étude prometteuse pour la remyélinisation a récemment démontré les effets de la benztropine, un
médicament approuvé par la FDA, sur la différenciation du CPO [119], elle est couramment utilisé
dans le traitement de la maladie de Parkinson ou pour réduire les tremblements produits comme
effet secondaire d'autres médicaments. Les nouveaux défis concernent les traitements ciblant la
phase progressive de la SEP, sur laquelle les thérapies actuelles n’ont peu, voire pas d’impact, afin
de favoriser la neuroprotection ou de limiter voire arréter le processus de neurodégénérescence.
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Figure 20 : Mécanismes thérapeutiques des CSM dans la SEP. Les CSM peuvent traverser le BBB (diapédese transcellulaire
et diapédése paracellulaire) et migrer vers les sites inflammatoires par interaction avec les molécules
d'adhésion et leurs récepteurs (CXCR4-SDF1, CR2-MCP-1 et VLA4-VCAM1). Les MMP jouent un réle important
dans la dégradation de la matrice extracellulaire. Les CSM peuvent se différencier en neurones, astrocytes et
oligodendrocytes. De plus, les CSM sécretent des facteurs immunosuppresseurs tels que IDO, TGFB, PGE2 et
IL-10 pour supprimer la prolifération des cellules immunitaires inflammatoires (cellules T CD4, cellules B, DC
et NKC), la maturation, I'activation et la sécrétion de cellules inflammatoires cytokines. Les cytokines
inflammatoires stimulent les CSM pour qu'elles sécréetent des facteurs immunosuppresseurs. En outre, les
MSC augmentent les niveaux de cytokines anti-inflammatoires suivies d'une régulation positive de Treg et
Th2. Les MSC libérent également des facteurs neurotrophiques (NGF, BDNF et CNTF) pour améliorer la survie

cellulaire et la fonction neurale [120].
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2.12 Physiopathologie de la SEP

2.12.1 Lagaine de myéline

La myéline est une structure membranaire multilamellaire hautement spécialisée
qui entoure les axones du SN en couches concentriques successives, semblable au papier enroulé en
spirale autour d'un tube. Elle est Générée par les cellules de Schwann dans le SNP et les ODs dans le
SNC [121]. La membrane de myéline isole les axones et facilite la conduction rapide des potentiels
d'action le long des fibres. Contrairement a la plupart des membranes biologiques, la myéline
contient une tres forte proportion de lipides (70-80% du poids sec) et une faible quantité de protéines
(20-30%). Le cholestérol est présent dans un rapport molaire beaucoup plus élevé dans la myéline
gue dans d'autres tissus du corps [122]. Les principaux composants de protéines de la myéline du
SNC sont les protéines basiques de la myéline (MBP), les protéines protéolipidiques (PLP) et les
protéines basiques oligodendrocytaire associées a la myéline (MOBP). Il existe d’autres composants
comme les glycoprotéines oligodendrocytaire de la myéline (MOG) et les glycoprotéines associées a
la myéline (MAG) mais avec des proportions faibles (Figure 21).

Le MBP constitue environ 30% des protéines de la myéline. Son poids moléculaire est de 18,5 kDa. Il
se localise a la surface intracellulaire de la membrane de myéline et contribue a stabiliser la gaine de
myéline. Le MBP est utilisé comme marqueur pour les ODs myélinisés [123]. Les premiéres études
ont profité de sa grande solubilité et de sa facilité de purification. Ainsi, l'injection de MBP ou de
peptides contenant des parties de séquence MBP donne lieu a la maladie auto-immune EAE [124].
L'induction d'EAE n'est pas exclusive a MBP.

Un autre composant majeur de la myéline est la PLP qui constitue environ 50% de la protéine de
myéline totale. Le PLP a un poids moléculaire de 25-30 kDa et se trouve dans le SNC et dans le SNPer.
Le PLP est une protéine transmembranaire qui est hautement hydrophobe, rendant souvent difficile
les procédures d'immunisation contre I'EAE. Le PLP est encéphalitogéne et l'injection de cette
protéine provoque une démyélinisation auto-immune chez les rongeurs [124], elle a pour fonction
des effets subtils sur le compactage de la myéline et des effets majeurs sur la prolifération, la
différenciation et la survie des ODs [125]. Pendant de nombreuses années, la MBP et la PLP étaient
les seules protéines utilisées pour induire I'EAE.

Le MOBP a été estimé comme le troisieme constituant de la myéline le plus abondant du SNC. Il joue
un réle dans le compactage ou la stabilisation de la myéline et module la croissance radiale de I'axone
et de la myéline. Le MOBP était situé exclusivement dans les ODs du SNC, alors que le MBP et le PLP

apparaissaient a la fois dans le SNC et dans le SNPer [126]. Le MOBP recombinant purifié inoculé a
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des souris SIL/J produit une maladie du SNC. Il peut induire une EAE chez la souris et il a été proposé
d’avoir un réle dans la pathogenése de la SEP [127]. L'évaluation clinique, histologique et
immunohistochimique de I'EAE induite par le MOBP n'a révélé aucune différence significative par
rapport a un peptide encéphalitogene du PLP. L'EAE induite par le MOBP montre une évolution
clinique sévere incluant une grave paralysie des membres postérieurs des souris EAE et se caractérise
par une importante infiltration des LT CDs* et une moindre présence de LT CDg* et de
microglie/macrophages autour des vaisseaux et dans la substance blanche du SNC [127].

Avec des techniques biochimiques et moléculaires plus sophistiquées, il a été possible d'identifier et
de purifier les protéines mineures telles que la MOG qui a fait I'objet de nombreuses études sur la
SEP et I'EAE. Le MOG a un poids moléculaire de 25 kDa et ne représente que 2,5% de la myéline totale
de la matiere blanche du SNC. MOG est présent sur la surface externe de la gaine de myéline [128].
La fonction de MOG dans le SNC est supposée étre une «molécule d'adhésion» assurant l'intégrité
structurale de la gaine de myéline. MOG a suscité un intérét pour les études sur la SEP et I'EAE, car
non seulement la protéine est spécifique du SNC, mais elle est également exprimée a la surface des
ODs matures et de la myéline, ce qui en fait une cible idéale de la réponse immunitaire. Donc, MOG
a été identifié comme un antigéne cible dans I'induction de I'EAE [129]. Il s'agit d'un antigéne unique
pour l'induction de la démyélinisation auto-immune en ce qu'il provoque a la fois une inflammation
médiée par les LTs et une démyélinisation.

Une autre protéine d'intérét dans I'EAE et la SEP est la MAG, c’est une protéine glycosylée
transmembranaire de type | avec un poids moléculaire de 100 kDa. Elle est présent a la fois dans le
SNC et le SNPer. Dans le SNC, MAG est situé sur la membrane interne de la myéline en contact étroit
avec l'axone. Compte tenu de sa structure, il a été proposé que MAG agisse comme une molécule
d'adhésion et de signalisation entre les ODs/myéline et les axones. Ainsi, elle joue un réle dans les
interactions gliales-axonales. MAG s'est avéré étre important pour le maintien du contact entre la
myéline et les axones; son absence entraine une réduction du calibre axonal. Ce peptide soluble se
trouve dans le LCR et en quantités accrues dans la myéline de patients atteints de SEP, suggérant une
association avec la démyélinisation. Elle est la glycoprotéine la plus importante dans la myéline mais

elle ne représente que 1% des protéines totaux de myéline [130].
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Figure 21 : Les composants de la myéline du SNC: (A) I'architecture; (B) Composition moléculaire 3D. Les protéines sont
marquées en jaune et le cholestérol en orange, Adapté et modifié de Podbielska et al [131] avec la permission
de Future Médicine Ltd. Abréviations supplémentaires: MAG, glycoprotéine associée a la myéline; MBP,
protéine basique de la myéline; MOG, glycoprotéine de I'oligodendrocyte de myéline; PLP, protéine

protéolipide
2.12.2 Processus de myélinisation

Le processus de myélinisation consiste a la migration des CPOs dans la substance
blanche ou ils se différencient en ODs matures et commencent a exprimer un sous-ensemble de
protéines associées a la myéline. Les stades successifs de maturation des CPOs matures sont
identifiés par des marqueurs spécifiques au type de cellule [132] (Figure 22). Dans le SNC, un seul OD
peut produire jusqu'a 40 segments de myéline sur plusieurs axones. La communication réciproque
entre les ODs, les neurones et les astrocytes joue un réle clé dans la formation de nouvelles gaines

de myéline [133].
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Figure 22 : Stades séquentiels de la maturation des ODs et les marqueurs spécifiques pour la différenciation de chaque
lignée. La différenciation des CPOs en ODs matures est associée a I'acquisition des protéines apparentées a la
myéline. Les cellules gliales myélinisées, les ODs du SNC forment la gaine de myéline en enveloppant les
axones. Les régions axonales myélinisées sont interrompues par des régions non myélinisées (noeuds de

Ranvier). D’apres [132].
2.12.3 Mécanisme de la démyélinisation

La démyélinisation est I'une des lésions qui caractérisent la SEP. Elle touche la
substance blanche, la substance grise et le cortex. Plusieurs acteurs interviennent dans la formation
des lésions. Le dogme prévalant a été que les cellules CD4*Th1, Th17 liberent des cytokines et des
médiateurs de lI'inflammation qui peuvent causer des Iésions tissulaires, bien que les cellules CD4*Th2
puissent étre impliquées dans la modulation de ces effets. La démyélinisation inflammatoire dans
I'EAE dépend des lymphocytes T CD4* qui réagissent aux protéines de la myéline, y compris la MBP et
la MOG [134]. Néanmoins a c6té de cette composante CD4*, des données récentes suggerent que des
sous-ensembles de LT supplémentaires jouent un role important dans I'immunopathologie de la SEP:
LT CDs* et LTrég CD4* CD25*. Les LT CDs* sont des cellules cytotoxiques et sont retrouvés au sein des
Iésions chroniques de SEP en plus grande proportion que les LT CD4* qui prédominent dans les lésions
aigués [135]. Dans la SEP, ils induisent des Iésions au sein du SNC notamment les lésions axonales.

Ces cellules reconnaissent le HLA-I qui est présente a la surface des CPA, or en cas d’inflammation,
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les neurones, les astrocytes et les ODs expriment a leur surface le HLA-I qui sera en fait les cibles
potentielles pour la lyse par les LT CDs+. Ces derniers s’activent par l'interaction entre le TCR et
I’antigéne HLA-I porte par la CPA et conduisent a la destruction des cellules cibles selon plusieurs

voies:

- La voie FasL/Fas: le Fas Ligand qui se trouve a la surface des LT CDs+ interagit avec le récepteur Fas
qui se trouve a la membrane des cellules cibles. Cette interaction va induire I’activation d’'une cascade

de caspases dans la cellule cible et la mener a I'apoptose.

- La voie perforine/granzyme: les perforines et les granzymes sortent par exocytose du LT CDsg+. La
perforine forme des pores au niveau de la membrane de la cellule cible et permet aux grazymes d’y
entrer qui va provoquer l'activation d’une cascade de caspases dans les cellules cibles et leur

apoptose.

- La voie TNF-a: la cytokine TNF-a participe a la lyse des cellules cibles

En outre, d'autres types de cellules contribuent a la pathogeneése de la SEP, les cellules B ou NK ont
également été étudiées. Les cellules B qui sont des cellules sécrétrices d’anticorps chez 95% des
patients atteints de SEP, on retrouve dans le LCR des anticorps Immunoglobuline G (IgG), cela suggere
gue le systéme humoral est impliqué dans la physiopathologie de la SEP [136]. Les traitements utilisés
dans la SEP comme le Rituximab qui est un anticorps monoclonal anti-CD20 montrent que les LB ont

un réle important dans la maladie (Figure 23).

55



CNS Intraparenchymal
Op Perivascular
f& Infiltrates

'
' Q? “Oligoclonal Bands”
Y
: Y

Periphery
mature naive
B cells O /\

o8 /> N Og Cerebrospinal
" Gc\ %‘ : AN Fluid (CSF)
Peripheral B—Tl

o~ w Lymphoid g:::n
o l O Organs Meningeal
Lymphoid
o o ‘Follicle-like’
Structures " —
\ Blood Brain Barrier

B and T cell interactions:

Y (#)
Y Memory B cells llolo LAl _ =
Yo ‘_’) MHCH  TCR Breg
Plasma Cells m [ZI M Iil G ff,o
-

(D806 CD2AMA4 w

NFo
u

Figure 23 : Développement, migration et le réle des LBs dans la SEP. Les cellules B sont formées dans la moelle osseuse
(MO). Elles quittent la MO pour se diriger vers les OLS ou ils subissent la maturation soit elles se différencient
en plasmocytes sécrétrices d’anticorps, soit en cellules mémoires. Ces derniers ont la capacité de répondre
tres rapidement aux pathogénes et peuvent présenter efficacement I'antigene aux LT lors d’'une réponse
secondaire et se différencier en plasmocytes. Les LBs activent les LTs auto—réactifs qui pénétrent ensuite dans
le SNC ol on trouve des infiltrats de LTCD4+, LTCDs+ et LB. Dans le LCR, on observe des LBs, des plasmocytes

qui synthétisent des IgG. D’apres [137].
La démyélinisation se déroule en plusieurs étapes :
2.12.3.1 Activation des cellules immunitaires

En périphérie, les Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs)
reconnus comme des «signaux de danger» activent les CPAs notamment les DCs via des récepteurs
de type TLR. Apres la liaison de I'antigéne sur le récepteur, les DCs activées commencent a produire
des Interférons de type | (IFN-1). Cette sécrétion permet aux LTCD4* d’interagir avec la DC par
I'intermédiaire de la molécule HLA-II qui reconnait le récepteur des LTs (TCR) (signal 1) dans I'OLS.

Cependant, |'activation des cellules T nécessite également des signaux supplémentaires. L'interaction
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avec HLA et TCR induit I'activation du ligand CD154 se trouvant sur la surface des cellules T, qui se lie
a son récepteur CD40 de la DC. Cette interaction induit une surexpression de CD80 et CD86 sur la
surface de DC qui interagit avec CD28 et I'antigéne 4 des lymphocytes T cytotoxiques (CTLA4) sur la
surface des cellules T (Signal 2). CD28 est associé a |'activation des LTs, alors que CTLA4 (CD158) est
plus régulatrice [138] (Figure 23A). Apres le signal 2, la DC commence a produire des cytokines
importantes, qui se lient aux récepteurs sur la surface cellulaire des cellules T et les conduisent a
sécréter différentes cytokines. En fonction du signal recu, le précurseur LT CD4+naif se différencie
selon quatre voies: LTh1, LTh2, LTh17 et iTreg (LTreg induit) [139, 140].

Ces différenciations sont contrélées par les cytokines produites par les cellules de I'immunité innée,
la sécrétion d'IL-10, d'IL-12 et d'IL-4 ou d'une combinaison d'interleukine IL6/ IL-1/ IL-2 favorise la
différenciation en Th3, Th1, Th2 et Th17 respectivement [139] (Figure 24B).

L’IL-12 sécrétée par les DCs active les cellules NK qui, une fois activées, produisent I'lIFN-y, ce qui va
engendrer avec I'lL-12 la différenciation des LT CD4* en Thl. Les cellules Thl activées vont alors
sécréter une grande quantité d’INF-y, d’IL-2 et TNF-a qui sont des cytokines pro-inflammatoires [141].
Des études ont démontré qu’ une augmentation de I'activité de la maladie est corrélée a une
augmentation d’INF-y et d’IL-12 dans le LCR de patients SEP et que l'injection de I'INF-y rend la
maladie plus agressive [142, 143]. Lors d’une étude sur des souris EAE, il a été démontré que la
déficience en INF-y ou d’IL-12 ne protege pas ces souris contre |'induction de I'EAE [141].

L’IL-6 produite par les cellules de I'immunité innée, associée au TGF-B, permet la différenciation des
LT CD4* en cellules type Th17 qui sécretent I'lL-17, 21 et 22. Komiyama et al ont constaté que les
souris déficientes en |L-17 étaient résistantes a I'induction de I'EAE [144]. Il a été aussi démontré une
expression des récepteurs IL-17R et IL-22R sur les cellules endothéliales de la BHE et que I'lL-17 et
I'lL-22 étaient capables de déstabiliser les jonctions serrées entre les cellules endothéliales de la BHE,
in vitro et in vivo [145]. Ainsi, les LTh17 jouent un r6le important dans la physiopathologie de la SEP.
Les LT reg sont des cellules qui aident a supprimer I'activité des lymphocytes, soit auto-immune, soit
en fin de réaction immunitaire. L’action suppressive des LTreg est médiée par la cytokine anti-
inflammatoire IL-10. Il a été démontré que la fonction de Treg est dérégulée chez les patients atteints
de SEP. Les LTreg expriment a leur surface des marqueurs extracellulaire CD25 et des facteurs de

transcriptions FoxP3. Chez les souris EAE, Treg controle la maladie [146].
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Figure 24: Différenciation des lymphocytes T CD4+ naifs en lymphocytes T helper. A: Apreés la liaison de I'antigene sur le

récepteur, les DC activées commencent a produire des IFN-I. Cette sécrétion permet aux LT CD4+ d’interagir
avec la DC par l'intermédiaire de la molécule HLA-Il qui reconnait le TCR (signal 1) dans I'OLS. Cependant,
I'activation des cellules T nécessite également des signaux supplémentaires. L'interaction avec HLA et TCR
induit l'activation du ligand CD154 se trouvant sur la surface des cellules T, qui se lie a son récepteur CD40 de
la DC. Cette interaction induit une surexpression de CD80 et CD86 sur la surface de DC qui interagit avec CD28
et I'antigéne 4 des lymphocytes T cytotoxiques (CTLA4) sur la surface des cellules T (Signal 2). CD28 est associé
a l'activation des LT, alors que CTLA4 (CD158) est plus régulatrice [138].B: Les PAMPs sont des particules
associés a des agents pathogenes reconnus comme des signaux de danger par la DC, présentatrice d’antigene.
Une fois les DCs sont activées, le LT CD4+naif est activée a son tour via la liaison de TCR avec CMH Il se trouvant
sur les DC. En fonction de la reconnaissance TCR/CMHII-peptide, des molécules de co-stimulation CD80/CD86
et des cytokines sécrétées, le LTCD4+ naif va se différencier en 4 voies: LTh1, LTh2, LTh17 ou iTreg. Ces LTs se
différencient par leur facteur de transcription et par les cytokines qu’ils sécrétent et donc par leur action anti-

inflammatoire pour LTh2, pro-inflammatoire pour LTh1 et LTh17 et régulatrice pour iTreg. D’aprés [138, 139].
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2.12.3.2 Transmigration des cellules immunitaires vers le SNC

Les LTs activés par voie périphérique pénéetrent dans le parenchyme du
SNC en traversant la BHE et dans le plexus choroide en traversant la barriere hémato-
céphalorachidien (BCR). Les jonctions serrées entre les cellules endothéliales de la BHE et les cellules
épithéliales du BCR limitent I'acces des cellules immunitaires au SNC [147]. Cependant, les cellules T
activées et mémoires peuvent migrer dans le SNC, car elles expriment des molécules d'adhésion, des
récepteurs de chimiokines et des intégrines qui permettent a ces cellules de franchir facilement ces
barrieres [148]. Le passage des lymphocytes activés a travers la BHE s'effectue en trois étapes:
L'attachement et I'enroulement des leucocytes sur la surface endothéliale vasculaire initient ce
processus qui est médié par les sélectines présentes a la fois sur les lymphocytes et les cellules
endothéliales et les contre-récepteurs glucidiques. Pendant I’enroulement, les leucocytes
interagissent également avec les chimiokines, qui sont produites sur la surface endothéliale. La
stimulation des chimiokines induit une régulation positive des molécules d'adhésion de la famille des
intégrines tels que LFA-1 (leucocyte function associated antigen-1) et VLA-4 (very late activation
antigen-4), qui vont se fixer respectivement a ICAM (intercellular adhesion molecule) et VCAM
(vascular cell adhesion molecule) sur la surface des cellules endothéliales et ceci conduit a leur
adhérence ferme a I'endothélium vasculaire. Ce processus conduit finalement a la transmigration
des leucocytes vers le SNC [149] (Figure 25). La surexpression de métalloprotéinase MMP
notamment MMP-2 et MMP-9 caractérise la SEP. Ces enzymes clivent les jonctions serrées des
cellules endothéliales de la BHE qui facilitera la traversée des LTs a travers la barriére et favorise la
dissémination d’autres cellules immunitaires dans le SNC. Elles dégradent aussi la matrice

extracellulaire qui permet aux LT de migrer dans la substance blanche [150].
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Figure 25 : Passage des lymphocytes activés a travers la BHE. Les lymphocytes T autoréactifs activés expriment sur leur
surface des molécules adhésives qui leur permettent de se lier a la BHE. Dans le méme temps, les lymphocytes
T activés produisent des enzymes métalloprotéinase matricielles (MMP) qui permettent la création
d'ouvertures dans la BHE, perturbant ainsi sa semi-perméabilité et permettant par conséquent |'activation des
lymphocytes T activés dans le parenchyme cérébral. Lorsque ces lymphocytes dans le SNC rencontrent la
protéine basique de la myéline (MBP) présentée par la microglie dans le role des cellules présentatrices
d'antigéne du SNC, les lymphocytes T autoréactifs sont réactivés et initient la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires qui contribuent a une détérioration supplémentaire de la semi-perméabilité de I'EBB et

déterminer la formation de lésions inflammatoires [151].

2.12.3.3 Mécanismes des lésions du tissu neural

Dans le SNC, les LTs sont réactives par les CPA du SNC
(macrophages/microglies) ce qui entraine la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IFN
v). Les macrophages et les microglies jouent un réle important dans le développement des lésions
du SNC. IlIs sont activés par les cytokines sécrétées par les LTs. lls produisent un large éventail de
molécules toxiques, telles que des enzymes protéo- et lipolytiques tels que MMP, des cytokines
cytotoxiques, des excitotoxines et des especes d’oxygéne réactifs (ROS) ou des intermédiaires de NO
ce qui entraine une souffrance axonale et une démyélinisation. Pour la |ésion axonale, les ROS et les
NO semblent avoir une importance particuliere [152]. RANTES et IL-10 sont sécrétées aussi par les

cellules microgliales et macrophages, ces molécules permettent I'activation des LTCDg* et LB qui
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produisent des anticorps dirigés contre la myéline contribuant ainsi a sa destruction (Figure 26).

Les cellules T sont également essentielles au développement des |ésions de |la SEP. Les LT CDs* et
CDs* peuvent tous deux exprimer des ligands pour les récepteurs de la mort. Parmi ceux-ci, le ligand
inducteur de I'apoptose (TRAIL), le ligand Fas (FasL), le TNF-a ont été décrits comme médiateurs des
Iésions neuronales et des ODs [153]. Les LTCDsg* sont plus fréquents dans les lésions de la SEP que les
LT CD4*, et les cellules CDs* peuvent reconnaitre I'antigéne HLA-I présenté sur les neurones et les ODs
et tuer les cellules cibles [154]. Les antigenes cibles de la réponse immunitaire humorale dans la SEP
sont encore largement inconnus, mais il est suggéré que les cibles primaires des anticorps sont les

protéines de la gaine de myéline, comme la MBP, la MOG et la PLP [155]
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Figure 26: Mécanismes lésionnels du tissu neuronal: Les LT migrent a I'intérieur du cerveau ou ils sont réactivés par les
CPA du SNC (macrophages, microglie) et sécretent des cytokines pro-inflammatoire comme le TNF-a et
I'IL-1. Ces dernieres vont favoriser la surexpression de la forme inductible du nitrique oxyde synthase (iNOS)
entrainant la libération de NO et de radicaux libres, ce qui conduit a la démyélinisation. Des mécanismes
compensateurs sont instaurées (redistribution des canaux sodiques, remyélinisation spontanée) pour rétablir

la conduction nerveuse altérée par la démyélinisation. D’aprés [95].

2.12.4 Remyélinisation

La démyélinisation altére les neurones et la conduction nerveuse. Pour la restaurer,
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deux mécanismes sont mis en place: la redistribution des canaux sodiques et la remyélinisation

spontanée.

2.12.4.1 Laredistribution des canaux sodiques

Les canaux sodiques se regroupent au niveau du nceud de Ranvier dans les
axones myélinisés, I'influx nerveux saute d’un nceud a un autre permettant une conduction saltatoire
et rapide. En revanche dans les axones démyélinisés, ces canaux ne sont plus regroupés, ils sont
distribués tout au long de I'axone démyélinisés afin de maintenir une conduction lente sur cette

partie et cela crée des troubles de conductions (bloc de conduction) (Figure 26).

2.12.4.2 Laremyélinisation spontanée.

La remyélinisation est un processus qui implique plusieurs étapes et qui est
déclenché en réponse a la démyélinisation. Le rétablissement clinique de la maladie est associé a la
remyélinisation et a la réparation de I'EAE, comme on |'a observé chez les souris, les rats et les
cobayes. Une caractéristique de la remyélinisation est la présence et la division de CPO endogénes
identifiées par I'expression de NG2 et la différenciation en ODs matures qui migrent vers les zones
démyélinisantes pour myéliniser les axones exposés. La coordination entre différents types de
cellules est essentiels pour que le mécanisme de la remyélinisation réussisse [156]. || a été démontré
gue les molécules du facteur de croissance telles que le facteur de croissance hépatocytaire (HGF), le
facteur de croissance fibroblastique basique (bFGF) et le facteur de croissance endothélial vasculaire
A (VEGF) influencent la migration cellulaire et la différenciation des cellules précurseurs in vitro [157].
Chez les souris EAE C57BL/6, le nombre d'OPC diminue ou ne se développe pas en OD matures [158],
bien que I'on ne sache pas si cela est la cause ou I'effet d'une maladie chronique. Aprés la maturation
des ODs, le processus de la remyélinisation des axones commence, les ODs matures étendent leur
corps cellulaire et initient la synthese de la membrane de la myéline et ses protéines associées.
Plusieurs couches de myéline sont enroulées autour de I'axone jusqu’a ce que la remyélinisation soit

compléte [159] (Figure 27).
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Figure 27 : Changements dynamiques de la myélinisation axonale au cours de la progression de la SEP. A: Neurones dans

le SNC avec des axones myélinisés par des ODs. B: destruction immunopathogéne de la gaine de myéline et

phagocytose des débris de myéline résultants par les macrophages et la microglie activée: CPO migrant vers

un site de démyélinisation. D: Les ODs matures remyélinisent les axones exposés. D’aprés [159].
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Chapitre 3 : Les modéles
scientifiques



Les approches in vitro et les modeles scientifiques expérimentaux animaux (rongeurs,
primates...) sont nécessaires pour n‘importe quelle étude, car du point de vue éthique, il est
impossible de tester les traitements mis au point sur I’'Homme. De plus, méme si cette étude sur
'Homme était possible, le volontariat serait peu efficace du fait du nombre peu important de
volontaires et des risques encourus, notamment pour les éventuels volontaires sains. Il est donc
interdit de transférer des cellules T pathogénes suspectes dans un bénéficiaire humain sain. En effet,
les lésions du SNC sont inaccessibles aux chercheurs. Les biopsies ne sont pas recevables que dans de
rares cas. Ainsi, la recherche pour la SEP dépend donc, plus que les autres études de pathogénése sur

les droits des modéles animaux appropriés

3.1 Modeles in vitro

Les approches in vitro sont cruciales pour étudier le role des cellules du SNC, permettant des

manipulations qui ne peuvent étre facilement réalisées in vivo.
3.1.1 Culture des microglies

Les microglies, macrophages résidents du SNC, surveillent constamment le
parenchyme cérébral et réagissent rapidement aux changements du micro environnement pour
défendre le SNC contre les maladies infectieuses, I'inflammation, les traumatismes, I'ischémie, les
tumeurs cérébrales et la neurodégénérescence [160]. Les microglies peuvent étre isolées chez
plusieurs espéces dont les souris [161], les rats [162], les singes rhésus [163] et les humains [164]. La
microglie humaine peut étre isolée post mortem, a partir de matériel chirurgical ou de cerveau feetal,
ce qui souleve des considérations éthiques. Puisque les microglies primaires tendent a croitre
lentement et ne proliferent pas facilement, des lignées cellulaires de microglies humaines
immortalisées ont été créées. Un exemple est la lignée cellulaire HMOG6 générée a partir du cerveau
foetal humain en utilisant un vecteur rétroviral codant pour v-myec. Cette lignée cellulaire exprime des
antigénes spécifiques des microglies/macrophages et posseéde également un profil de régulation des

genes de cytokines comparable [165].
3.1.2 Culture des neurones

Plusieurs lignées cellulaires neuronales sont disponibles pour étudier les
mécanismes de la lésion axonale dans la SEP. Ainsi, diverses sources de cultures de cellules

neuronales primaires sont largement disponibles et comprennent des cultures neuronales primaires
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d’hippocampe embryonnaire de rongeur [166], et de cortex [167], ainsi que celles dérivées des
cellules souches pluripotentes de rats [168] et de singes rhésus [169]. Compte tenu de la difficulté a
générer des cellules primaires a partir de I'étre humain, plusieurs lignées cellulaires neuronales ont
été générées, bien gu’ils aient aussi leurs limites dans la croissance et I'expression des marqueurs
neuronaux matures. Cela peut étre surmonté par des stratégies de différenciation. Par exemple, la
lignée cellulaire de neuroblastome SH-SY-5Y peut étre différenciée en ajoutant de |’acide rétinoique
au milieu [170, 171]. La lignée cellulaire corticale humaine HCN [172] et la lignée cellulaire NT2 [173]
peuvent étre différenciées en présence de facteur de croissance dérivé du cerveau mais elles ne
parviennent pas a exprimer tous les marqueurs cellulaires matures. Un autre inconvénient de la

lignée cellulaire HCN est la prolifération lente qui nécessite des facteurs de croissance colteux.

3.1.3 Culture des ODs

Les ODs sont les cellules formant la myéline, présente dans le SNC sous forme des
cellules préprogénitrices, pro-oligodendrocyte immatures, ainsi que les ODs matures formant la
myéline. Dans la SEP, le plus important est de maintenir la myéline et la remyélinisation suite a des
dommages, donc, le développement de stratégies pour aider la remyélinisation repose sur la
manipulation des ODs in vitro. Ces modéles sont également essentiels pour examiner les mécanismes
de dégradation des ODs tels que I'apoptose et le stress oxydatif. Les ODs de rongeurs primaires
peuvent étre maintenus pendant plusieurs semaines in vitro, et les CPOs peuvent étre différenciées
pour obtenir les différentes étapes de maturation [174]. Une méthode générale pour isoler les ODs
repose sur leur capacité a ne pas adhérer aux plaques de culture. En manipulant un flacon de cellules
isolées du SNC, les microglies adhérentes et les astrocytes peuvent étre séparés des ODs flottant
librement [175]. Les ODs primaires humains peuvent étre obtenus post mortem. Plus récemment,
des progéniteurs d’ODs ont été obtenus a partir de cellules sanguines de cordon ombilical humain
différenciées [176]. Pour obtenir un nombre suffisant de cellules, des lignées cellulaires d’ODs ont
été créées [177]. Deux exemples communément utilisés sont les lignées cellulaires OLN 93 et Oli-neu.
La lignée cellulaire OLN 93 est dérivée de culture primaire de cerveau de rat et peut étre différenciée
en OD immature dans des conditions de milieu spécifique [178]. En revanche, I'Oli-neu est une cellule
précurseur oligodendrogliale de souris qui est mise en culture pour examiner les interactions
neurones-glie [179]. Ainsi, plusieurs sources d'OD sont disponibles dont certaines sont capables de

se différencier en OD matures formant de la myéline.
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3.1.4 Culture des astrocytes

Les cultures primaires d'astrocytes peuvent étre obtenues a partir de divers
matériaux de départ, notamment le tissu cérébral de souris [180], de rats [175] et humains [181].
Habituellement, des homogénats de cerveau entier de rats ou de souris nouveau-nés sont utilisés.
Les astrocytes peuvent jouer un réle actif au cours de la dégénérescence et de la démyélinisation en
controlant l'inflammation locale dans le SNC, en provoquant une lésion des ODs et des axones, et une
cicatrisation gliale. lIs pourraient également étre bénéfiques en créant un environnement permissif
pour la remyélinisation et la migration, la prolifération et la différenciation des CPOs [182]. D'autre
part, les astrocytes pourraient contribuer a la régénération et a la remyélinisation en sécrétant des
facteurs de croissance importants, tels que le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le
facteur de croissance insulinique-1 (IGF-1) et le facteur de croissance fibroblastique basique (bFGF)
[183]. Diverses cellules souches peuvent étre différenciées en fonction d'une lignée astrocytaire [184].
Les astrocytes stimulés sont une source pertinente de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1b,
IL-6 ou TNF-a [185] mais des résultats contradictoires existent [186]. La pertinence des astrocytes
dans la pathologie de la SEP a récemment été examiné [187]. Jusqu’aujourd’hui, la contribution réelle

des astrocytes a la SEP reste a clarifier.

3.2 Modeles in Vivo

Il existe plusieurs modeles expérimentaux de démyélinisation qui, dans une certaine mesure,
refletent I'hétérogénéité de la SEP et sont donc considérés comme appropriés pour I'étude de la
pathogenese de la SEP. Ces modeéles comprennent des modeles a médiation immunitaire, induits par
des virus et induits par des toxines. L'EAE est, de loin, le modele le plus exploité pour I'étude de divers

aspects de lI'auto-immunité dans la pathologie de la SEP.
3.2.1 Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale (EAE)

Depuis 1947, lorsque Walt et ses collegues ont suggéré que I'EAE est un modele
expérimental approprié pour la SEP, de nombreux projets de recherche ont utilisé ce modéle pour
étudier les mécanismes physiopathologiques sous-jacents de la SEP et tester de nouvelles thérapies
[188]. L'EAE est caractérisée par une réaction auto-immune contre les protéines de la myéline dans
le SNC. Deux protocoles distincts sont utilisés pour induire I'EAE, I'administration de LT actives qui

agissent spécifiguement contre les antigénes de la myéline ou, plus fréquemment, I'administration
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de peptides dérivés de la myéline, qui a leur tour, provoquent une réaction immunitaire contre des
protéines antigéniques spécifiques. Différents types de peptides, tel que la MBP, PLP, MOG, et
plusieurs de leurs épitopes encéphalitogéne sont utilisés pour induire I'EAE [189].

Les peptides sont généralement administrés par injection sous-cutanée, solubilisés dans une solution
adjuvante compléte de Freund, qui fonctionne comme un dépot d'antigénes pour une libération
prolongée et continue des peptides actifs. Cependant, en 2002, il a été souligné que cet adjuvant
exerce certaines activités inhibitrices sur la pathologie EAE, suggérant qu'il devrait étre utilisé avec
prudence [190]. Plus récemment, il a été montré que I'EAE peut étre induite méme sans I'adjuvant
de Freund [191]. Trois populations de cellules lymphocytaires médient I'induction des types EAE, Thl
et Th17 des cellules CDs* et des lymphocytes T CDs*, les lymphocytes CD4* étant les principaux
médiateurs. Aprés avoir pénétré dans le SNC, ces cellules ciblent les protéines de la myéline et les
ODs matures, provoquant la dégradation de la myéline, les dommages axonaux et |I'apoptose des ODs
[192]. L'addition de la toxine pertussis au mélange d'injection facilite la migration des lymphocytes a
travers la BHE [193]. La migration des lymphocytes T dans le cerveau s'accompagne généralement
d'une infiltration et d'une activation des monocytes et/ou macrophages [194]. De plus, la microglie
résidente et les astrocytes répondent activement a I'agression et subissent également une activation.
Il a été démontré que tous ces types de cellules produisent et libérent des médiateurs inflammatoires,
tels que les chimiokines et les cytokines, contribuant ainsi a |'atteinte axonale et a la démyélinisation
[194]. Dans le modeéle EAE, le pic de démyélinisation est atteint 10-15 jours apres l'injection,
principalement confiné a la moelle épiniére, bien qu'un certain degré de démyélinisation soit
également détecté dans le nerf optique, le cortex cérébral et le cervelet [195, 196]. De plus, les [ésions
axonales et la paralysie généralisée se développent progressivement avec la démyélinisation [197].
Plus précisément, la paralysie commence a partir de la queue, puis affecte les membres postérieurs,
et compromet finalement les membres antérieurs. Les études impliquant I'EAE ont joué un réle
important dans l'identification et la délimitation de plusieurs aspects de la biologie de la SEP:
I'inflammation, la surveillance immunitaire et les lésions tissulaires a médiation immunitaire. Ce
modele est donc idéal pour étudier les mécanismes pathologiques sous-jacents a la progression de
la maladie et a la neurodégénérescence ainsi que le développement de thérapies pour la
neuroprotection. De plus, ce modele expérimental a directement mené au développement de trois
médicaments approuvés pour la SEP, 'acétate de glatirameére, la mitoxantrone et le natalizumab
[198]. Le choix des animaux utilisés pour les expériences a une profonde influence sur la susceptibilité
a la maladie, la gravité et I'évolution de I'EAE. Il existe différents types d'EAE, chacun affichant

certains aspects de la SEP. Le premier choix d’animaux pour I'étude de la SEP était un model EAE
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généré chez le rat. En effet plusieurs souches de rat, y compris Lewis, Dark Agouti (DA) et Brown
Norway montrent un taux de reproductibilité élevé dans les caractéristiques fonctionnelles et

histopathologies [199].
3.21.1 Modeéles primates

Considérant la ressemblance génétique et immunologique avec les
humains, les primates non humains fournissent des modeles avantageux de la SEP. Les plus employés
dans la recherche sont les marmousets communs et les singes rhésus. La caractéristique histologique
de ce modele est la présence d’inflammation et de grandes Iésions démyélinisantes conduisant a de
graves dommages de la substance blanche, suivie d’'une neurodégénérescence, cependant, la moelle
épiniere n’est pas affectée [200]. Les lésions démyélinisantes de la substance grise ne sont pas
présentes dans le modéle de I'EAE rhésus; par conséquent, il ne convient pas a la recherche sur la
SEP [201]. Dans ce modele d’EAE, les changements histologiques observés ressemblent aux formes
aigues de la SEP plut6ot qu’aux formes chroniques de la SEP. Le marmoset EAE constitue un bon
modele pour étudier la SEP en raison de la ressemblance des systemes immunitaires [202]. Le singe
rhésus et le marmouset commun sont deux modeéles qui nécessitent des adjuvants différents pour
I'induction de I'EAE avec une progression divergente de la maladie [203]. Bien que I'évolution de la
maladie chez les singes rhésus est plus proche de celle de I'homme que celle les marmousets, les
singes rhésus ne présentent qu'une EAE aigué [204], alors que les marmousets développent une

forme rémittente d’EAE [202].
3.2.1.2 Modeéle de rat Lewis

Le rat Lewis a été utilisé pour les études EAE depuis les années 1960 [205].
Cette souche est extrémement sensible a I'EAE, et surtout lorsqu’elle est induite par les antigenes de
la myéline du cobaye [206], qui se sont révélés étre des encéphalitogénes puissants comparatives
aux antigenes de la myéline du rat [205]. En général, parmi les auto-antigénes, les protéines de la
myéline telles que la MBP et la MOG se sont révélées étre des épitopes encéphalitogénes plus
puissants que la protéine protéolipide (PLP), qui n'induit pas d'EAE chez les rats Lewis [207]. De plus,
la MBP obtenue chez des sujets humains, de lapin ou bovins s'est révélée inadéquate pour l'induction
de I'EAE [208]. Il existe de nombreuses preuves, aprés immunisation avec des antigénes du SNC
mélangés avec du CFA, des rats Lewis développent une forme monophasique aigué de la maladie
[209]. Dans cette souche, apres rétablissement spontané, I'EAE ne peut plus étre induite [210]. De

plus, il n'y a pas de différence entre les sexes pour induire une maladie.
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Le travail pionnier et al utilisant la MBP de cobaye mélangé avec du I'adjuvant de Freund complet
(CFA) et injecté avec la toxine pertussis, induit une EAE aigué caractérisée par une inflammation
massive corrélée avec des signes cliniques [211]. Plus tard, la toxine de pertussis a été exclue des
adjuvants utilisés car elle cause la souffrance des animaux. Bien que la démyélinisation ne soit pas
une caractéristique importante apres l'induction active avec des antigenes de myéline, il a été
rapporté qu'une induction avec MOG chez le rat entraine une perte sévere de la myéline
accompagnée de lésions axonales [212]. Au contraire, la sensibilisation avec la MOG a différentes
doses d'adjuvant de Freund incomplet (IFA) ne provoque pas d'EAE chez les rats Lewis; cependant,
guand il est injecté avec des cytokines pro-inflammatoires [213] ou un facteur de croissance, tel que
VEGF [214], les rats ont montré un trés reproductible démyélinisation inflammatoire, méme dans la
substance grise, ol des lésions corticales EAE ont été observées [215]. En outre, la PLP/CFA induit
une démyélinisation inflammatoire, principalement dans la moelle épiniere, [216]. Une
démyélinisation sévere avec inflammation a travers le SNC, avec des résultats fonctionnels minimaux,

a été observée dans I'EAE passive, avec un transfert adoptif de cellules T spécifiques de S100b [217].

3.2.1.3 Modeéles de souris

Bien que l'immunisation des rats sensibles n'ait pas besoin de la toxine
pertussis pour I'amplification de la réponse immunitaire, les souris sont plus souvent utilisées dans
les expériences d'EAE, car Les souris sont moins chéres a maintenir et sont faciles a manipuler
génétiquement [218], les modeles transgéniques et knock-out sont largement utilisés [219]. Pour le
développement actif de la maladie EAE, les souris doivent étre induites avec CFA et la toxine pertussis.
Les souris different par leur sensibilité aux antigénes spécifiques. Il existe trois modeéles de souris
utilisés dans les expériences d’EAE: des modeéles de souris SIL/J, des souris transgéniques et des souris

C57BL/6.
i Modele de souris SJL/J

Zamvil et ses collaborateurs [220] étaient capables d'induire I'EAE chez des
souris SJL/J en utilisant a la fois des peptides dérivés de MBP et des clones de LT réactifs a la MBP. La
souris SJL/J est sensible a I'immunisation par PLP, MOG et MBP [218, 221]. La souris SJL/J est le
modele de souris le plus fiable et reproductible pour l'induction EAE [222] ou la maladie peut étre
induite avec certains antigenes de myéline (PLP) sans toxine pertussis [218]. Cette souche est utile
dans I'étude de la démyélinisation médiée par les LTs, ainsi que I’évaluation des causes par les

macrophages qui contrélent les derniers stades de la maladie chronique. Elle représente la forme
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SEP-RR de la maladie. Les jeunes souris SJL/J males immunisées avec PLP sont relativement
résistantes a I'EAE, alors que les souris SIL/j males et femelles plus dgées sont plus sensibles et
développent des lésions de démyélinisation[223]. En outre, I'EAE passive peut également étre
induite chez les souris SIL/J, il est accompli par un transfert adoptif de lymphocytes actifs par la
myéline a partir de souris immunisées avec ces antigenes encéphalitogenes de la myéline. Les
cellules T provenant de souris SJL/J sont plus encéphalitogenes que celles provenant d’autres

modeéles.

ii Souris transgéniques

Des souris transgéniques qui ont des récepteurs de cellules T (TCR)
spécifiques pour la MBP ont été les premieres a étre générées, et il a été montré qu'elles
développaient une maladie paralytique spontanée chez les souris PL/J et B10 PL [224]. Betteli et ses
collaborateurs ont généré un modele transgénique TCR de classe Il pour étudier I'EAE chez la souris
B6 en I'induisant par MOGss.s5 [225]. Un autre modeéle de souris transgénique utilisé était une souche
de souris Knock-in de cellules B (IgH MOG, également connu sous le nom TH) qui contient une
fréquence élevée de cellules B sécrétrices d’anticorps anti-MOG dans le répertoire périphérique. Lors
d’une immunisation active avec des MOGss.s5, ce modeéle animal développe une EAE avec des lésions
inflammatoires typiques, a une fréquence plus élevée que leurs homologues non transgéniques [226]
(Tableau 1). Cependant, il présente certains inconvénients tels que I'hétérogénéité clonale des
populations de cellules T et la génération, aprés immunisation, de plusieurs lignées de lymphocytes
T auxiliaires (T helper) sans possibilité de délimiter un sous-ensemble de cellules T spécifique.

Plus récemment, Jager et ses collaborateurs ont développé un modéle permettant la génération de
différent sous-ensemble T auxiliaires pour induire I'EAE [227]. Dans ce modele, les cellules T CD4*
isolées ont été stimulées en utilisant des anticorps contre CD3 et CD28, cultivées avec diverses
combinaisons de cytokines pour générer des sous-groupes Thl, Th2, Th17 et Th9 qui ont ensuite été
transférés a des animaux hotes naifs. Ces derniéres expériences ont en outre permis de délimiter le
réle central des sous-ensembles Th1/Th17 dans la pathogénése de la maladie.

De plus, Anderson et ses collaborateurs ont créé un modeéle de souris transgénique TCR CD4* en
utilisant MOG 35.55 pour induire I'EAE chez des souris non obeses diabétiques NOD qui affichait a la
fois les cellules T CDs* et CDs* MOGss.s5 réactives. Chez ce modeéle, les LT CDsg* seuls peuvent induire
une névrite optique et une EAE légére avec un début retardé, tandis que les LT CD4* seuls étaient
capables d’induire une EAE sévére et prédominaient dans les |ésions lorsque les deux types cellulaires

étaient présents, soutenant ainsi le role central des LT CD4* dans la pathogenese de la maladie [228].
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Le développement de modeles de souris transgéniques TCR au cours des 20 derniéres années a

largement aidé I'étude des réponses des LT spécifiques a I'antigene.
iii Modele de souris C57BL/6

MOGss.s5 est exprimé a des niveaux relativement bas sur la surface des
gaines de myéline; cependant, il s'aveére étre encéphalitogéne chez les souris C57BL/6 [189].
L'administration de la toxine pertussis est nécessaire pour l'induction de la maladie avec MOG3s.s5
/CFA chez la souris C57BL/6, qui développent une maladie EAE de nature chronique [229]. L’évolution
de la maladie dépend de la quantité de Mycobacterium tuberculosis dans le CFA [222] et aussi de la
toxine pertussis [219]. L'EAE passive peut également étre induite chez la souris C57BL/6. Les jeunes
souris C57BL/6 développent une forme monophasique aigué de I'EAE, tandis que les males d'age
moyen développent une EAE chronique sévere[230].
Bien que plusieurs peptides pourraient induire une réponse ex vivo des cellules T, seul
MOGss.ss était capable d'induire directement I'auto-immunité du SNC, et ['administration
concomitante de la toxine pertussique (TP) a été en mesure d’améliorer I'apparition et la gravité de
la maladie. Cependant, Bérard et ses collaborateurs [231] ont rapporté que la dose élevée de peptide
et d'adjuvant induit une EAE chronique non-rémittente chez les souris C57BL6/J, tandis que des doses
plus faibles de peptide/adjuvant pourraient favoriser une évolution RR, suggérant ainsi le dosage des
peptides est essentiel pour le type de maladie développé lors de I'immunisation par MOG3s.s5. L'EAE
immunisé par MOGss.s5 a permis d’obtenir un nombre croissant de preuves sur le réle du systéme
immunitaire en particulier les LBs [232], les monocytes [233], les LTCDs* [234] et les cellules T CD4*

[235] dans la pathogenese de I'EAE et la SEP.
3.2.2 Modele de démyélinisation induite par la cuprizone.

Ce modele est basé sur 'administration a des animaux de laboratoire de molécules
bioactives tel que la cuprizone qui cible spécifiquement les ODs provoquant leur dégénérescence,
conduisant finalement a une démyélinisation sévére dans le cerveau [236]. La cuprizone, bis-
cyclohexanone oxaldihydrazone, est un agent chélateur du cuivre neurotoxique .1l est aujourd’hui
utilisé principalement chez la souris. Ses effets déléteres sur le cerveau des rongeurs ont été
découverts par le travail pionnier de Carlton en 1966 [237]. Il a été suggéré que les rats ne
développent pas de démyélinisation avec la cuprizone aussi régulierement et de maniére
reproductible que les souris [238]. Cependant, des études récentes montrent que les rats Wistar, en

réponse a la cuprizone, développent une démyélinisation généralisée du cortex, du corps calleux et
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du cervelet [239] suggérant que les rats, comme les souris, conviennent aux études longitudinales.

C57BL/6 est la souche de souris la plus largement utilisée pour I'induction de la SEP a médiation par
la cuprizone. Dans cette souche, une dose minimale du composé est suffisante pour provoquer une
pathologie cérébrale hautement reproductible avec des effets secondaires périphériques limités, tels
gu'une perte de poids et une toxicité hépatique. La cuprizone est administrée par voie orale pendant
5-6 semaines a des souris C57BL/6 agées de 8-10 semaines [240]. Ce processus de démyélinisation
est caractérisé par une apoptose sélective et progressive des ODs matures, une pathologie axonale,
I’activation des astrocytes et des microglies, I'infiltration des macrophages [241]. L'inflammation est
caractérisée par la production de cytokines, d'interleukines, de TNF-a et d'enzyme métabolisant
I'acide arachidonique (AA), et par la production conséquente de lipoxines, de thromboxane et de
prostaglandines pro-inflammatoires qui jouent un role actif dans la sévérité de la démyélinisation
[242, 243]. Une BHE intacte, sans signe d'infiltration lymphocytaire, a été observée dans le modele
cuprizone [244]. L'interruption de l'alimentation en cuprizone aprés 6 semaines d'intoxication
continue, immédiatement apres le pic de démyélinisation, permet une remyélinisation spontanée.
Ces modeles sont indispensables pour étudier les processus de remyélinisation chez |I'animal [245].
De plus, ces modeles assurent une bonne reproductibilité et une localisation anatomique bien définie
de la zone de démyélinisation. Cependant, il n’y a pas d’activité immunitaire dans ce modeéle (Figure

28).
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Figure 28 : Représentation schématique des modeles de démyélinisation induits par la cuprizone. L'intoxication par la
cuprizone conduit a l'apoptose des ODs. L'activation de la microglie commence 2 semaines aprées le
traitement par cuprizone et diminue progressivement avec le processus de remyélinisation. L'activation des

astrocytes persiste tout au long de la maladie. La remyélinisation spontanée survient aprés l'arrét de

I'intoxication par la cuprizone. D’aprés [246]

3.2.3 Modele de démyélinisation induite par le virus de I'’encéphalomyélite

murine de Theiler (TMEV)

Compte tenu de la pertinence des facteurs infectieux contribuant a la SEP, le virus
jouent un réle dans l'initiation et la progression de cette maladie [247]. Le virus TMEV a été découvert
par Max Theiler qui I'a isolé du SNC de souris spontanément paralysées [248] et établie plus tard
comme un modele d’infection virale neurotrope de la SEP par Lipton et a été largement utilisée [249].
Ce modele est induit seulement chez la souris. A I'exception des preuves publiées en 2005, les rats
ne semblent pas développer de démyélinisation cérébrale [250]. Chez la souris, la susceptibilité au
TMEV est modulée par des facteurs génétiques. Plusieurs locus polymorphes de susceptibilité ont été

identifiés dans le génome de la souris au sein des principaux genes du complexe d'histocompatibilité
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(CMH) et du géne codant pour la chalne béta du récepteur des LTs. Ces locus modulent la sévérité de
I'infection a TMEV et la durée de la persistance virale dans le cerveau [251]. Deux types principaux
de TMEV sont connus, le premier est tres agressif et provoque une neuropathologie extrémement
sévere entrainant la mort en 1 semaine (induite par GDVII et la souches FA de TV), I'autre est moins
agressif et non mortel (induit par les souches DA et BeAn) [252]. Le résultat clinique des animaux
infectés dépend des souches de souris. Par conséquent , il a été suggéré que les souches de souris
SJL/J, DBA/1 et 2, SWR, PL/J et NZW sont trés sensibles, alors que C3H, CBA, AKR et C57BL/6J,
C57BL/10 et C57/L sont résistants a I'inoculation intracérébrale de TMEV [253]. En général, I'infection
a TMEV de souches sensibles entraine la maladie du SNC, qui comprend une phase aiglie précoce de
la maladie qui apparait 3a 12 jours apreés l'infection et une maladie démyélinisante chronique tardive
qui commence 30 a 40 jours apres l'infection primaire [254]. Pendant la phase aigle, les dommages
axonaux précede la démyélinisation, ce modele de démyélinisation a I’envers est une caractéristique
qui a également été observée durant la phase chronique de la maladie [255]. Il a été proposé que la
|ésion axonale provoque le systeme immunitaire a recruter des médiateurs pro-inflammatoires qui
génerent la perte de myéline (Figure 28). La phase chronique est caractérisée par une démyélinisation
inflammatoire comprenant des cellules T et des monocytes/macrophages, ainsi qu’une prolifération
microgliale dans le tronc et le thalamus et une inflammation périvasculaire dans la moelle épiniere
associée a des déficits fonctionnels, tels que 'ataxie et le paralysie spastique [256]. Plus tard, pendant
les stades progressifs de la phase chronique de la maladie, dans les zones de démyélinisation, on peut
trouver des gonflements axonaux [257]. La souche C57BL/6J de souris développe la maladie aigue
précoce, associée a une réaction immunitaire plus rapide et plus forte, ce qui est considéré comme
crucial pour I’élimination compléte du virus et la résistance a la démyélinisation [258]. Les similitudes
entre ce modele et la SEP peuvent étre observées, bien que les rechutes manquent dans TMEV. Le
piege de ce modele est que les expériences prennent du temps et que la démyélinisation et la
remyélinisation surviennent simultanément. La TMEV ne provoque pas de pathologie chez les
humains et il peut induire une maladie démyélinisante inflammatoire uniquement chez la souris. Cet
aspect a soulevé la question de savoir s'il est rationnel ou non d'utiliser un agent pathogéne non

humain pour caractériser une maladie humaine, telle que la SEP (Figure 29).
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Figure 29: Apercu schématique de la démyélinisation induite par le virus. L'infection a TMEV induit des Iésions axonales

qui précédent la démyélinisation; ce modele de démyélinisation a I'envers est une caractéristique qui a

également été observée pendant la phase chronique de la maladie. Les dommages axonaux recruten

t des

cellules immunitaires qui sécrétent des médiateurs pro-inflammatoires pour générer la démyélinisation.
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Tableau 1 : Caractéristique des différents modéles in vivo de la SEP

Modeéle in Mécanisme Application Cellules Valeur Réf.
vivo impliquées translationnelle
Immunisation SEP récurrente-
avec rémittente, [224, 259,
SIL/ PLP139.151 étude du taux 260]
Etude de la de rechute,
neuro CDS8, CD4, Th17, testant des
inflammation monocytes, agents
et de macrophage B thérapeutiques
I'activation du | cells, Treg cells | SEP progressive
Immunisation systéeme primaire, SEP [231, 233]
C57BL/6) avec immunitaire progressive
MOG 3555 secondaire,
testant des
agents
thérapeutiques
Clone de Etude in vitro de
lymphocyte T I'activation et de
Souris (2D2) réagit la fonction des [227, 228]
transgénique | spécifiquement a cellules
MOG 35-55, immunitaires
ou souche de
souris knock-in
de chaine lourde
de cellules B (IgH
MOG)
SEP progressive
Etude des Macrophage/ primaire, étude
Infection par Iésions microglie, des lésions
TMEV axonales et de | oligodendrocyte | cérébrales, du [261, 262]
la , astrocytes and tronc cérébral
démyélinisatio CD4, CDS8 et de la moelle
TMEV n induite par épiniere, étude
I'inflammation de nouvelles
approches
thérapeutiques
ciblant les
molécules
d'adhésion,
dégénérescence
axonale
Alimentation de
C57BL/ 6J avec Etude du Oligodendrocyte Essais [245]
cuprizone 0,2% cuprizone processus de la , astrocytes, thérapeutiques
pendant 6 dé et microglie congus pour
semaines remyélinisation réprimer la
Injection de démyélinisation
lysolécithine | lysolécithine aux ou accélérer la [263]
souris SIL/J remyélinisation
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3.3 Signes et scores cliniques de la maladie

L'EAE chez la souris est caractérisée par une paralysie ascendante débutant a la queue [264],
suivie d'une paralysie des membres postérieurs et des membres antérieurs, évaluée a l'aide d'une
échelle de 5 points [265]. L'évolution de la maladie de I'EAE dépend du protocole d'immunisation, de
la souche animale et de l'espece. Les premiers signes de maladie neurologique dans I'EAE
monophasique aigué sont généralement observés entre 10 et 17 jours apres I'immunisation. Le
transfert adoptif de LT encéphalitogénes induit la maladie un peu plus tot que la maladie active, c'est-
a-dire 5-7 jours apres le transfert cellulaire. Les signes cliniques de la maladie sont enregistrés sur
une échelle de 0 a 5 (Tableau 2). En plus des signes typiques d’EAE, la maladie neurologique peut
étre détectée en surveillant le dysfonctionnement de la vessie, ainsi que les changements de
comportement. Avant le début de I'EAE, des changements de poids sont observés et peuvent étre

utiles, mais pas cohérents, pour prédire |'apparition [266]

Tableau 2 : scores cliniques

Score | Déficit neurologique

EAE

0 En bonne santé

0.5 Paralysie partielle de la queue

1 Paralysie compléte de la queue ou
queue molle

1.5 Paralysie compléete de la queue et
paralysie partielle d’'un membre
postérieur

2 Paralysie compléete de la queue et

paralysie partielle des deux
membres postérieurs

2.5 Paralysie partielle d’'un membre
postérieur et paralysie compléte
d’un membre postérieur

3 Paralysie complete des deux
membres postérieurs sans
faiblesse des membres antérieurs

4 Paralysie complete des membres
antérieurs

5 Mort
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Chapitre 4 : La mélatonine



La mélatonine ou N-acétyl-5-méthoxytryptamine (Figure 30) est une hormone hautement
lipophile sécrétée pendant la nuit par la glande pinéale (également appelée épiphyse) qui est
composée de deux types de cellules: les pinéalocytes (qui produisent principalement de la
mélatonine) et les cellules neurogliales [267]. Il est a noter que la glande pinéale n'est pas le seul site
de synthése de la mélatonine, elle peut étre synthétisée par d’autres organes et tissus comme les
globules rouges, le tractus gastro-intestinal, la rétine ou les plaquettes [268]. L'existence de la
mélatonine a été suspectée pour la premiére fois en 1917 dans des expériences montrant que les
mélanocytes de grenouille deviennent plus Iégers lorsqu'ils sont exposés aux extraits pinéaux, et il a
été formellement démontré en 1958 par Lerner et al [269]. La mélatonine joue un rble important
dans la régulation du rythme circadien, du sommeil et de I'humeur, mais des preuves
supplémentaires soutiennent son réle dans I'immunomodulation, la reproduction, la croissance
tumorale et le vieillissement [270]. Généralement, on suppose que dans ces tissus, la mélatonine

produite a une fonction locale et ne contribue pas a la mélatonine circulante dans une large mesure

L o

A Y
HC
\ 0
N
|
H

Figure 30 : structure de la mélatonine [271]

4.1 Biosynthese de la mélatonine

Chez tous les mammiferes, la synthése de la mélatonine se fait dans les pinéalocytes a partir
de L-tryptophane qui est d’abord converti en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) par I'enzyme
tryptophane hydroxylase mitochondriale avant d’étre décarboxylé par un aminoacide décarboxylase,
conduisant ainsi a la 5-hydroxytryptamine (5-HT ou sérotonine). La concentration en sérotonine reste
élevée pendant la journée avant de diminuer dés le début de I'obscurité. L’étape suivante est cruciale
dans la régulation de la synthése de la mélatonine. La conversion de la 5-HT en mélatonine se fait en
deux étapes successives: en premier lieu, elle implique I'acétylation de la sérotonine en N-acétyl
sérotonine (NAS), une réaction qui est catalysée par I'arylalkylamin N-acétyl transférase (AA-NAT) et
utilise I'acétyl coenzymeA comme cofacteur. L’activité de L-tryptophane hydroxylase et de la NAT
présentent des variations qui suivent le rythme lumiére/obscurité avec un pic au cours de la nuit,

induisant les variations circadiennes en concentration du 5-HT et de la NAS et au final de la
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mélatonine. Le rythme endogéne de la synthése de la mélatonine suit le rythme de I’AA-NAT qui
constitue I'enzyme limitante de cette voie de biosynthese rythmique [272].

Le second étape NAS est méthylé par I’hydroxy-indole-O-méthyl-transférase (HIOMT) pour conduire
a la mélatonine [273]. Contrairement a I’AA-NAT, 'activité de 'HIOMT est plus stable [274]. La
sécrétion de la mélatonine est inhibée en présence de lumiere et stimulée lorsqu’il fait sombre. La
mélatonine n’est pas stockée dans la glande pinéale mais elle est facilement sécrétée dans le sang et

le LCR en raison de sa nature lipophile [275] (Figure 31).
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Figure 31: Voie biosynthétique de la mélatonine et des enzymes impliquées. Le tryptophane est prélevé dans le sang et
converti en sérotonine en plusieurs étapes. La conversion de la sérotonine en N-acétylsérotonine est la
principale cible de la régulation de la production de mélatonine. La mélatonine est ensuite libérée dans la
circulation pour atteindre les cibles périphériques.et dans le fluide cérébrospinal influencgant les régions du

cerveau adjacent.
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4.2 Pharmacocinétique et catabolisme de la mélatonine

Une fois synthétisée, la mélatonine est libérée par les pinéalocytes dans le sang pour atteindre
ses cibles périphériques et dans le fluide cérébrospinal influencant ainsi les régions du cerveau
adjacent. La mélatonine circulante possede une demi-vie courte, de I'ordre de 30 min [276, 277]. Il
existe plusieurs voies métaboliques pour la mélatonine dont le métabolisme principal se situe au
niveau du foie en hydroxylant la mélatonine en position 6 pour donner 6-hydroxymélatonine
principalement par I'isoforme CYP1A2 du cytochrome P450, cela lui augmente I'hydrophilie de la
molécule pour faciliter son élimination [278]. Le 6-hydroxymélatonine est ensuite éliminée par les
reins sous forme d’un sulfate ou d’un glucuronide [279], la forme sulfatée constitue un bon marqueur
de la sécrétion de la mélatonine par la glande pinéale. Chez I’'homme, le rythme de la mélatonine est
fréquemment évalué par un dosage de cette forme sulfatée. D’autre voie métabolique se fait au
niveau du cerveau qui est différent de celui observé au niveau hépatique. La mélatonine est
transformée d’abord en N1-acétyl-N2-formyl-5-méthoxykynuramine (AFMK) qui, sous I’action de
I'arylamine formidase ou I'"hémopéroxidase subit une déformylation et conduit a la N-acétyl-5-
méthoxy-kynurénamine (AMK) [280]. La voie mineure se fait au niveau des yeux qui aboutissent soit
par O-déméthylation a la N-Acétyl sérotonine, soit par N-désacylation a la 5-méthoxytryptamine, soit
encore a des métabolites tricycliques de type B-carboline tels que la pinoline. Le stockage de cette

hormone est impossible, ainsi toute la mélatonine synthetisée est aussitot libérée (Figure 32).
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Figure 32 : Différentes voies métabolique de la mélatonine. Le métabolisme principal se situe au niveau du foie en
hydroxylant la mélatonine en position 6 pour donner 6-hydroxymélatonine la voie mineure se fait au niveau
des yeux qui aboutissent soit par O-déméthylation a la N-Acétyl sérotonine, soit par N-désacylation a la 5-
méthoxytryptamine, soit encore a des métabolites tricycliques de type B-carboline tels que la pinoline. D’autre
voie métabolique qui conduit a la N-acétyl-5-méthoxy-kynurénamine par des processus oxydatifs

enzymatiques ou non au niveau du cerveau.

4.3 Récepteurs de la mélatonine

IL a été démontré que la plupart des effets biologiques de la mélatonine sont médiés par les
récepteurs couplés aux protéines G. La mélatonine active deux récepteurs transmembranaires, MT1
(codé par MTNR1A) et MT2 (codé par MTNR1B) [281]. MT1 et MT2 différent I'un de I'autre non
seulement par leur structure mais aussi par leur localisation: MT1 est fortement exprimé dans le
noyau supra chiasmatique, I'"hippocampe, le noyau accumbens, I'amygdale, le substantia nigra,
I’hypothalamus et le cervelet, alors que MT2 est exprimé préférentiellement dans la rétine et a
moindre degré dans I'hippocampe et le cortex cérébral [282]. Un troisieme récepteur membranaire
a été décrit et nommé MT3. Cependant, MT3 s’est avéré plus tard la quinone réductase Il, une
enzyme qui participe a la protection des cellules contre le stress oxydatif [283]. L’activation de MT1
déclenchée par la mélatonine module un grand nombre de voies de signalisation. La mélatonine
bloque la synthése de 'AMPc, I'activité de la protéine kinase A et la fixation des éléments sensibles
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a I’AMPc. D’autre part, I'activation de MT1 conduit a la phosphorylation de ERK1/2, MEK 1/2 et JNK.
L’activation de MT2 aurait des effets biologiques similaires [284]. Les récepteurs intracellulaires de la
mélatonine ont également été décrits, mais ils ont ensuite été identifiés comme étant la calmoduline,
la calréticuline et la tubuline, et leur contribution aux effets biologiques de la mélatonine est
largement inconnue [282]. La mélatonine a également été décrite comme un ligand de haute affinité
pour le récepteur rétinoide orphelin alpha (ROR-a) [285], mais cette découverte est restée
controversée [286]. Des preuves supplémentaires accumulées au fil des années suggerent que la
mélatonine est un ligand pour le récepteur ROR-a d'affinité modérée [287]

Outres ses interactions avec les récepteurs membranaires et nucléaire, la mélatonine a des effets
anti-vieillissement non médiés par les récepteurs en raison de sa capacité a neutraliser les radicaux
oxygénés libres (ROS) toxiques qui sont produits lors du métabolisme de I'oxygéne et sont associés

au dommage et au vieillissement tissulaire [288].

4.4 Physiologie de la mélatonine

La mélatonine a été liée a plusieurs rbles physiologiques tels que le rythme circadien, le
sommeil, la fonction immunitaire, la reproduction sexuée, le métabolisme, la dépression,
I’'homéostasie gastro-intestinale, les os, la physiologie cardiovasculaire et la régulation de la douleur.
L'effet le plus connu de la mélatonine concerne la régulation des rythmes biologiques [289]. Elle
possede aussi des propriétés antioxydant, anti-vieillissement et oncostatiques [290, 291]. Seules les
fonctions de la mélatonine appartenant a la fonction immunitaire sont décrites.

La mélatonine posséde des propriétés neuroprotectrices, régulatrices et immunomodulatrices
stimulant le systéme immunitaire et inhibant des réponses immunitaires exacerbées [292]. Une
glande pinéale fonctionnelle est nécessaire au développement des organes lymphoides primaires et
a la fonction immunitaire [293]. Des fonctions immunitaires altérées ont été observées aprés la
pinéalectomie chez diverses espéces, et ceci a été normalisé avec I'administration de mélatonine
[294]. En outre, des preuves indirectes ont été recueillies a partir de la corrélation des rythmes
diurnes de la mélatonine avec la prolifération et la fonction des cellules immunitaires, telles que les
lymphocytes [292]. Des niveaux plus élevés de mélatonine sont associés a une augmentation des
cellules immunitaires [295]. Il a été démontré que la mélatonine augmente la synthése du complexe
majeur d'histocompatibilité-1l (CMH-II) ce qui augmente la présentation de I'antigene aux cellules T
[296]. Dans différentes conditions inflammatoires, la mélatonine réduit la production de plusieurs

cytokines pro-inflammatoires, en particulier le TNF-a, I'IL-1B, I'IL-6 et I'lFN-y, chez des modeles murins
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et chez I'homme [297]. En particulier, 'administration chronique de mélatonine induit une réponse
des LT CD4*(Th2) et réduit la réponse des LT CD4* (Th1) en augmentant la production d’IL-10 et en
diminuant la production du TNF-a [298]. La mélatonine diminue la réponse des cellules T CD4+ CD25+
régulatrices chez les patients atteints de cancer [299]. Elle augmente également I'expression in vitro
de FoxP3, le facteur transcriptionnel Treg caractéristique, dans les cellules mononucléées du sang

périphérique des patients atteints de lupus érythémateux systémique.

4.5 Mélatonine et SEP

La majorité des maladies auto-immunes telles que la SEP sont chroniques, elles imposent un
fardeau sur la qualité de vie de I'individu et le systeme de soins de santé. La production de mélatonine
peut étre altérée chez les patients atteints de SEP montrant des rythmes altérés et une diminution
des taux nocturnes de mélatonine sérique [300]. La mélatonine joue un réle important dans la
modulation immunitaire et la preuve la plus solide soutenant ce réle a été fournie par I'observation
gue les souris pinéalectomisées montrent des thymus, des rates et des lymphnodes réduites, ainsi
gue des signes de déficits immunitaires [301]. Cependant, les effets de la mélatonine sur la réponse
immunitaire sont contradictoires, allant de la stimulation a la suppression de la réponse immunitaire
[302]. Certains études ont montré que les niveaux de mélatonine sont inversement corrélés avec la
sévérité de SEP [303]. Alvarez-Sanchez et al ont montré que la mélatonine limite le développement
d’EAE en bloquant la différenciation des LT17 (Th17) via son récepteur MT1, parsuite la production
d’IL-17 qui est une cytokine pathogene diminue. Ils ont également signalés que la mélatonine
supprime l'infiltration des LT1 (Th1) dans le SNC. Aussi, ils ont rapporté que I'effet de la mélatonine
était lié a I'expression de CD44 qui est un récepteur membranaire impliqué dans le recrutement de
cellules immunitaires dans des sites enflammés [304]. La mélatonine augmente le niveau de la
production de I'lL-10 ,cytokine anti-inflammatoire, produite par les cellules Treg 1 et favorise la
différenciation des ces cellules en se liant sur le récepteur MT1 [305]. Elle a également augmenté la
sécrétion d’IL-27 par les cellules dendritiques, une cytokine connue pour induire la sécrétion d’IL-10
par les cellules Treg 1 [306]. Un autre mécanisme d'action potentiel de la mélatonine dans I'EAE était
la diminution de l'infiltration des LT dans le SNC associée a la réduction de I'expression des
chimiokines (CCL9, CCL20) et du cytokine I'lL-6 [307]. Ces études montrant une dysfonction
mitochondriale chez les patients atteints de SEP, associée a une diminution du taux de mélatonine.
Kang et al ont rapporté que la mélatonine était bénéfique dans I'EAE des rats. Cet effet bénéfique
était médié par la régulation négative de la molécule d’adhésion cellulaire ICAM-1, réduisant ainsi les

infiltrats cellulaires dans le SNC [308] (Figure 33). La perturbation du sommeil est une plainte
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fréquente des patients atteints de SEP qui peut conduire a une fatigue diurne. Melamud et al ont
analysé la relation entre les niveaux de mélatonine et les troubles du sommeil chez les sujets malades,
ainsi que l'effet du traitement par I'IFN-B. Bien qu'aucune association n'ait été trouvée entre la
mélatonine et les habitudes de sommeil, de faibles niveaux de mélatonine ont été détectés chez 13
patients atteints de SEP avant le traitement par IFN- B. Notamment, apres l'initiation du traitement,
il y avait une augmentation marquée de la mélatonine atteignant des niveaux comparables a ceux
des controles en bonne santé [309]. Les effets de la mélatonine ont été évalués sur différents
fonctions de I'organisme. Chez ’homme et chez I’animal. Elle a tendance a étre vendue et considérée
comme une molécule miracle capable de remédier a beaucoup de maux dans quelques pays (Liban,
Etats-Unis, Argentine, Pologne) tels que le trouble de sommeil. En France, la mélatonine n’est pas
autorisée a étre vendue sur le marché, cependant, elle est consacrée pour la recherche et elle est
intervenue dans de nombreuses maladies neuronales et endocriniennes. Les résultats obtenus chez

I’'animal sont parfois probants mais ¢ca ne nous permet pas pour I'instant de les transposer a I’lhomme.
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Figure 33 : Effet de la mélatonine dans la SEP. A: La synthese et la libération de la mélatonine est stimulée par I'obscurité
et inhibé par la lumiére. L'information photonique de la rétine est transmise a la glande pinéale a travers le
noyau supra chiasmatique de I'hypothalamus et le SN sympathique. La mélatonine affecte la fonction des
lymphocytes T auxiliaires 1 (Th1l) en diminuant I'expression de CD44. En plus, la mélatonine supprime la
génération des lymphocytes T auxiliaires 17 Th17 via son récepteur membranaire MT1. (B) D'autre part, la
mélatonine stimule les cellules Tregl a produire IL-10 grace a l'activation de MT1-Erkl / 2 et de ROR-a (C). La
mélatonine exerce un effet anti-inflammatoire en potentialisant le recrutement et/ou la fonction des Tregs
FoxP3+ dans le SNC et la sécrétion d'IL-27 par les DCs. Enfin, la mélatonine diminue la sécrétion de CCL20 et

de CCL19, ainsi que I'expression d'ICAM-1 dans les vaisseaux sanguins associés aux Iésions de SEP. D’apres [307]
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Chapitre 5: Le métabolisme
cellulaire



Le métabolisme est le terme général qui sert a désigner toutes les réactions chimiques
exécutées par les cellules pour produire de I'énergie nécessaire a la fonction vitales de I'organisme.
Pour étre en bonne santé, il faut maintenir un équilibre entre la demande et I'offre d’énergie. Les
sources d’énergie qui entrent en compétition sont: le glucose et les lipides en particulier les acides
gras et les corps cétoniques [310]. Le corps est capable d’utiliser préférentiellement les carburants
glucidiques et lipidiques et peut passer rapidement d’un combustible a I'autre, qu’on appelle une
flexibilité métabolique [311]. L'un des principales enzymes responsable de la flexibilité métabolique

chez les mammiféres et les étres humains est le complexe de pyruvate déshydrogénase ou PDC.

5.1 PDK et PDC

Le Pyruvate déshydrogénase kinase ou PDK est une enzyme kinase qui est impliqué dans la
régulation de I'oxydation du glucose [312]. Jusqu'a présent, quatre isoformes tissulaires de PDK (PDK
1-4) ont été identifiées dans les mitochondries de mammiferes [313]. Les PDKs sont constitués de
deux sous-unités: une sous-unité a avec activité kinase et un B qui est une sous unité régulatrice et
sont impliqués dans la régulation de I'oxydation du glucose, qui pourrait finalement affecter le
métabolisme du glucose dans I'ensemble du corps [314].

Le PDC est une enzyme exprimée entierement dans le noyau et formé de trois enzymes
mitochondriales (E1 a E3) dont leur structure est distincte I'une de I'autre mais elles fonctionnent
interdépendamment: pyruvate déshydrogénase (E1), dihidrolipoyl transactylase (E2), et dihidrolipoyl
déshydrogénase (E3), L'enzyme E1 est la premiere enzyme du PDC, il catalyse la premiére étape
irréversible de la réaction PDC qui convertit le pyruvate en acétyl-CoA, donc, le PDC joue un réle
prédominant dans la régulation du métabolisme des mammiferes et représente le point de non-
retour de l'utilisation des glucides [315]. Le PDC est normalement actif dans la plupart des tissus a
I'état bien nourri. L'activité du PDC est fermement controlée afin que les tissus puissent s'adapter a
différentes sources d'énergie. PDK4 est I'un des régulateurs de I'activité de PDC [316].

Le glucose est la principale source d’énergie pour la plupart des tissus, lorsqu'il y a abondance de
glucides, Le PDK4 est inhibé alors que le PDC est dephosphorylé et activé par le pyruvate
déshydrogénase phosphatase (PDP) pour faciliter I’oxydation du glucose et la formation de malonyl-
CoA qui supprime I'oxydation des acides gras a longue chaine (LCFA) et pour que les tissus utilisent
le glucose comme source d'énergie [317]. En revanche, dans des conditions de famine, le PDK4 est
activé, il phosphoryle le PDC qui devient inactif provoquant ainsi le blocage de I'oxydation du glucose
parsuite la catalyse du pyruvate en acétyl-CoA est supprimée et le métabolisme se déplace alors vers

['utilisation de la graisse [318]. L'inhibition de PDK4 peut bénéficier a des tissus spécifiques tels que
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le muscle squelettique, le foie et le coeur mais la régulation positive de PDK4 est bénéfique dans le
tissu adipeux blanc chez les obéses et rongeurs résistants a I'insuline [317]. PDC et PDK occupent des
positions centrales dans le métabolisme énergétique cellulaire et joue un réle important dans le
passage du métabolisme du glucose au métabolisme des LCFA. Ainsi, I'altération de I'expression des

PDKs en particulier PDK4 a une énorme influence sur I'état de santé de I'organisme (Figure 34).
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Figure 34 : Représentation schématique de la régulation du métabolisme du glucose par le PDC et le PDK. L'activité de la
PDC est fortement inhibée par PDK en le phosphorylant et renforcée par la déphosphorylation par le PDP. PDC
catalyse la décarboxylation irréversible du pyruvate en acétyl-CoA, qui peut étre oxydé par le cycle de I'acide

tricarboxylique (TCA). D’apres [319].
5.2 Le N-acétyle aspartate ou NAA

Le NAA, un métabolite spécifique du SN, est synthétisé a partir d’aspartate et d’acétyl-CoA
dans les neurones, il peut étre exporté vers des oligodendrocytes ou il est métabolisé par I'enzyme
aspartoacylase, pour former de I'acétyl-CoA, dont |'utilisation est suggérée pour la myélinisation et
la remyélinisation [320]. Le NAA semble étre un lien clé dans les caractéristiques biochimiques

distinctes du métabolisme du SNC [321]. Cependant, son rdle n'a pas été entierement élucidé. Des
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études antérieures ont confirmé que les taux de NAA du cerveau diminuent chez les personnes
atteintes de SEP, ce qui suggére que la dysfonction mitochondriale peut précéder la
neurodégénérescence [322]. De plus, la réduction de I'NAA a été corrélée avec la progression de la

maladie et le déclin neurologique chez les patients atteints de SEP [323].

5.3 Voie métabolique PDC-dépendant

Les altérations métaboliques dans la SEP ont été étudiées en relation avec les processus
physiopathologiques multiples liant la fonction mitochondriale, la myéline et I'inflammation [324].
Parmi les voies métaboliques, la synthése des lipides est un processus critique pour la remyélinisation
car les lipides et le cholestérol sont des composants clé de la myéline et que leur synthése accrue est
liée au mécanisme thérapeutique des médicaments contre la SEP [325]. L'inhibition de la synthése
du cholestérol entraine une hypomyélinisation et une myélinisation retardée chez la souris [326]. Les
ODs et les astrocytes absorbent le glucose et le lactate de leurs vaisseaux sanguins périphériques
pour générer des métabolites nécessaire a la formation de la myéline par les ODs [327] et pour fournir
de I'énergie aux neurones [328]. Aussi, le glucose doit étre converti par la voie de glycolyse en
pyruvate afin de fournir un support métabolique aux fonctions de I'axone [329, 330]. D’autre part, le
lactate issu du sang ou des astrocytes est utilisé par les ODs comme un substrat principal pour générer
I’ATP et les acides gras nécessaire a la synthese de la myéline [331]. Au cours de la remyélinisation,
dans les ODs, le pyruvate qui provient du lactate ou de la conversion du glucose est transféré dans la
matrice mitochondriale des ODs et est d’abord converti en acétyl-CoA par I'intermédiaire de I'enzyme
PDC mitochondriale qui relie la glycolyse au métabolisme oxydatif pour fournir de I'ATP et des
métabolites nécessaire a la synthése de I’'AG [332]. Par la suite, I'acétyl-CoA entre dans le cycle de
Krebs pour donner du citrate qui pourrait étre transféré au cytosol des ODs [332] ou il est reconverti
en acétyl-CoA qui se transforme en acide gras et en énergie sous forme d’ATP nécessaire a la synthése
du cholestérol, un constituant principale de la myéline pendant la myélinisation [331]. La biosynthése
du cholestérol se produit principalement (~95%) dans le cerveau grace a une enzyme 3-hydroxy-3-
méthylglutaryl-coenzyme-A réductase (HMGCR) [333]. Des études ont montré que HMGCR a été
diminué au pic de la maladie EAE aigue [334]. Les connaissances actuelles concernant les voies

métaboliques impliquées dans la remyélinisation sont controversées et mal comprises (Figure 35)
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5.4 B-oxydation peroxysomale

La remyélinisation par les ODs nécessite la synthése d’AG a partir du pyruvate importé dans
les mitochondries oligodendrocytaire alors que le maintien de la myéline aprés la myélinisation
nécessite la dégradation d’AG. Cette dégradation se fait dans le peroxysome par la voie -oxydation
[331]. Ce dernier processus est un processus en plusieurs étapes qui impliquent des enzymes
différents de celles qui se trouvent dans les mitochondries. En fait, les AG entrent d’abord dans la
cellule via des transporteurs protéiniques d’acide gras y compris FAT/CD36 qui sont présents a la
surface des cellules [335]. Bien que les produits finaux provenant de la B-oxydation au niveau du
peroxysome et de la mitochondrie soient différents, la B-oxydation peroxisomale peut produire de
I'acetyl-CoA a partir de LCFA. Les AGs sont convertis en acétylcarnitine qui est ensuite exporte du
peroxysome vers le cytosol ou il peut étre converti en acétyl-CoA pour étre utilise a nouveau comme
substrat dans la synthése des acides gras et du cholestérol [336]. L’acétyl-CoA produit a partir de la
B-oxydation ne peut pas étre converti en lactate mais il a été suggéré que le pyruvate importé dans
les peroxysomes pourrait produire du lactate [337]. Considérons que l'inhibition de la synthése des
AGs par la voie dépendante de PDC conduit a I'accumulation de pyruvate, il semble que ce niveau
élevé de pyruvate provoqué par la suppression de l'activité de PDC augmente la B-oxydation
peroxysomale. Conformément, I'administration de pyruvate s'est avérée augmenter la B-oxydation
peroxysomale, qui a également besoin de NAD* provenant de la conversion du pyruvate en lactate
[337]. Par conséquent, I'accumulation de lactate est obtenue non seulement par la suppression de la
consommation de pyruvate par le PDC, qui a son tour réduit la conversion du lactate en pyruvate

grace a un feedback négative mais également par les peroxysomes (Figure 35).
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Figure 35 : Représentation schématique du métabolisme du glucose au niveau des ODs au cours de la remyélinisation.
Le pyruvate est converti dans les mitochondries par le PDC pour produire de I'acétyl CoA, qui génere du citrate
par le cycle de KREBS. Le citrate est ensuite utilisé pour produire des acides gras et du cholestérol dans le
cytosol nécessaire a la synthése du cholestérol qui est un constituant principale de la myéline. PDK4 est 'un
des régulateurs de I'activité de PDC. Les NAA axonaux sont transférés dans des ODs et sont convertis en

acétate puis en acétyl-CoA, un substrat pour la synthése des acides gras et du cholestérol.

5.5 Les mitochondries et leur role dans la neurodégénérescence de la SEP.

5.2.1 Les mitochondries

Les mitochondries ont uniguement une double expression génomique de protéines qui proviennent
a la fois de I'ADN nucléaire et mitochondrial (ADN mt) [338]. Les mitochondries sont des organites
responsables de la bioénergétique cellulaire via le cycle de Krebs (avec la production de NADH et
FADH) et la phosphorylation oxydative (OXPHQOS), pour la bioénergétique cellulaire avec production
secondaire d'ATP [339]. Les mitochondries jouent un r6le crucial dans I'homéostasie du calcium, la
signalisation cellulaire, I'apoptose et la croissance cellulaire [340]. Des études récentes ont montré
que le dysfonctionnement mitochondrial est impliqué dans la pathologie de la SEP [340]. Le
dysfonctionnement de la mitochondrie et le stress oxydatif sont les caractéristiques pathologiques
des troubles neurodégénératifs [341]. Par conséquent, les défauts mitochondriaux dans les axones
de la SEP peuvent entrainer un blocage de la conduction et une altération du cytosquelette médié
par le calcium [340]. Les caractérisations neuropathologiques de la dysfonction mitochondriale dans

la SEP impliqguent des changements dans I’ADN mitochondrial et des fonctions anormales des
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protéines mitochondriales, une augmentation de la formation de radicaux libres et du stress oxydatif,
I'apoptose [341]. La substance blanche périplaque, autour des lésions en développement, contient
des ROS probablement causé par des macrophages, des microglies et les astrocytes. La pathologie
mitochondriale est le premier signe ultrastructural de lésion du SNC et, bien qu'elle précéde les
changements de la morphologie axonale [342]. La mitochondrie augmente dans les axones a la suite
de la démyélinisation en réponse aux changements dans les besoins énergétiques dles a la
redistribution des canaux sodiques. Cependant, I'augmentation de la densité des mitochondries dans
les lésions de SEP pourrait contribuer a la formation de radicaux libres et exacerber les lésions
tissulaires en cours [343], le changement du nombre de mitochondries chez les souris non traitées et
traitées a la mélatonine reste a déterminer. Dans le modéle murin de la SEP, les déficits
bioénergétiques mitochondriaux, y compris une diminution du niveau et de I'activité du PDC, ont
précédé la manifestation pathologique de la maladie [344]. De plus, le déséquilibre ionique ainsi
gu’une exposition excessive accrue aux cytokines pro-inflammatoires favorisent la pathogenése de
la SEP en altérant ’homéostasie mitochondriale Ca?* et bloquent le développement et la maturation
des ODs [341]. Enfin, I'autophagie des mitochondries perturbées est principalement réalisée par le
processus de l'axe PINK1-Parkin [341]. Il a été constaté que des mutations dans ces genes

déclenchent la pathogenése de la SEP [341] (Figure 36)
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Figure 36 : Neuroinflammation chronique conduisant a un dysfonctionnement mitochondrial [345]
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5.2.2 Mécanisme de dysfonctionnement mitochondrial perpétuant la

lésion du SNC dans la SEP.

Le cerveau a un taux métabolique élevé et consomme 20% de I'énergie totale produite dans le corps
humain, qui est principalement utilisée dans la neurotransmission (plus de la moitié de celle
consommée pour maintenir I'équilibre ionique et le potentiel membranaire) et le flux axoplasmique
(pour conduire des impulsions nerveuses); ces fonctions dépendent en grande partie de la machinerie
mitochondriale [346, 347]. La transmission du signal neurologique est due a la propagation de la
dépolarisation membranaire a travers le neurone, et le gradient électrochimique est créé par la
Na*/K* ATPase, allouée dans les nceuds de Ranvier. Les oligodendrocytes sont non seulement
responsables de la gaine de myéline, mais libérent également du lactate pour le neurone comme
source d'énergie. Avec l'inflammation chronique et la destruction de la myéline, il y a redistribution
des canaux ioniques. Par conséquent, il y a plus de consommation d'ATP par I'augmentation du
nombre de Na*/K* ATPase. Dans le but d'équilibrer le rapport et la demande d'énergie, les
mitochondries entament des modifications compensatoires (augmentation du nombre et de la taille,
modification de la localisation dans le neurone et de sa morphologie). En paralléle, lI'inflammation
chronique crée un environnement de stress oxydatif secondaire a la libération de ROS par les
macrophages et la microglie et augmente le glutamate libéré en réponse aux dommages neuronaux.
Le TNF-a endommage le processus OXPHOS par des mécanismes régulés par Ca 2* [348]. Avec les
dommages cumulatifs progressifs mitochondriaux (altération de I'ADN mt et augmentation de
I'hétéroplasmie, dysfonctionnement des sous-unités OXPHOSP, altération des protéines qui régule la
migration de I'organite du corps neuronal vers I'axone), une altération significative de la production
d'énergie se développe [349]. Si la production d'ATP est compromise, la Na*/K*-ATPase n'est pas
capable de conserver le gradient aprés un potentiel d'action, ce qui conduit a une accumulation de
Na* dans le cytoplasme des neurones. Cela force le canal Na*/Ca?* a transférer du Ca?* a I'intérieur de
la cellule, activant la cascade Ca?* dépendante de I'apoptose, ce qui entraine la mort neuronale, la
dégénérescence wallérienne et un dysfonctionnement neurologique irréversible [343, 348, 350-352].
Ce processus est représenté sur la (Figure 36).

Le processus dégénératif progressif initié dans |I'axone peut se poursuivre vers le corps neuronal et
les dendrites, atteignant également les neurones présynaptiques et postsynaptiques [353]. L'échec
chronique a fournir de I'énergie au tissu augmente le stress oxydatif dans un cercle vicieux qui
augmente les dommages mitochondriaux [349]. Il est important de mentionner que les dommages a

I'ADN mitochondrial sont amplifiés au cours du processus d'expansion des clones (avec délétions ou
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mutations), modifiant les niveaux d'hétéroplasmie du tissu [349, 354]. Ce processus augmente

I'incapacité a fournir un apport énergétique approprié aux tissus, contribuant a la mort des cellules

[355].
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Figure 36 : Le rble des mitochondries dans le processus de neurodégénérescence. a. Nerf normal. b. Site de
démyélinisation avec modification secondaire de la distribution des canaux ioniques dans le nerf. c.
Modification structurelle et fonctionnelle des mitochondries causée par le stress oxydatif. d Cascade

d'apoptose activée par Ca?* [346]
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But du travail
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La SEP constitue la premiere cause de handicap non traumatique chez I'adulte jeune dans le
monde entier. La thérapie actuelle utilise des médicaments qui suppriment les attaques
immunologiques sans supprimer tout le systeme immunitaire. La mélatonine s’est révélée d’étre un
candidat neuroprotecteur puissant pour réduire la perte de la myéline. Le but de ce travail est

d’étudier la pathologie moléculaire impliquée dans la SEP et I'effet de la mélatonine sur cette maladie.

Dans un premier temps, nous avons voulu faire une étude clinique composée de 23 patients atteints
de SEP et 23 sujets sains. L'objectif de ce travail a été d’examiner la corrélation clinique entre la
mélatonine sérique et la proCT et aussi d’étudier la formation osseuse en mesurant le taux

d’ostéocalcine (OCN) chez les patients atteints de SEP.

Dans un second temps, nous avons voulu faire une étude expérimentale sur des souris C57BL/6 EAE.

L'objectif de ce travail a été d’évaluer 'effet de la mélatonine sur :

(1) Le métabolisme osseux et le risque d’ostéoporose tout en évaluant le taux sérique de la
vitamine D, du calcium, du PTH et de 'OCN

(2) Les mécanismes immunitaires en mesurant le niveau des cytokines pro-inflammatoires (TNF-
a et IL-1B) et celui des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et IL-4) dans le cerveau de souris
EAE.

(3) Les voies métaboliques impliquées dans le métabolisme cérébral et la remyélinisation tout en
mesurant les concentrations cérébrales d’acétate, de NAA, du lactate, le niveau de PDK4,
I’activité de PDC ainsi que le niveau des protéines constitutives de la gaine de myéline tels
qgue la MOG, la MBP, la MOBP et le niveau de I'enzyme HMGCR nécessaire a la formation du

cholestérol qui entre aussi dans la formation de la myéline.
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.1 Déclaration éthique

Cette étude a été approuvée par le Comité régional d'éthique pour la recherche médicale a
I'Université Yasuj des sciences médicales, Yasuj, Iran. En outre, il a été réalisé conformément a la

déclaration d'Helsinki. Un consentement de chaque participant a été obtenu.
1.2 Plan d'étude et participants

23 personnes en bonne santé et 23 patients atteints de SEP ont participé dans cette étude.
Tous les patients étaient des sujets nouvellement diagnostiqués, selon les critéres de McDonald.
L’age et le sexe des patients atteints de SEP ont été choisis au hasard, cependant les sujets sains
volontaires ont été choisis en fonction de I'age et du sexe. Les patients qui sont de type progressif
primaire et secondaire, les patients en phase aigué de la maladie et ceux sous traitement (tous types

de médicaments) ont été exclus de I'étude.
1.3 Quantification des hormones sériques par le test ELISA

Des échantillons de sang de patients atteints de SEP et des patients sains ont été prélevés de
préférence a la méme date. Le sérum obtenu a été utilisé pour doser les taux de mélatonine et de

pro calcitonine en utilisant le kit ELISA (Sigma Aldrich).

1.4 Modele animal in vivo

11.4.1 Animaux Expérimentaux.

Des souris femelles C57BL/6 adultes (dgées de 6 a 8 semaines, pesées de 20 a 25 g)
ont été achetées de I'Institut Pasteur, Téhéran, Iran. Les souris ont été maintenues et logées dans
des conditions expérimentales de température et d’humidité constantes au Centre d’élevage. Le
Comité institutionnel de protection et d'utilisation des animaux (IACUC) de I'Université de YasUj a
approuvé toutes les procédures expérimentales et I'utilisation des animaux dans cette étude. Les
procédures expérimentales sur les animaux ont été effectuées conformément aux directives du
ministére iranien de I'agriculture, conformément aux dispositions de la déclaration d'Helsinki (révisée
au Brésil en 2013) et de la directive du Conseil des Communautés européennes (86/609 / CEE). Tous

les efforts ont été déployés pour réduire le nombre d'animaux et leur souffrance.
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11.4.2 Induction de 'EAE

Des souris C57BL/6 ont été immunisées avec le peptide glycoprotéique
oligodendrocytaire de la myéline MOGss.s55, acheté aupres des laboratoires de Hooke (Lawrence, MA,
USA). MOGss-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) a été émulsifié avec I'adjuvant complet de Freund
(CFA, Sigma Aldrich) qui est enrichie par des bacilles de Kock. Bref, au jour 0, chaque souris a été
anesthésiée avec de l'isoflurane (Abbott Labs, USA), injectée avec 10ul d’émulsion de MOGs3s.55 par
voie sous-cutanée sur le flanc puis injecté avec 200ng de toxine pertussique (PTX, Hooke Laboratories,
Lawrence, MA, USA) par voie intrapéritonéale, dilué au PBS stérile. Au jour 3, une seconde injection

de 200ng de PTX a été administrée comme rappel.

11.4.3 Evaluation clinique des souris EAE

Les souris ont été évaluées et notées grace a des signes cliniques de la maladie par
au moins 2 investigateurs du jour 7 au jour 30 apres l'immunisation en utilisant une échelle de 0 a 5
points [356] comme suit: 0= pas de maladie clinique; 0.5, paralysie partielle de la queue; 1.0, paralysie
compléte de la queue ou queue molle; 1.5, paralysie compléte de la queue et paralysie partielle d'un
membre postérieur; 2.0, paralysie compléte de la queue et paralysie partielle des deux membres
postérieurs; 2.5, paralysie partielle d'un membre postérieur et paralysie compléete d'un membre
postérieur; 3.0, paralysie des deux membres postérieurs sans faiblesse des membres antérieurs; 4.0,

les membres postérieurs et une paralysie des membres antérieurs; 5.0 mort de I'animal.

11.4.4 Traitement des animaux

Les souris ont été réparties au hasard en 4 groupes suivant : (A) souris traitées avec
la solution saline tamponnée au phosphate PBS témoin (Ctrl) (n=8); (B) souris EAE traitées au PBS
(Ctrl) (n=8); (C) souris EAE traitées a la mélatonine a faible dose (Low Mel) a des niveaux
physiologiques de 476 pg/kg/jour (n=8), (D) des souris EAE traitées a la mélatonine a haute dose
(EAE+Mel) (n=8) a des niveaux physiologiques de 10 mg/kg/jour. Pour étre cliniquement pertinent,
le traitement a été administré par voie intrapéritonéale (i.p) pendant 13 jours consécutifs (du jour 18
a 30), a partir du jour de I'apparition des symptémes cliniques ou le score > 3 jusqu'au sacrifice. Avant
le traitement, les animaux ont été pesés et la mélatonine a été fraichement préparée en la dissolvant

dans du PBS avec du diméthylsulfoxyde a 5% (DMSQO).
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11.4.5 Préparation de I'échantillon

Les souris ont été profondément anesthésiées et des échantillons de sang ont été
prélevés par ponction cardiaque. Aprés centrifugation (2500 tr/min, 10 min), le sérum de chaque
souris a été mis dans un tube eppendorfs et congelé a -80°C jusqu’a I'analyse ultérieur. Les souris ont
ensuite été sacrifiées par dislocation cervicale et les tissus cérébraux ont été rapidement excisés,
immédiatement congelés sur de la glace seche et stockés a -80°C jusqu'a ce que des tests

supplémentaires soient effectués.

11.4.6 Quantification des cytokines par dosage immuno enzymatique (ELISA)

Les taux sériques de proCT, PTH, calcium, 25-hydroxy vitamine D, cytokines pro-
inflammatoires IL-1B et TNF-a et anti-inflammatoire IL-4 et IL-10 ont été mesurés en utilisant un kit
ELISA conformément aux instructions du fabricant (R & D Systems, Minneapolis, MN et ABcam, Etats-

Unis).
I.L5 Western blotting

Les échantillons de cerveau ont été homogénéisés sur de la glace et lysés dans un tampon de
lyse contenant du Tris-HClI 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, acide désoxycholique a 0,5%, Nonidet P40
a 1%, SDS 0,1%, PMSF 1 mM et 100 mg/ml leupeptine. La teneur en protéines a été mesurée en
utilisant un kit d'analyse de protéines colorimétriques Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Une
guantité égale de protéine totale (40ug) a été résolue sur un gel de polyacrylamide de dodécylsulfate
de sodium a 8-15% puis transférée sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes ont été
bloquées pendant 1 heure dans une solution de lait écrémé a 5%, puis incubées avec des anticorps
primaires dirigés contre la glycoprotéine oligodendrocytaire de la myéline (MOG; 1:500, ABcam, USA),
protéine basique oligodendrocytaire associée a la myéline MOBP; 1:500, Abcam), protéine basique
de la myéline (MBP; 1:500, Abcam), isoforme 4 de la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK4, 1:600,
Abcam) et B-actine (1:1000, Santa Cruz Biotechnology Inc., Etats-Unis) sur un agitateur a 4°C pour
une nuit. Aprées lavage, les anticorps secondaires appropriés aux especes conjuguées a la peroxydase
de raifort ont été incubés a la température ambiante. Les protéines immunoréactives ont été
détectées avec un systeme de détection de transfert Western par chimiluminescence amélioré. La
densité relative des bandes de protéines a été analysée par densitomeétre a I'aide de My Image (SLB,
Séoul, Corée) et quantifiée par un logiciel d'analyse d'image pour la documentation du gel (LabWorks

Software Version 3.0, UVP Inc., CA, USA)
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.6 PCR en temps réel

L'ARN total a été isolé a partir d'homogénats cérébraux au moyen du Tri-Reagent (Sigma-
Aldrich, Zwijndrecht, Pays-Bas), selon le protocole du fabricant. Ensuite, I'ADNc a été synthétisé avec
un kit de transcription inverse d'ADNc de grande capacité en utilisant des amorces aléatoires (Applied
Biosystems, USA). La PCR quantitative en temps réel (qQRT-PCR) a été réalisée par le systeme de PCR
en temps réel Step One (Applied Biosystems). La PCR en temps réel a été réalisée avec Real Q Plus 2x
Master Mix Green (Ampliqon, Danemark) selon les instructions du fabricant. Les séquences
d'amorces utilisées étaient les suivantes: PDK4 F, CCGCTTAGTGAACACTCCTTC et R,
TCTACAAACTCTGACAGGGCTTT; HMGCR F TGATTGGAGTTGGCACCAT et R, TGGCCAACACTGACATGC.
La spécificité des produits de PCR a été confirmée par I'analyse de la courbe de fusion (données non
présentées). Les conditions de la PCR étaient les suivantes: activation initiale a 95°C pendant 15 min,
puis 35 cycles d'amplification consistant en une dénaturation a 95°C pendant 15s, un recuit a 57°C
pendant 30s et une extension a 72°C pendant 30s. Les changements relatifs dans les niveaux
d'expression des génes ont été déterminés par la méthode CT comparative (ACT). Toutes les réactions

ont été effectuées en triple en utilisant la 3-actine comme contréle interne pour la normalisation.

I.L7 Evaluation du lactate cérébral et du N-acétylaspartate (NAA) par

chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

Les échantillons d'homogénat de cerveau ont été centrifugés a 40 000 g pendant 15 min, les
surnageants placés dans un bain de glace et neutralisés a pH 4-5 avec de I'hydroxyde de potassium
(KOH), puis les culots ont été pesés pour analyse. Les échantillons ont été centrifugés pendant 15
minutes supplémentaires a 40000g pendant 15 minutes pour sédimenter le précipitant, le
perchlorate de potassium (KClO4), qui s'est formé apres neutralisation avec du KOH. Les surnageants
ont été retenus et filtrés (0,2um) avant la lyophilisation. Les mesures chromatographiques du lactate
cérébral et du NAA ont été effectuées avec un systeme de chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) smartline KNAUER équipé d'un micro dégazeur, d'un systeme LPG, d'un
détecteur UV-VIS (2550 a été réglé a 220 nm) et d'un MZ ODS-C18. (250 mm x 4,6 mm, 5 um) colonne.
Les calculs chromatographiques ont été effectués en utilisant un systtme EZCHROM élite. La
détermination du lactate et du NAA a été effectuée par HPLC selon les méthodes décrites par Kehr
[357] et Shannon [358] respectivement. La précision et |'applicabilité de la méthode proposée pour
I'extraction et la détermination du lactate et de I'NAA dans le cerveau ont été étudiées en utilisant la

méthode d'addition standard.
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1.8 Détermination de l'activité PDC

La PDC existe sous deux formes: la forme «active» dephosphorylé et la forme «inactive»
phosphorylée. L'inter-conversion entre ces deux formes peut facilement modifier le flux a travers ce
complexe. Par conséquent, il est approprié de mesurer les deux activités afin d'exprimer le
changement de I'activité du PDC en tant que résultat plus précis.

Les activités PDC actives ou totales ont été mesurées au jour 18 dans les homogénats de cerveaux
décongelés par la glace de tous les groupes, comme décrit précédemment [359-361]. L'activité de
PDC a été déterminée par la production de **CO, a partir de pyruvate. Pour maintenir le PDC actif,
on a ajouté le tampon d’homogénéisation contenait du dichloroacétate (inhibiteur des PDH kinases)
et du fluorure de sodium (inhibiteur des PDH phosphatases).

Pour mesurer l'activité PDC « totale », on a ajouté de PDH phosphatase 1 purifiée a des homogénats
décongelés et incubée pendant 30 min pour déphosphoryler le PDC. L'activité PDC est exprimée en

tant que munits/mg de protéine.

1.9 Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne avec des barres d’erreur indiquant
I'erreur type de la moyenne (moyenne + SEM). |l n’y avait aucune preuve d’écarts significatifs par
rapport a la distribution normale (P > 0.05, test de shapiro—wilk). Le logiciel Graph Pad Prism (Version
6.01, San Diego, CA, USA) a été utilisé pour effectuer des analyses statistiques. Aprés évaluation de
la normalité, le test T non apparié a été utilisé pour analyser les données cliniques et les scores EAE.
De plus, la relation entre la mélatonine et pro CT a été examinée par le coefficient de corrélation de
Pearson. Une analyse de la variance a deux voies (ANOVA) et une analyse de la variance a un facteur
avec le test de correction de serre Geisser, suivies du test de comparaisons multiples de Turkey, ont
été utilisées pour voir |'effet de la quantité de la mélatonine sur la maladie. Une ANOVA ordinaire a
un facteur suivie du test de comparaison multiple de Turkey, avec une seule variance regroupée, a
été utilisée pour analyser les données expérimentales. Tous les tests statistiques étaient bilatéraux
et le niveau de signification était fixe a p <0.05. La signification est indiquée par * p <0,05; ** p <0,01;

*** p <0,001 et **** p <0,0001
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Introduction 1

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune inflammatoire dans laquelle la
gaine de myéline est détruite, par conséquent, les neurones se dégénerent et meurent. La SEP se
caractérise par des plaques démyélinisés dans le systéeme nerveux central (SNC) touchant environ 2.5
millions de personnes dans le monde [362]. Malgré des décennies d’études, les causes de la SEP sont
encore inconnues. La mélatonine est une hormone sécrétée par la glande pinéale pendant la nuit
selon un rythme circadien et ses niveaux sont inversement corrélés a la sévérité de la maladie [309].
Elle est lipophile et traverse la barriere hémato-encéphalique avec une grande efficacité [363]. La
mélatonine s’est révélée d’étre un candidat neuroprotecteur puissant pour réduire la perte de la
myéline [301]. Les taux sériques de mélatonine diminuent chez les patients atteints de SEP
présentant également un risque d’ostéoporose caractérisé par une réduction de la masse osseuse et
une détérioration de I'architecture osseuse. Une étude récente a montré une possible corrélation
entre la proCT et la mélatonine chez les patients atteints de SEP [364], mais l'effet de la
mélatonine/proCT sur les facteurs de risque d’ostéoporose n’a jamais été exploré. La procalcitonine
(proCT) a été rapportée comme biomarqueur de I'inflammation systémique et des maladies auto-

immunes [365]. Cependant, ses changements chez les patients atteints de SEP n’ont pas bien explorés.

Dans ce travail, nous avons d’abord examiné, a 'aide d’ELISA, si les taux sériques de proCT étaient
corrélés aux taux de mélatonine chez les patients atteints de SEP. Nous avons ensuite exploré |'effet
de la mélatonine a une dose de 10 mg/kg sur le métabolisme osseux dans un modele de souris
expérimental d’encéphalomyélite auto-immune (EAE) et chez les patients atteints de SEP. Ainsi, nous
avons observé que le taux sérique de la mélatonine est inversement corrélé a celui de la proCT et que
la mélatonine diminue les scores neurologiques chez les souris EAE. Elle réduit aussi le taux de proCT
et celui de I’'hormone parathyroidienne PTH, augmente le taux de la 1,25-dihydroxyvitamine D, du
calcium et de I'Ostéocalcine (OCN). Ces résultats indiquent que la mélatonine améliore la gravité de

la maladie, normalise les métabolites osseux qui a pour conséquent de diminuer I'ostéoporose.
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the central nervous system. Serum levels of melatonin decrease in MS patients
who are also at risk of osteoporosis. Procalcitonin (proCT) has been reported as a
biomarker of systemic inflammation and autoimmune disease; however, its
changes in MS patients have not been well explored. This study investigated, using
ELISA, the clinical correlation between serum melatonin and proCT in MS patients.
We then assessed the effect of melatonin (10 mg/kg) therapy on bone metabolism
and osteoporosis in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) model of
MS and in MS patients. Data showed a significant increase (*P < 0.05) in serum
levels of proCT in MS patients, inversely correlated (r = —0.945; P = 0.0001)
with melatonin levels, compared to healthy participants. On the other hand, mela-
tonin therapy ameliorated EAE severity by significantly decreasing (*P < 0.05)
mean clinical scores, compared to control EAE mice. In addition, serum levels of
proCT significantly (**P < 0.01) increased in EAE mice, compared to controls,
which was significantly (*P < 0.05) reduced by melatonin. Moreover, EAE-induced
decrease in 25-hydroxyvitamin D, calcium, and osteocalcin (OCN) in EAE mice,
compared to controls, was significantly (*P < 0.05) increased by melatonin.
Finally, OCN serum levels were found to be significantly decreased (*P < 0.05) in
MS patients, in comparison with controls. Taken together, we suggest that proCT
could be used as a diagnostic biomarker in MS patients and that melatonin nor-
malizes bone metabolites in MS. Further clinical and experimental investigations
are needed to understand bone metabolism in MS.

INTRODUCTION

pathology, in addition to immune and inflammatory
factors [1]. Moreover, the role of melatonin as an
antioxidant, which crosses the blood-brain barrier

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory disease of
the central nervous system (CNS) in which axonal
myelin sheath is destroyed. MS is characterized by
manifestations of plaques of demyelinated areas in the
CNS white matter. Despite decades of studies, the
causes of MS are still unknown; however, damage
caused by free radicals plays a substantial role in this

©® 2017 Société Francaise de Pharmacologie et de Thérapeutique
Fundamental & Clinical Pharmacology

(BBB) with high efficiency, has been recently approved
[2]. This highly lipophilic hormone is released from the
pineal gland in a circadian pattern, and its levels are
inversely correlated with the severity of the disease [3].
While most studies reported neuroprotective, regula-
tory, and immunomodulatory activities for melatonin
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[4], others reported pro-inflammatory activities [5].
Importantly, it has been described that melatonin is
involved in bone healing process [6].

Procalcitonin (proCT), mainly generated by the
parafollicular C cells of the thyroid and a precursor of
calcitonin (CT) hormone, is involved in calcium home-
ostasis and counteracts parathyroid hormone (PTH)
|7]. PTH is secreted in response to reduced calcium
which directly stimulates osteoblasts and thereby indi-
rectly induces osteoclasts to increase bone resorption
and subsequently normalization of calcium levels [8].
However, it could be an important risk factor for osteo-
porosis, characterized by reduced bone mass and deteri-
oration of bone architecture. Moreover, proCT has
been recommended as a marker in systemic inflamma-
tion and autoimmune diseases, and it has been sug-
gested that proCT measurement could be helpful in the
diagnosis, prevention, monitoring, and treatment of
infectious, inflammatory, and autoimmune discases [9].
Importantly, proCT was suggested to influence a multi-
tude of biological activities, neuronal and hormonal,
associated with the hypothalamic-pituitary axis [10].

A recent study reported a possible correlation
between proCT and melatonin in MS patients [11];
however, the effect of melatonin/proCT on osteoporosis
risk factors has never been explored. In this study, we
investigated whether serum levels of proCT were corre-
lated with melatonin levels in MS patients. In addition,
the effect of melatonin on bone metabolism was then
explored in experimental autoimmune encephalomyeli-
tis (EAE) mouse model of MS and in MS patients.

MATERIALS AND METHODS

Clinical

Ethics statement

This study was approved by the Regional Ethics Com-
mittee for Medical Research at Yasuj University of Med-
ical Sciences, Yasuj, Iran. In addition, it was carried
out in accordance with the Helsinki Declaration. A
written informed consent was obtained from each
participant.

Study design and participants

Briefly, a total of 23 healthy individuals and 23 MS
patients participated in this study. All patients were
newly diagnosed MS subjects, according to the McDon-
ald criteria. Age and sex were randomly selected from
the patients willing to participate, and age/gender-
matched healthy individuals were chosen from

M. Ghareghani et al.

volunteer healthy subjects. Patients of primary and
secondary progressive type, patients in acute phase of
the disease, and those under therapy (all kinds of medi-
cations) were excluded from the study.

Quantifying serum hormones by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)

Blood samples from MS and control patients were prefer-
entially collected at the same date, and the obtained
serum was used to assay the levels of melatonin, proCT,
and osteocalcin using ELISA Kits (Sigma Aldrich, St
Louis, MO, USA) according to manufacturer’s protocol.

In vivo animal model

Experimental animals

Adult female C57BL/6 mice (6-8 weeks old, 20-25 g)
were purchased (Pasteur’s Institute, Tehran, Iran). The
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)
of Yasuj University approved all experimental proce-
dures and animal use in this study. Housing of animals
and experimental procedures were carried out in accor-
dance with the guidelines of the Iranian Agriculture
Ministry, which conforms to the provisions of the Dec-
laration of Helsinki (as revised in Brazil in 2013) and
of the European Communities Council Directive (86/
609/EEC). All efforts were made to reduce the number
of animals.

EAE induction

C57BL/6 mice were immunized with myelin oligoden-
drocyte glycoprotein peptide (MOG);5 55 purchased from
Hooke Laboratories (Lawrence, MA, USA). MOGs;s 55
(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) was emulsified in
complete Freund's adjuvant (CFA, Sigma Aldrich),
enriched Mycobacterium tuberculosis bacteria. Briefly,
on day 1, each mouse was anesthetized with isoflurane
(Abbott Labs, North Chicago, IL, USA), injected with
10 pL MOG emulsion subcutaneously over the flank,
and injected with 200 ng of pertussis toxin (PTX, Hooke
Laboratories) intraperitoneally. On day 3, a second
200 ng booster PTX injection was given.

Clinical evaluation of EAE mice

Mice were evaluated and scored for clinical signs of the
disease by at least two investigators from day 7 to day
30 postimmunization using a 0-5 point scale, as fol-
lows: 0 = no clinical disease; 0.5, partial tail paralysis;
1.0, complete tail paralysis or limp tail; 1.5, complete
tail paralysis and partial paralysis of one hindlimb; 2.0,
complete tail paralysis and partial paralysis of both
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hind limbs; 2.5, partial paralysis of one hindlimb and
complete paralysis of one hindlimb; 3.0, paralysis of
both hindlimbs without forelimb weakness; 4.0, hin-
dlimb and one forelimb paralysis; 5.0, moribund/dead.

Treatment of animals

Mice were randomly divided into three groups of the
following: (i) PBS-treated mice (Ctrl) (n = 8); (ii) PBS-
treated EAE mice (EAE + PBS) (n = 8), (iii) melatonin-
treated EAE mice (EAE + Mel) (n = 8) with 10 mg/kg/day.
To be clinically relevant, treatment was given intraperi-
toneally (i.p.) for 13 consecutive days (from day 18 to
30), starting on the day of clinical symptom onset
(score > 3), until sacrifice.

Sample preparation

Mice were deeply anesthetized, and blood samples were
collected via cardiac puncture. After centrifugation
(700 g, 10 min), the serum was obtained and frozen at
—80 °C.

Quantifying cytokines by enzyme-linked immunosorbent
assay

The serum levels of proCT, PTH, calcium, 25-hydroxy-
vitamin D, and osteocalcin were measured using ELISA
kits in accordance with the manufacturer’s instructions
(CUSABIO, China).

Statistical analysis

Results are presented as Mean + SEM. GraphPad Prism
(Version 6.01, San Diego, CA, USA) software was used
to perform statistical analysis. After normality assess-
ment, unpaired t-test was used to analyze the clinical
data and EAE scores. In addition, the relationship
between melatonin and proCT was examined by Pear-
son correlation coefficient. Ordinary one-way anova fol-
lowed by Tukey's multiple comparison test, with a
single pooled variance, was used to analyze the experi-
mental data. Significance is indicated by *P < 0.05;
**P < 0.01; *™P < 0.001; and ****P < 0.0001.

RESULTS

ProCT serum levels are inversely correlated with
Melatonin in MS patients

A total of 23 MS patients (19 women and 4 men) with
a mean age of 28.02 + 2.11 (range: 19-56 years) and
23 healthy individuals (19 women and 4 men) with a
mean age of 28.52 + 8.17 (range: 20-55 years) were
included in this study. Results showed that melatonin
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serum levels were significantly lower (*P < 0.05) in
MS patients, compared to healthy controls
(79.45 £+ 6.61 vs. 109.3 £ 10.8 pg/mL, Figure 1a). In
contrast, proCT serum levels were significantly higher
(*P < 0.05) in MS patients, in comparison with con-
trols (188.7 + 13.03 vs. 82.21 &+ 21.42 pg/mL, Fig-
ure 1b).  Pearson's correlation demonstrated a
significant inverse correlation between serum levels of
melatonin and proCT in MS patients (r = —0.945;
P = 0.0001), which was absent in healthy subjects.

Melatonin treatment decreased ProCT, but
increased 25-hydroxyvitamin D and calcium, in an
in vivo EAE animal model of MS

The effect of melatonin on neurological scores of EAE
mice was determined by daily administration of mela-
tonin (10 mg/kg) from day 18 to day 30 postimmuniza-
tion. The disease course in this model exhibits a chronic
progressive-relapsing phenotype. Results showed that
the peak clinical score in PBS-treated mice was as high
as 3.5 between 21 and 30 days, which declined in mela-
tonin-treated mice to reach 1.5 at 30 days (Figure 2a).
Therapeutic intervention with melatonin resulted in a
highly significant decrease (*P < 0.05) in mean clinical
scores (2.1 + 0.17), when compared to PBS-treated
mice (2.65 + 0.2) (Figure 2b). Results clearly indicated
that melatonin decreased EAE severity and had a benefi-
cial role in improving EAE outcomes.

The effect of melatonin on bone metabolism was then
investigated in EAE animal model of MS, using ELISA
assay. Serum levels of proCT significantly (**P < 0.01)
increased by nearly twofold in EAE mice, compared to
controls  (3.04 + 0.52 vs. 6.18 + 0.9 ng/mlL) (Fig-
ure 2¢). In contrast, this increase was significantly
(*P < 0.05) reduced by melatonin treatment, compared
to EAE mice (3.42 + 0.42 vs. 6.18 + 0.9 ng/mL). On
the other hand, although there was a slight increase in
PTH serum levels in EAE mice, compared to controls,
however, melatonin therapy had very slight and non-
significant effect on PTH levels (Figure 2d). Furthermore,
the effect of melatonin on bone metabolites was then
assessed on serum concentrations of 25-hydroxyvitamin
D and calcium (Figure 2e and f). Results revealed a very
significant decrease in serum levels of 25-hydroxyvita-
min D (132.6 + 16.4 vs. 72.13 £ 8.5 nmol/L) and cal-
cium (5.11 = 0.84 vs. 1.23 £ 0.26 nmol/L) in EAE
mice, compared to controls (**P <0.01 and
*#*P < 0.001, respectively). However, administration of
melatonin significantly (*P < 0.05) increased the con-
centrations of 25-hydroxyvitamin D (119.09 + 10.06
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Figure 1 Circulating concentrations of serum melatonin and procalcitonin, using ELISA. (a) MS patients showed a significant decline in

melatonin levels, in comparison with healthy subjects (controls). (b) Procalcitonin levels were significantly increased in the patients

group, in comparison with controls. Values are reported as mean + SEM. Independent t-test was used to analyze the data. (n = 23/
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vs. 72.13 £ 8.5 nmol/L) and calcium (3.52 £+ 0.46 vs.
1.23 + 0.26 nmol/L), compared to EAE mice (Figure 2e
and f).

Circulating osteocalcin is reduced in EAE mice and
MS patients

To investigate bone formation, circulating serum levels
of osteocalcin (OCN), a marker of bone matrix synthe-
sis, were measured. Result showed that OCN serum

] EAE+PBS EAE+Mel

Figure 2 Effects of melatonin on serum
levels of proCT, PTH, 25-
hydroxyvitamin D, and calcium in EAE
mouse model. (a) Neurobehavioral
analysis in EAE mice displayed
amelioration in disease severity in
melatonin-treated mice, compared to
EAE mice. Values are expressed as the
Mean + SEM. Each group included
eight mice (n = 8). (b) Likewise,
cumulative neurological disability was
significantly lower in mice treated with
melatonin, compared to EAE mice.
Serum was collected after 13 days of
melatonin therapy and analyzed for (c)

EAE+PBS EAE+Mel

procalcitonin (proCT), (d) parathyroid
hormone (PTH), (e) 25-hydroxyvitamin
D. and (f) calcium, using ELISA assay.
Significance is indicated by **P < 0.01,
##%P < (0.001 vs. controls; #P < 0.05

EAE+PBS  EAE+Mel vs. PBS-treated EAE.

levels significantly decreased (*P < 0.05) in EAE mice,
in comparison with controls (110.5 4+ 16.98 vs.
233.5 + 36.27 ng/mL), whereas melatonin therapy
induced a significant increase (*P < 0.05) in OCN, in
comparison with EAE mice (223.02 + 34.33 vs.
110.5 + 16.98 ng/mL) (Figure 3a). Moreover, OCN
serum levels were found to be significantly decreased
(*P < 0.05) in MS patients, in comparison with con-
trols (Figure 3b).
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DISCUSSION

This study suggests that proCT could be a biomarker in
MS patients as serum levels of proCT and melatonin
were found to be inversely correlated in these patients.
Recently, it has been shown that serum proCT and
TNF-0, a central regulator of inflammation, were signif-
icantly higher in MS patients, compared to healthy
subjects [11]. In fact, our data are in agreement with
several studies, showing a decrease in metalation levels
in MS patients, inversely correlated with disease sever-
ity [3,12]. In contrast, enhanced serum melatonin
levels were found in cluster headache patients treated
with methylprednisolone, while the level of calcitonin
gene-related peptide (CGRP), a member of the calci-
tonin family of peptides, was significantly reduced [13].
It is worth noting that CGRP and proCT are splice vari-
ants of calcitonin-I (CALC I) gene products [14]. In
fact, a recent study on CGRP-induced vasodilation in
rat middle cerebral arteries suggested that melatonin
may act as a physiological modulator of CGRP [15].
Finally, it was previously reported that serum proCT is
a clinically important marker for systemic inflamma-
tion and sepsis in severely ill patients and could also be
a potential biomarker in systemic autoimmune diseases
[9].

Some studies reported osteopenia or osteoporosis in
MS patients [16]. A study on bone metabolism in
ovariectomized rats showed that melatonin treatment
modified bone remodeling [17]. Bone metabolism was
also shown to be affected by pinealectomy and long-
term melatonin treatment, which influence, by an
unknown mechanism, the circadian rhythm of bone
metabolism by changing the serum levels of various
hormones, particularly CT [18]. Moreover, it has been
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confirmed that melatonin decreases bone resorption
and have a bone-protecting effect [19]. This study
showed, for the first time, that EAE induction causes
an elevation in serum levels of proCT, which was sup-
pressed by melatonin therapy. On the other hand, EAE
induction caused a decrease in the circulating levels of
vitamin D, calcium, and OCN which could be risk fac-
tors for osteoporosis in MS patients [20]. However,
serum levels of these markers reverted back to nearly
normal levels by melatonin therapy.

Previous studies have shown that melatonin affects
osteoblasts at physiological concentrations while affect-
ing osteoclasts at pharmacological concentrations. For
instance, Sharan et al. [21] reported that melatonin at
concentrations of 10 or 100 mg/kg body weight
increased osteoblast numbers and bone formation. Sim-
ilarly, Han et al. [22] showed that melatonin, at physi-
ological dose of 1 pm, stimulates osteoblast
differentiation in C2C12 cells by Osterix activation and
by increasing the expression of alkaline phosphatase
(ALP), bone sialoprotein (BSP), and OCN genes. In
accordance, our data suggested that MS promotes
osteoporosis, as the rate of bone formation decreases,
while melatonin at physiological concentration of
10 mg/kg/day increases bone formation by increasing
OCN levels in vivo. In contrast, Zhou et al. [23]
reported that melatonin at pharmacological doses from
1 to 100 pm inhibits osteoclastogenesis in mesenchy-
mal stem cells (MSCs).

Although bone formation and metabolism have not
been investigated in MS, a population-based case—con-
trol study focused on patients newly diagnosed with
clinically isolated syndrome (CIS) MS [24]. This study
showed no significant differences between bone factors
at this stage of MS, including bone alkaline

0qb) —

Serum level of osteocalcin
(ng/mL)

Cerl MS

Figure 3 Circulating serum concentrations of osteocalcin (OCN), using ELISA. (a) OCN showed a significant decrease in EAE mice,
compared to controls. In addition, OCN significantly increased in melatonin-treated EAE mice, compared to EAE mice. (b) OCN levels
significantly decreased in MS patients, in comparison with healthy controls. Values are reported as mean + SEM. Ordinary one-way
Anova and independent t-test followed by Tukey's multiple comparison test were used to analyze the data of panel a and b, respectively.
(Panel a; n = 8/group and Panel b; n = 23/group; *P < 0.05 vs Ctrl; *P < 0.05 vs EAE+PBS.
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phosphatase (bALP), 25-hydroxy- and 1, 25-dihydrox-
yvitamin D, calcium, and parathyroid hormone (PTH).
In addition, bone turnover and metabolism did not dif-
fer significantly in CIS and MS patients, compared to
controls, while systemic glucocorticoids, alcohol,
smoke, and other factors differed significantly between
MS patients and healthy subjects. In our study, bone
and metabolism  significantly  differed
between EAE and control mice. In fact, we believe that

formation

the above-mentioned factors in Moen et al. study are
confounder factors that have influenced bone forma-
tion and metabolism. Indeed, eliminating these factors
in our study leads to different results and confirmed
that there is a correlation between MS and bone deficit.
Further experimental and population-based studies are
needed to achieve a better understanding on bone
metabolism in MS patients.

On the other hand, while melatonin is well studied in
MS and is involved in various biological activities, its
role in bone metabolism is not well understood. Mela-
tonin and proCT were always studied separately; how-
ever, our study reported an inverse correlation between
them in MS patients. We also demonstrated a beneficial
role of melatonin therapy in an animal model of MS by
reducing the risk of osteoporosis in EAE mice. This new
finding opens the door toward studying the role of mela-
tonin in bone metabolism and investigating proCT
changes in MS patients at different stages of the disease.
Finally, the response of proCT to MS medications could
be used as a new biomarker in MS.
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Discussion 1

Cette étude suggére que proCT pourrait étre un biomarqueur chez les patients atteints de SEP,
car les patients atteints de SEP présentaient une augmentation significative du taux de proCT par
rapport aux sujets en bonne santé et que les taux sériques de proCT et de mélatonine étaient
inversement corrélés chez ces patients.

Récemment, il a été déja démontré que le niveau de proCT et le TNF-a, un régulateur central de
I'inflammation, étaient significativement élevée chez les patients atteints de SEP par rapport aux
sujets sains [364]. En fait, nos données sont en accord avec plusieurs études, montrant une
diminution des niveaux de métallisation chez les patients atteints de SEP, inversement corrélée a la
gravité de la maladie [303]. En revanche, des taux sériques élevés de mélatonine ont été observés
chez des patients atteints de céphalées en grappe traités avec la méthylprédnisolone, alors que le
taux de peptide lie au gene de la calcitonine (CGRP), un membre de la famille, était significativement
réduit [366]. Il convient de noter que CGRP et proCT sont des variantes d’épissage de produits
géniques de la calcitonine-l (CALC-I) [367]. En fait, une étude récente sur la vasodilatation induite par
le CGRP dans les arteres cérébrales moyennes du rat suggere que la mélatonine pourrait agir en tant
gue modulateur physiologique du CGRP [368]. Enfin, |l a déja été signalé que le sérum proCT est un
marqueur cliniquement important de l'inflammation systémique et de la sepsie chez les patients
gravement malades et pourrait également constituer un biomarqueur potentiel dans les maladies
auto-immunes systémiques [365]. Certaines études ont rapporté une ostéopénie ou une ostéoporose
chez des patients atteints de SEP [369]. Une étude sur le métabolisme osseux chez des rats
ovariectomisés ont montré que le traitement a la mélatonine modifiait le remodelage osseux [370].
La pinéalectomie et le traitement de la mélatonine a long terme ont également eu un effet sur le
métabolisme osseux. lls influent, par un mécanisme inconnu, sur le rythme circadien du métabolisme
osseux en modifiant le taux sériques de diverses hormones notamment de la calcitonine (CT) [371].
De plus, il a été confirmé que la mélatonine diminue la résorption osseuse et a un effet protecteur
des os [372]. Cette étude a montré, pour la premiere fois que l'induction d'EAE provoque une
élévation des taux sériques de proCT, qui a été supprimée par le traitement a la mélatonine. D’autre
part, I'induction d’EAE a entrainé une diminution des taux sériques de la vitamine D, de calcium et
d’OCN, qui pourraient constituer des facteurs de risque d’ostéoporose chez les patients atteints de
SEP [373]. Cependant, les taux sériques de ces marqueurs est revenu a des niveaux presque normaux

grace au traitement a la mélatonine. Des études antérieures ont montré que la mélatonine affecte
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les ostéoblastes a des concentrations physiologiques et les ostéoclastes a des concentrations
pharmacologiques. Par exemple, Sharan et al. [374] ont rapporté qu'a des concentrations 10 ou de
100 mg/kg de poids corporel, la mélatonine augmentait le nombre d'ostéoblastes et la formation
d'os. De méme, Han et al. [375] ont montré que la mélatonine, a la dose physiologique de 1 uM,
stimule la différenciation des ostéoblastes dans les cellules C2C12 en activant Osterix et en
augmentant I'expression des génes de la phosphatase alcaline (ALP), de la sialoprotéine osseuse (BSP)
et de I'OCN. En accord, nos données suggérent que la SEP favorise I'ostéoporose, a mesure que le
taux de formation osseuse diminue, tandis que la mélatonine a une concentration physiologique de
10 mg/kg/jour augmente la formation osseuse en augmentant les niveaux d'OCN in vivo. En revanche,
Zhou et al. [376] ont rapporté qu’a des doses pharmacologiques comprises entre 1 et 100uM la
mélatonine inhibe I'ostéoclastogenése dans les cellules souches mésenchymateuses (MSC). Bien que
la formation et le métabolisme osseux n’aient pas été étudié dans la SEP, une étude cas-témoin basée
sur une population ciblant les patients nouvellement diagnostiqués avec le syndrome cliniquement
isolé (CIS) ou SEP [377]. Cette étude n'a montré aucune différence significative entre les facteurs
osseux a ce stade de la SEP, y compris la phosphatase alcaline osseuse (b-ALP), la 25-hydroxy et la
1,25-dihydroxyvitamine D, calcium et hormone parathyroidienne (PTH). De plus, le remodelage
osseux et le métabolisme ne différaient pas de maniére significative chez les patients atteints de SIC
et de SEP par rapport aux témoins, tandis que les glucocorticoides systémiques, I'alcool, la fumée, et
d'autres facteurs ont différé de maniere significative entre les patients atteints de SEP et les sujets
en bonne santé. En revanche, notre étude a montré que la formation et le métabolisme osseux
différaient d’une fagon significative entre EAE et les souris de contréle. En fait, nous pensons que les
facteurs mentionnés ci-dessus dans I'étude de Moen et al. sont des facteurs de confusion qui ont
influencé la formation et le métabolisme osseuse [377]. En effet, éliminer ces facteurs dans notre
étude conduit a des résultats différents et a confirmé I'existence d'une corrélation entre SEP et déficit
osseux. D'autres études expérimentales et des études basées sur la population sont nécessaires pour
mieux comprendre le métabolisme osseux chez les patients atteints de SEP. Par ailleurs, bien que la
mélatonine soit bien étudiée dans la SEP et participe a diverses activités biologiques, son réle dans le
métabolisme osseux n’est pas bien compris. La mélatonine et le proCT ont toujours été étudiés
séparément, cependant, notre étude a montré une corrélation inverse entre eux chez les patients
atteints de SEP. Nous avons également démontré un role bénéfique du traitement a la mélatonine
en réduisant le risque d'ostéoporose chez les souris EAE. Cette nouvelle découverte ouvre la porte a
I’étude du réle de la mélatonine dans le métabolisme osseux et dans les modifications du taux de

proCT chez les patients atteints de SEP a différents stades de la maladie. Enfin, la réponse de proCT
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aux médicaments contre la SEP pourrait étre utilisée comme un nouveau biomarqueur dans la SEP.
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Introduction 2

La sclérose en plagues ou SEP est une maladie complexe caractérisée par une inflammation
et une démyélinisation du systéme nerveux central (SNC) [362]. Des troubles métaboliques ont été
impliquées dans les maladies démyélinisantes, y compris la SEP. Ces altérations métaboliques ont été
étudiées en relation avec les multiples processus physiologiques liant la fonction mitochondriale, la
myéline et I'inflammation [324]. Parmi les voies métaboliques, il y a la synthése des lipides qui est un
processus critique pour la remyélinisation car les lipides et le cholestérol sont des composantes clés
de la myéline et que leur synthese accrue est liée au mécanisme thérapeutique des médicaments
contre la SEP [325]. Récemment, la mélatonine, une hormone naturelle, a été introduite en tant
gu’un puissant candidat neuroprotecteur pour réduire la perte de myéline et améliorer les résultats
de la SEP [304, 309, 378]. Par conséquent, I'étude des effets de la mélatonine sur la myélinisation et
le métabolisme mitochondrial dans la SEP constitue un domaine de recherche important. Bien que
certains facteurs immunologiques, génétiques et environnementaux aient été identifiés et associes
avec la SEP, les mécanismes moléculaires et biochimigques sous-jacents a cette pathologie ne sont pas

entierement compris

Dans cette étude, le traitement a la mélatonine, a des doses physiologiques ou pharmacologiques, a
été utilisé dans un modele de souris expérimental encéphalomyélite auto-immune (EAE) pour étudier
le métabolisme cérébral au niveau des oligodendrocytes. Les résultats ont montré que la mélatonine
diminuait les scores d'invalidité neurologique et augmentait la remyélinisation en augmentant de
maniére significative les taux de protéines de myéline tels que la MBP, le MOG et la MOBP. De plus,
I'administration de mélatonine a atténué l'inflammation en réduisant les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1B et TNF-a) et en augmentant les cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10). De
plus, la mélatonine a augmenté de maniere significative les concentrations cérébrales de lactate, de
N-acétylaspartate (NAA) et de 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme-A réductase (HMGCR). Enfin,
les niveaux d'expression de I'ARNm et de la protéine PDK-4 ont augmenté chez les souris traitées a la
mélatonine, comparativement aux souris EAE non traitées, tandis que les enzymes PDC actives et
totales ont été significativement réduites. Bien que l'activité de la PDC ait été réduite par la
mélatonine, elle a entrainé une réduction des médiateurs inflammatoires tout en stimulant
I'oligodendrogenése, suggérant que les oligodendrocytes sont obligés d'utiliser une autre voie pour
synthétiser les acides gras en vue de la remyélinisation. Nous proposons que la combinaison de la

mélatonine et d'inhibiteurs de PDK4 puisse procurer aux patients atteints de SEP plus d'avantages
118



que l'utilisation du traitement a la mélatonine seule.

En résumé, notre étude suggere que la mélatonine pourrait agir pour maintenir le métabolisme
énergétique cellulaire, moduler la neuroinflammation et améliorer la remyélinisation. Le couplage de
la mélatonine et des inhibiteurs de PDK4 pourrait améliorer les bénéfices procurés par |'utilisation de

la thérapie a la mélatonine seule chez les patients atteints de SEP.
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Metabolic disturbances have been implicated in demyelinating diseases including
multiple sclerosis (MS). Melatonin, a naturally occurring hormone, has emerged
as a potent neuroprotective candidate to reduce myelin loss and improve MS
outcomes. In this study, we evaluated the effect of melatonin, at both physiological
and pharmacological doses, on oligodendrocytes metabolism in an experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) mouse model of MS. Results showed that
melatonin decreased neurological disability scores and enhanced remyelination,
significantly increasing myelin protein levels including MBP, MOG, and MOBP.
In addition, melatonin attenuated inflammation by reducing pro-inflammatory cytokines
(IL-1B and TNF-a) and increasing anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10). Moreover,
melatonin significantly increased brain concentrations of lactate, N-acetylaspartate
(NAA), and 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme-A reductase (HMGCR). Pyruvate
dehydrogenase kinase-4 (PDK-4) mRNA and protein expression levels were also
increased in melatonin-treated, compared to untreated EAE mice. However, melatonin
significantly inhibited active and total pyruvate dehydrogenase complex (PDC),
an enzyme under the control of PDK4. In summary, although PDC activity was
reduced by melatonin, it caused a reduction in inflammatory mediators while stimulating
oligodendrogenesis, suggesting that oligodendrocytes are forced to use an alternative
pathway to synthesize fatty acids for remyelination. We propose that combining
melatonin and PDK inhibitors may provide greater benefits for MS patients than the
use of melatonin therapy alone.

Keywords: multiple sclerosis, melatonin, pyruvate dehydrogenase kinase, pyruvate dehydrogenase
complex, myelin
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INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is a complex disease characterized by
inflammation and demyelination in the central nervous system
(CNS), affecting approximately 2.5 million people worldwide
(Hagemeier et al., 2012). Although some immunological, genetic,
and environmental factors have been identified and associated
with MS, the molecular and biochemical mechanisms underlying
this pathology are not fully understood. In fact, MS has
been shown to cause neurodegeneration through different
mechanisms including oxidative stress, activation of microglia
and astrocytes, impairment in energy state and metabolism,
and other processes (Mahad et al.,, 2015; Heidker et al., 2017;
Kawachi and Lassmann, 2017). In addition, different kinds of
immune cell mediators are involved in the pathogenesis of
MS. Indeed, through diverse collections of T cells, the entire
inflammatory infiltrate of the demyelinated area was shown to
be eliminated by down-regulation of proinflammatory cytokines
and up-regulation of suppressive cytokines in an animal model of
MS (Brocke et al., 1996; Steinman, 1996). Current therapies are
using medications to suppress immunological attacks on myelin,
without suppressing the entire immune system (Steinman, 1996).
Moreover, metabolic alterations in MS have been investigated
in relation to the multiple pathophysiological processes linking
mitochondrial function, myelin, and inflammation (Kalman
et al., 2007). Among metabolic pathways, lipid synthesis is a
critical process for remyelination since lipids and cholesterol are
key components of myelin and their increased synthesis has been
related to the therapeutic mechanism of MS medications (Sedel
et al,, 2016). Fatty acid (FA) synthesis and/or lipid availability
are considered to be rate-limiting steps for myelin synthesis,
as inhibition of cholesterol synthesis caused hypomyelination and
delayed myelination in mice (Saher et al., 2005). In order to be
clinically effective, therapeutic agents of MS need to have broad
neuroprotective effects targeting these multiple mechanisms.

Recently, melatonin, a naturally occurring hormone secreted
by the pineal gland, has been introduced as a promising
neuroprotective candidate to improve MS outcomes (Sandyk,
1993; Kang et al.,, 2001; Melamud et al., 2012; Alvarez-Sanchez
et al., 2015; Chen et al.,, 2016). Melatonin has been reported
to exert its beneficial effects by reducing oxidative stress (Tan
et al,, 2007), modulating energy metabolism (Leon et al., 2004),
and attenuating apoptosis and inflammatory response (Altun and
Ugur-Altun, 2007). Importantly, melatonin is selectively taken
up by mitochondrial membranes (Srinivasan et al., 2011), where
it seems to accumulate in high concentrations (Martin et al.,
2000), preserving their integrity and improving their function.
Therefore, studying the effects of melatonin on myelination and
mitochondrial metabolism in MS represents an important area
of investigation.

It has been previously shown that melatonin protects
against experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
by controlling peripheral and central T effector/regulatory
responses (Alvarez-Sanchez et al., 2015) or through suppression
of intercellular adhesion molecule-1 (Kang et al, 2001) in
adult mouse or rat models of EAE. In contrast, we recently
reported a negative impact for melatonin on EAE recovery
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of young rats, suggesting a relationship between age and
the development of EAE (Ghareghani et al., 2017a). Indeed,
administration of 10 mg/kg/day of melatonin to 5-6 weeks
old rats caused an increase in pro-inflammatory cytokine
levels and activation of astrocytes, which seemed to delay
the remyelination process by increasing the accumulation
of lactate. Our previous studies on the mouse EAE model
showed that exogenous melatonin reduced the oxidative stress
while increasing the antioxidant enzymatic activity resulting
into promoting oligodendrogenesis (Ghareghani et al., 2018b).
It should be noted that we recently showed, for the first time,
that melatonin increased oligodendrocyte differentiation from
neural stem cells in vitro (Ghareghani et al., 2017b). Interestingly,
melatonin was previously shown to reduce the levels of microglial
activation and oligodendroglial maturation in an injury model of
the White Matter (Olivier et al., 2009).

Furthermore, the beneficial role of melatonin at the clinical
level was confirmed in Relapsing Remitting MS by attenuating
the levels of pro-inflammatory cytokines and oxidative stress
(Sanchez-Lopez etal.,, 2008). In addition, studies on demyelinated
diseases showed that melatonin exerts its neuroprotective effects
through activation of the Nrf2/ARE pathway, a key defense
regulator against oxidative stress in the body (Long et al., 2018).

In this study, in order to further investigate the effect of
melatonin on energy metabolism, we used the EAE mouse
model to assess any alterations in mitochondrial function and
metabolic enzymes as well as the expression of demyelination
and inflammatory mediators. Our results demonstrated that
pathological findings were substantially improved by melatonin
therapy, which was found to modulate cerebral metabolism and
to enhance the remyelination process.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Animals

Adult female C57BL/6 mice (6-8 weeks old, 20-25 g), were
purchased from Iran Pasteur Institute (Pasteur’s Institute,
Tehran, Iran). The Institutional Animal Care and Use Committee
(TACUC) of Tehran University approved all experimental
procedures in this study. Mice were maintained and housed
under pathogen-free conditions with constant temperature and
humidity control at the Animal Breeding Center under a 14/10
light/dark cycle. Animal experimental procedures were carried
out in accordance with the guidelines of the Iranian Agriculture
Ministry, which conforms to the provisions of the Declaration
of Helsinki (as revised in Brazil in 2013), and of the European
Communities Council Directive (86/609/EEC).

EAE Induction

Mice were immunized with myelin oligodendrocyte glycoprotein
peptide  (MOG)35_55  (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK)
purchased from Hooke Laboratories (Lawrence, MA,
United States). MOG3s 55 was emulsified in complete Freund’s
adjuvant (CFA, Sigma Aldrich), enriched Mycobacterium
tuberculosis bacteria. Briefly, on day 1, each mouse was
anesthetized with isoflurane (Abbott Labs, United States),
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injected with 10 1 of MOG emulsion subcutaneously over the
flank and then injected intraperitoneally with 200 ng of pertussis
toxin (PTX) (Hooke Laboratories, Lawrence, MA, United States),
diluted in sterile PBS. On day 3, a second 200 ng booster PTX
injection was given.

Clinical Evaluation of EAE Mice

Mice were evaluated and scored for clinical signs of the disease by
at least 2 investigators from days 7 to 30 post-immunization using
a 0-5 point scale (Nashold et al., 2013), as follows: 0 = no clinical
disease; 0.5, partial tail paralysis; 1.0, complete tail paralysis or
limp tail; 1.5, complete tail paralysis and partial paralysis one
hind limb; 2.0, complete tail paralysis and partial paralysis of both
hind limbs; 2.5, partial paralysis of one hind limb and complete
paralysis of one hind limb; 3.0, paralysis of both hind limbs
without forelimb weakness; 4.0, hind limbs and one forelimb
paralysis; 5.0, moribund/dead. Mice were also weighed daily
after immunization.

Treatment of Animals

Mice were randomly divided into 4 groups of: (A) Control
phosphate buffered saline (PBS)-treated mice (Ctrl) (n = 8);
(B) Vehicle PBS-treated EAE mice (Vehicle) (n = 8), (C) low-
dose melatonin treated EAE mice (Low Mel) at physiological
levels of 476 jg/kg/day (n = 8), and (D) high-dose melatonin
treated EAE mice (High Mel) at pharmacological levels of
10 mg/kg/day (n = 8). To be clinically relevant, treatment
was given intraperitoneally (i.p.) for 13 consecutive days (from
days 18 to 30), starting on the day of clinical symptom onset
(score > 3), until sacrifice at day 30. All treatments were done
between 8:00 and 9:00 AM, when melatonin level is at its lowest.
On the other hand, mice were sacrificed at day 30, 11-12 h
after the last treatment, before the onset of darkness. Melatonin
(Sigma-Aldrich, United States) was freshly prepared by dissolving
it in PBS and 5% dimethyl sulfoxide (DMSO) then administrated
at the doses described above. Physiological and pharmacological
doses of Melatonin were chosen based on previous studies
by Hamdi (1998) and Ghareghani et al. (2017a), respectively.
Control, vehicle (EAE mice) and experimental groups all received
the same percentage of 5% DMSO. The experimental procedures
are schematized in Figure 1A.

Sample Preparation

Mice were anesthetized and then sacrificed by cervical dislocation
and brain tissues quickly excised, immediately frozen on dry ice
and stored at —80°C until further tests performed.

Quantifying Cytokines by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA)

The brain levels of pro-inflammatory cytokines IL-18 and
TNF-a and anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-10
were measured using ELISA kit in accordance with the
manufacturer’s instructions (R&D Systems, Minneapolis, MN
and Abcam, United States).
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High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)

Brain homogenate samples were centrifuged at 40,000 x g for
15 min, supernatants placed in an ice bath and neutralized
to pH 4-5 with potassium hydroxide (KOH), and then
pellets were weighed for analysis. Samples were centrifuged
for another 15 min at 40,000 x g for 15 min to sediment
the precipitant, potassium perchlorate (KClO4), which formed
after neutralization with KOH. Supernatants were retained and
filtered (0.2 pm) before lyophilization. The chromatographic
measurements of brain lactate and NAA were carried out with a
KNAUER smartline High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) system equipped with micro vacuum degasser, LPG
system, UV-VIS Detector (2550 was set at 220 nm) and
a MZ ODS-C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 pm) column.
The chromatographic calculations were performed using an
EZCHROM elite system. Determination of lactate and NAA
were performed by HPLC as previously described (Kehr,
1999; Shannon et al., 2016). The accuracy of extraction and
determination of lactate and NAA in the brain were investigated
using standard addition method.

Western Blotting
Brain samples were homogenized on ice and lysed in a
lysis buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM
NaCl, 0.5% deoxycholic acid, 1% Nonidet P40, 0.1% SDS,
1 mM PMSE and 100 mg/ml leupeptin. Protein content was
measured using a Bio-Rad colorimetric protein assay kit (Bio-
Rad, United States). An equal amount of total protein (40 j1g)
was resolved on 8-15% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel and then transferred onto a nitrocellulose membrane.
The membranes were blocked for 1 h in 5% skim milk
solution, and then incubated with primary antibodies against
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG; 1:500, Abcam,
United States), myelin-associated oligodendrocytic basic protein
(MOBP; 1:500, Abcam), myelin basic protein (MBP; 1:500,
Abcam), Pyruvate Dehydrogenase Kinase isoform 4 (PDK4,
1:600, Abcam), and B-actin (1:1000, Santa Cruz Biotechnology
Inc., United States) for an overnight on shaker at 4°C. After
washing, horseradish peroxidase-conjugated species appropriate
secondary antibodies were incubated at room temperature.
Immunoreactive proteins were detected with an enhanced
chemiluminescence Western blotting detection system. The
relative density of the protein bands was scanned by densitometry
using MyImage (SLB, Seoul, Korea), and quantified by image
analysis software for gel documentation (LabWorks Software
Version 3.0, UVP Inc., United States).

Real-Time PCR

Total RNA was isolated from brain homogenates using Tri-
Reagent (Sigma-Aldrich, the Netherlands), according to the
manufacturer’s protocol. Then c¢DNA was synthesized with
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription kit using random
primers (Applied Biosystems, United States). Quantitative
real-time PCR (qRT-PCR) was performed by the StepOne
Real-Time PCR system (Applied Biosystems). Real-time
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comparison to vehicle. Values are expressed as the Mean + SEM. Each group included 8 mice (n = 8). Statistical analysis was performed by two-way analysis of
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suuy

-1
S
EAE EAE
PBS Low Mel High Mel

40 e
- Curl+PBS
2304
5 s ® ¥ = EAE+High Mel
z
'gznq ~# EAE+Low Mel
a4 = EAEPBS
3
2 104

0 5 10 15 20 25 30
Days

PCR was carried out with RealQ Plus 2x Master Mix
Green (Ampliqon, Denmark) according to manufacturer’s
instructions. Primer sequences used were the following: PDK4
E CCGCTTAGTGAACACTCCTTC, and R, TCTACAAACTCT
GACAGGGCTTT; HMGCR F TGATTGGAGTTGGCACCAT,
and R, TGGCCAACACTGACATGC. The specificity of PCR
products was confirmed by melting curve analysis. The PCR
conditions were as follows: initial activation at 95°C for 15 min,
then 35 amplification cycles consisting of denaturation at 95°C
for 15 s, annealing at 57°C for 30 s, and extension at 72°C for 30 s.
The relative changes in gene expression levels were determined
by the Comparative CT (AACT) method. All reactions were
performed in triplicate using B-actin as an internal control
for normalization.

PDC Activity Determination

Pyruvate dehydrogenase complex (PDC) exists in two forms:
dephosphorylated “active” and phosphorylated “inactive” forms.
Inter-conversion between these forms can readily alter the flux
through this complex. Hence, both activities were measured
because it's more accurate to evaluate the change in PDC
activity. Either active or total PDC activities were measured
on ice freeze-thawed homogenates of brains of all groups
on day 18, as described previously (Johnson et al, 2001;
Pliss et al., 2004, 2013). PDC activity was determined by
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production of *CO, ['7'C] from pyruvate. To preserve
the “active® PDC activity, homogenizing buffer contained
dichloroacetate (inhibitor of PDH kinases) and sodium fluoride
(inhibitor of PDH phosphatases) (both from Santa Cruz
Biotechnologies, United States). For measurement of “total” PDC
activity, purified recombinant PDH phosphatase 1 was added
to freeze-thawed homogenates and incubated for 30 min to
dephosphorylate phospho-PDH. PDC activity is expressed as
munits/mg protein.

Statistical Analysis

Results are presented as means with error bars indicating the
standard error of the mean (Mean £ SEM). There was no
evidence for significant deviations from normal distribution
(p > 0.05, Shapiro-Wilk test). RM two-way analysis of variance
(ANOVA) and RM one-way ANOVA with the greenhouse-
Geisser correction test, followed by Tukey’s multiple comparisons
test, were used for Figures 1A,B, respectively. On the other hand,
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test with a
single pooled variance was used to analyze all other figures. All
statistical tests were two-sided and the level of significance was
set at p < 0.05. GraphPad Prism software version 6.01 (San
Diego, CA, United States) was used to perform statistical analysis.
Significance is indicated by *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001,
and ***p < 0.0001.
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RESULTS

Melatonin Ameliorates Clinical
Signs of EAE

To assess whether melatonin ameliorates EAE severity, mice
were treated by daily i.p. injections of melatonin at physiological
(476 wg/kg/day) or pharmacological doses (10 mg/kg/day), from
day 18 post-first immunization until the end of the study at
day 30. The disease course in this model exhibits a chronic
progressive-relapsing phenotype. When compared to the vehicle
group (EAE+PBS), both low and high melatonin treated EAE
mice showed a significant reduction (p < 0.0001) in the severity
of disease, starting at day 23 and which continued until day 30,
as assessed by the analysis of clinical symptoms (Figure 1B).
The peak mean clinical score in untreated EAE mice was as
high as 3.5 at 30 days, which declined to 2.1 and 1.6 in low and
high melatonin treated mice, respectively (Figure 1B). Moreover,
cumulative neurological disability was significantly lower in mice
treated with low or high melatonin, compared to untreated
EAE mice (p < 0.05 and p < 0.01, respectively, Figure 1C).
Furthermore, EAE mice showed significant and continuous
body weight loss 15 days after immunization, in comparison to
control mice (Figure 1D). In contrast, EAE mice treated with
pharmacological doses of melatonin showed a significant gain in
their body weight at days 25 and 30 (**p < 0.01, ***p < 0.001,
respectively), in comparison to vehicle (EAE+PBS) (Figure 1D).
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Together, these results suggest that melatonin suppresses the
development and progression of EAE.

Melatonin Attenuates Intracerebral

Inflammation
To investigate the role of inflammation in melatonin-induced
amelioration of the disease, key cytokines of both pro-
inflammatory (IL-18 and TNF-a) and anti-inflammatory (IL-4
and IL-10) pathways were evaluated in non-perfused CNS
homogenates (Figure 2). Brain levels of IL-1f and TNF-a were
significantly higher in EAE mice at day 30, compared with
controls (p < 0.0001 and p < 0.01, respectively, Figures 2A,B).
However, both low- and high-dose melatonin treatment resulted
in a substantial decrease in the levels of IL-1p and TNF-a in
comparison to the control EAE group (p < 0.05, Figures 2A,B).
On the other hand, the levels of IL-4 and IL-10 in
untreated EAE mice were slightly, but not significantly, decreased
compared with controls. However, IL-4 was significantly
increased in low or high melatonin treatment (p < 0.05
and p < 0.01, respectively, Figure 2C), whereas IL-10 was
only increased in high melatonin treated mice, compared to
untreated EAE mice (p < 0.001, Figure 2D). Our results
indicate that the beneficial effects of melatonin in EAE are
linked to an inhibition of inflammatory cytokines and an
enhanced production of anti-inflammatory cytokines, which tend
to be dose-dependent.
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High Melatonin Modulates Cerebral
Energy Metabolism and Enhances

Mitochondrial Dysfunction

To assess the effect of melatonin on brain metabolism and
mitochondrial function, we measured brain lactate and N-acetyl
aspartate (NAA). Lactate brain concentrations tended to be
higher in EAE mice compared with controls, without reaching
statistical significance (Figure 3A). Administration of high-
dose, but not low-dose, melatonin resulted in a significant
increase in brain lactate concentrations, in comparison to
controls (p < 0.001) and untreated EAE mice (p < 0.05)
(Figure 3A). On the other hand, NAA brain concentrations
significantly decreased in untreated EAE mice, compared to
the control group (p < 0.001, Figure 3B). However, high-,
but not low-, melatonin treatment significantly increased NAA
levels, compared to untreated EAE mice (p < 0.05, Figure 3B).
Together, these results demonstrate that high-dose melatonin has
an effect on cerebral energy metabolism and appears to reverse
mitochondrial dysfunction.

Melatonin Restores HMGCR Gene
Expression Levels in the Brain

The effect of melatonin treatment was also investigated on a
key enzyme in cholesterol biosynthesis, namely 3-hydroxy-
3-methylglutaryl-coenzyme-A reductase (HMGCR). Results
indicated that HMGCR mRNA levels were significantly reduced
in PBS treated EAE mice, compared to the control group
(p < 0.0001, Figure 4). In contrast, low or high melatonin
therapy significantly increased HMGCR levels, compared with
untreated EAE mice, in a dose-dependent manner (p < 0.01 and
p < 0.0001, respectively, Figure 4).

Melatonin Upregulates MBP, MOG, and
MOBP Oligodendrocytic Markers

To test whether melatonin affects the protein expression levels
of oligodendrocytic markers, brain lysates were used to perform
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Western blot analysis on myelin basic protein (MBP), myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG), and myelin-associated
oligodendrocytic basic protein (MOBP). Results showed a
significant decrease in protein levels of MBP, MOG, and MOBP
in untreated EAE mice, compared with controls (p < 0.0001,
p < 0.0001, and p < 0.01, respectively) (Figures 5A-C).
However, high-dose melatonin caused a significant increase in
protein expression levels of MBP, MOG, and MOBP, compared
to untreated EAE group (***p < 0.001, ***p < 0.001, and
*p < 0.05, respectively) whereas low melatonin increased only
MBP and MOG protein levels (*p < 0.05 and **p < 0.01,
respectively, Figure 5). Therefore, administration of melatonin
appears to induce the expression of oligodendrocytic proteins
in EAE mice.
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FIGURE 4 | Effect of melatonin on brain HMGCR. mRNA expression levels of
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase (HMGCR) were measured
in brain homogenates. g-actin was used as an internal control. Quantification
of HMGCR expression levels was normalized to controls. Values are
expressed as the Mean £ SEM. Each group included 8 mice (n = 8).
Statistical analysis was performed by two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey's test. Significance is indicated by ****p < 0.0001 vs.
Control-PBS and #p < 0.01, and #*¥p < 0.0001 vs. EAE-PBS.
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FIGURE 5 | Effect of melatonin on oligodendrocyte markers in brain homogenates. (A) Western blot analysis of myelin basic protein (MBP), myelin oligodendrocyte
glycoprotein (MOG), and myelin-associated oligodendrocytic basic protein (MOBP) in the brain. All three markers (MOBP, MOG, and MBP) were run alongside the
same B-actin as housekeeping control. (B-D) Quantitative analysis for MBP, MOG and MOBP proteins, respectively, was performed using LabWorks Software.
Melatonin caused a significant increase in the expression of MBP, MOG, and MOBP proteins, in comparison to PBS treated EAE mice. Values are expressed as the
Mean + SEM. Each group included 8 mice (n = 8). Statistical analysis was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test. Significance
is indicated by **p < 0.01, ****p < 0.0001 vs. control-PBS and #p < 0.05, **p < 0.01, *"p < 0.001, and #**#¥p < 0.0001 vs. EAE-PBS.

1.5+ #aH#
. #
Fk
B
-5
23
' wn
< >
o
)
- %
% = I
Ctrl EAE EAE EAE
PBS PBS  LowMel High Mel
D
1.59
k. #
=
£
ST
T o
+
M| =
eg
-
T T T
Cirl FAE EAE EAE

PBS PBS Low Mel  High Mel

Melatonin Upregulates PDK4

The effect of melatonin on PDK4 mRNA expression levels
was then investigated by quantitative real time-PCR. Induction
of EAE mice did not affect PDK4 mRNA expression levels
compared with controls at day 30 (Figure 6A). However, low-
and high-dose melatonin treatment resulted in a significant
~ 2.8- and 3.6-fold increase in PDK4 mRNA levels, compared
with untreated EAE mice (p < 0.0001; Figure 6A). Consistent
with transcriptional data, Western-blot analysis showed ~2.3-
and ~2.9-fold increase in PDK4 protein levels, compared with
untreated EAE mice (p < 0.001; Figure 6B). Thus, these results
indicated that melatonin is not only involved but also modulates
brain glucose metabolism.

Melatonin Suppresses the
Activity of PDC Enzyme

Both “Active” and “Total” PDC activities were then assayed in
brain homogenates from mice at day 30 (Figure 7). PDC activity
was found to be similar between untreated EAE and control
mice. However, melatonin treatment caused a significant dose-
dependent reduction in both “active” and “total” forms of PDC
enzyme, compared with untreated EAE mice (Figures 7A,B).

DISCUSSION

In the current study, we demonstrated that administration
of melatonin at physiological and pharmacological doses
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ameliorates the severity of EAE by attenuating neuroinflamma-
tion, increasing the expression levels of mature oligodendrocytic
markers and modulating cerebral energy metabolism, as summa-
rized in Figure 8.

Melatonin was previously shown to be inversely correlated
with the severity of MS and its relapse (Sandyk, 1993; Melamud
et al,, 2012). Several studies have indicated a beneficial role for
melatonin in attenuating neuroinflammation and stimulating
remyelination in adult EAE mouse and rat models of MS (Kang
et al., 2001; Alvarez-Sanchez et al., 2015; Chen et al., 2016).
Melatonin is also currently used in an open clinical trial in
patients of MS (ClinicalTrials.gov identifier NCT03498131). In
this study, the effects of melatonin therapy on the mechanisms of
molecular immune polarization were investigated by measuring
pro-inflammatory (TNF and IL-1) and anti-inflammatory (IL-4
and IL-10) cytokine levels in the mouse brain, previously
shown to be linked to EAE disability and tissue destruction
(Batoulis et al., 2010; Bernardes et al., 2013). Our data in this
study confirmed our previous results that pharmacological doses
of melatonin significantly recovered the decreased expression
levels of IL-4 and IL10 in PBS-treated EAE mice while
reducing the elevated levels of TNF and IL-1f (Ghareghani
et al., 2018a,b). Moreover, this study demonstrated that MBP
and MOG, which are myelin-associated proteins localized on
the surface of oligodendrocytes, showed marked reduction
in EAE mice compared to controls. However, physiological
or pharmacological doses of melatonin significantly increased
the expression levels of these proteins, in comparison to the
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FIGURE 6 | The effects of melatonin on PDK4 levels in brain homogenate.
(A) mRNA expression levels of PDK4 assessed by real time-PCR. (B) Protein
expression levels of PDK4 assessed by western-blot. f-actin was used as an
internal control for normalization for both real time-PCR and western blot.
Quantification PDK4 expression levels was normalized to controls. Values are
expressed as the Mean + SEM. Each group included 8 mice (n = 8).
Statistical analysis was performed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s test. Significance is indicated by ***p < 0.001 and
****p < 0.001 vs. control-PBS and #*p < 0.001 vs. EAE-PBS.

PBS-treated EAE mice. Furthermore, MOBP, a major component
of myelin in the periaxonal membrane and which modulates
the radial growth of axon and myelin (Yool et al, 2002), has
been previously reported to decrease in EAE mice (Carmody
et al,, 2002). Interestingly, our data in this study demonstrated
that pharmacological doses of melatonin could increase MOBP
expression, in comparison to EAE mice. While most previous
research focused on the effect of melatonin on inflammatory
mediators and its anti-oxidant and anti-apoptotic actions
(Husson et al., 2002; Kilic et al., 2004; Leon et al., 2004; Tan
et al,, 2007; Welin et al., 2007; Gressens et al., 2008), the present
study investigated its effect on metabolic pathways involved in
cerebral metabolism and myelination. Our results showed, for the
first time, that melatonin treatment increased PDK4 levels and
suppressed PDC activity in an EAE mouse model of MS.

It has been reported that keeping PDC in an active state
decreases lactate accumulation in body tissues (Parikh et al.,
2009). Recently, we showed that administration of melatonin
leads to an increase in serum lactate levels in young EAE
Lewis rats (Ghareghani et al., 2017a). In the current study on
EAE mouse model, melatonin therapy caused an increase in
brain lactate levels, while PDC activity was suppressed. This
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decrease in PDC activity could explain the mechanism by which
lactate increases in response to melatonin. In fact, when coupled,
oligodendrocytes and astrocytes take up glucose, lactate or
pyruvate from peripheral blood vessels to generate metabolites to
myelin-forming oligodendrocytes (Tress et al., 2012) as well as to
provide energy to neurons in the form of lactate (Hirrlinger and
Dringen, 2010). In fact, glucose needs to be converted, through
glycolysis pathway, to pyruvate or lactate in order to provide
metabolic support for axonal functions (Funfschilling et al., 2012;
Lee et al., 2012). On the other hand, lactate, that has been fluxed
from blood or astrocytes, is employed by oligodendrocytes as
a main substrate to generate ATP and FA, which are required
for myelin synthesis (Rinholm and Bergersen, 2014). However,
pyruvate, obtained from lactate and glucose conversion or that
has been fluxed from blood, needs first to be converted to acetyl-
CoA, through the PDC enzyme, in order to produce metabolites
for FA synthesis (Fransen et al., 2017).

Importantly, the activity of PDC is inhibited through
phosphorylation by PDK’s, especially isoform 4 (PDK4) (Jha
et al,, 2012). To date, only one study, using microarray analysis,
has shown that melatonin administration increased PDK4 mRNA
expression levels in mouse CNS (Sharman et al,, 2007). In the
current study, PDK4 mRNA and protein levels were found
to be upregulated in the brain of melatonin treated EAE
mice, associated with a reduction in PDC activity. Surprisingly,
the suppression of PDC activity following melatonin therapy
coincided with an increase in lactate levels, suggesting that the
inability to convert pyruvate, as well as lactate, to acetyl-CoA
leads to the accumulation of lactate in the CNS and peripheral
blood. In agreement, we have recently demonstrated a significant
accumulation of serum lactate levels following melatonin therapy
(Ghareghani et al., 2017a). On the other hand, remyelination by
oligodendrocytes needs FA synthesis from pyruvate that has been
imported to mitochondrial matrix whereas myelin maintenance,
after myelination, needs FA breakdown which occurs mainly
within the peroxisomes by B-oxidation pathway (Rinholm and
Bergersen, 2014). Indeed, the latter is a multistep process
involving enzymes that are different from those in mitochondria.
In fact, FAs first enter the cell via FA protein transporters
(including FAT/CD36) present on the cell surface (Lopaschuk
et al,, 2010). Although the end products of peroxisomal and
mitochondrial B-oxidation are different, however, peroxisomal
B-oxidation can produce acetyl-CoA from long chain FAs.
Indeed, FAs are converted to acetyl-carnitine which is then
exported to cytosol where it can be converted to acetyl-CoA,
to be used again as a substrate in FA and cholesterol synthesis
(Wanders et al., 2015). Acetyl-CoA produced from B-oxidation
cannot be converted to lactate, however, it has been suggested
that pyruvate imported into the peroxisomes could yield lactate
(McClelland et al., 2003). Considering that inhibition of FA
synthesis by the PDC-dependent pathway leads to accumulation
of pyruvate, it seems that this elevated level of pyruvate by PDC
suppression increases peroxisomal f-oxidation. In accordance,
administration of pyruvate was shown to increase peroxisomal
B-oxidation, which also needs NAD+ originating from the
conversion of pyruvate to lactate (McClelland et al., 2003).
Therefore, lactate accumulation is obtained not only through
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FIGURE 7 | The effects of melatonin on PDC activities in brain homogenates. The change in the activity of PDC enzyme was measured either at the (A) “active” or
(B) “total” forms of PDC. Melatonin significantly decreased the activities of both PDC forms, in comparison to PBS treated EAE mice. Values are expressed as the
Mean + SEM. Each group included 8 mice (n = 8). Statistical analysis was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test. Significance
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the suppression of pyruvate consumption by PDC, which in
turn reduces lactate conversion to pyruvate through a negative
feedback mechanism, but also through peroxisomes (Figure 8).
Taken together, these observations demonstrate that melatonin
affects the metabolic pathway involved in remyelination by
increasing the myelination and attenuating the severity of EAE.
Additional studies will be required to investigate the link
between melatonin and FA synthesis, and to further assess their
effects on myelination.

Cholesterol biosynthesis occurs principally (~95%) in the
brain and is a main constituent of myelin sheath (Muse et al.,
2001; Bjorkhem and Meaney, 2004; Dietschy, 2009). There-
fore, we investigated 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme-A
reductase (HMGCR), a key enzyme in cholesterol synthesis.
Previous studies have shown that HMGCR is decreased
at the peak of acute EAE disease (Lavrnja et al, 2017).
However, we demonstrated that melatonin therapy significantly
increased HMGCR levels. This observation suggests that
cholesterol synthesis is not suppressed by melatonin but rather
stimulated by it.

On the other hand, N-acetyl-aspartate (NAA), a nervous
system-specific metabolite whose role has not been fully
elucidated, appears to be a key link in biochemical features
of CNS metabolism (Moffett et al., 2007) and to be involved
in myelination and remyelination. Some studies suggested that
neuronal NAA can be exported to oligodendrocytes where it
is metabolized to form acetate and then acetyl-CoA, which are
preferentially integrated into myelin (Hagenfeldt et al., 1987;
Burri et al,, 1991; Chakraborty et al., 2001). Previous studies
confirmed that brain NAA levels are decreased in MS and that
NAA precedes neuronal atrophy, indicating that mitochondrial
dysfunction may precede neurodegeneration (Inglese et al.,
2004; Cader et al., 2007). Moreover, NAA reduction has been
correlated with disease progression and neurological decline
in MS patients (Fu et al, 1998; Signoretti et al, 2001). In
our study, high melatonin treatment reversed the decreases of
NAA levels. Our results give further support to the hypothesis
that melatonin enhances mitochondrial energy production and,
possibly, remyelination. In accordance with our findings, partial
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FIGURE 8 | Schematic representation for the role of melatonin on
oligodendrocyte metabolism during remyelination. Pyruvate imported into
myelin is converted within mitochondria by PDC to produce acetyl-CoA,
which generates citrate by TCA. Citrate is subsequently used to produce fatty
acid (FA) and cholesterol in the cytosol. PDK4 acts as one of the regulators of
PDC activity. Melatonin increases PDK4 expression levels and cause
suppression of PDC by its phosphorylation. This results into pyruvate being
transferred to peroxisome where FA breakdown occurs to provide redox
balance and acetyl-CoA. On the other hand, melatonin increases the levels of
NAA. Axonal NAAs are transferred into oligodendrocytes and are converted to
acetate and then acetyl-CoA, a substrate for FA and cholesterol synthesis.
Finally, melatonin upregulates the expression of HMGCR, a key factor in
cholesterol synthesis. (PDC, Pyruvate dehydrogenase complex; PDK4,
pyruvate dehydrogenase kinases 4; Ac-CoA, Acetyl-CoA; Ac-carnitine,
Acetyl-carnitine; HMGCR, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A
reductase; TCA, tricarboxylic acid cycle; Chol, Cholesterol; Pyr, Pyruvate;
NAA, N-acetylaspartate, Lac, lactate, FA, Fatty acid, Mel, melatonin).

recovery of NAA levels has also been reported in patients treated
with interferon beta-1b (Narayanan et al, 2001), fluoxetine
(Mostert et al., 2006), or glatiramer acetate (Khan et al., 2005).
Increasing evidence confirms that melatonin ameliorates EAE
severity at different concentrations, albeit, the precise optimal
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dose for this neuroprotective agent is still undefined. Thus,
two different doses were used in this study. The “high -
pharmacological” dose has been chosen based on our previous
study on EAE rat model (Ghareghani et al., 2017a) whereas the
“low - physiological” dose was used according to the previous
work of Hamdi (1998).

The number of mitochondria increase in demyelinated axons
of acute MS (Mahad et al., 2008), thus, the change of mitochon-
dria numbers in untreated and melatonin treated mice remains
to be determined. A limitation in the current study is that
we used brain lysates which do not allow to determine the
origin of the cells responsible for the measured factors. Further
studies are needed to investigate these markers in specific cells
including astrocytes, neurons, and oligodendrocytes. Moreover,
to reach a precise conclusion on melatonin therapy, it is highly
recommended to take into account the time of melatonin
administration (between 17:00 and 19:00 in this study), the
time of sampling (between 10:00 and 12:00 AM), the type
of EAE model, the length and dose of melatonin therapy,
the route of melatonin administration (i.p. in this study),
the age and weight of mice or rats, and finally the protocol
of EAE induction.

CONCLUSION

In conclusion, in the normal process of FA synthesis in
remyelination, cells need acetyl-CoA as substrate which is
obtained from pyruvate through the action of PDC (Figure 8).
The latter is itself under the control of PDK4. However,
in the current study, we observed that although melatonin
suppressed the activity of PDC, a drawback of melatonin
therapy, it still ameliorated EAE severity, both at physiological
and pharmacological doses of melatonin. Indeed, melatonin
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Discussion 2

Dans la présente étude, nous avons démontré que I'administration de mélatonine a des doses
physiologiques et pharmacologiques atténue la gravité de I'EAE en atténuant la neuroinflammation,
en augmentant les niveaux d'expression de marqueurs oligodendrocytaire matures et en modulant
le métabolisme de I'énergie cérébrale. |l a déja été démontré que la mélatonine était inversement
corrélée a la gravité de la SEP et a sa rechute [309, 379]. Plusieurs études ont indiqué que la
mélatonine pouvait jouer un role bénéfique dans I'atténuation de la neuroinflammation et dans la
stimulation de la remyélinisation dans les modéles de SEP adultes chez la souris et le rat [304, 308,
378]. La mélatonine est actuellement utilisée dans un essai clinique ouvert chez des patients atteints
de SEP (identificateur ClinicalTrials.gov NCT03498131). Il a été déja démontré que les cytokines pro-
inflammatoire (TNF-a et IL-1b) et anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10) sont liées a le handicap et a la
destruction des tissus chez les sujets atteints de SEP [380, 381], alors nous avons étudié I'effet du
traitement de la mélatonine sur ces cytokines en mesurant leur niveau dans le cerveau de souris EAE
C57BL/6. Nos données ont confirmé nos résultats antérieurs selon lesquels les doses
pharmacologiques de mélatonine avaient permis de récupérer de maniére significative les niveaux
d'expression diminués d'lIL-4 et d'IL-10 chez les souris EAE traitées au PBS, tout en réduisant les taux
élevés de TNF et d'IL-1b [382, 383].

De plus, cette étude a démontré que la MBP et la MOG, protéines associées a la myéline localisées a
la surface des oligodendrocytes, présentaient une réduction marquée du nombre de souris EAE par
rapport aux témoins. Cependant, les doses physiologiques ou pharmacologiques de mélatonine ont
considérablement augmenté les niveaux d'expression de ces protéines, par rapport aux souris EAE
traitées au PBS. De plus, des études ont démontré que le MOBP , un composant majeur de la myéline
dans la membrane péri axiale et qui module la croissance radiale de I'axone et de la myéline,
diminuait chez les souris EAE [384, 385], nos données dans cette étude ont démontré que des doses
pharmacologiques de mélatonine pourraient augmenter I’expression de MOBP par rapport aux souris
EAE.

La plupart des recherches précédentes portaient sur l'effet de la mélatonine sur les médiateurs
inflammatoires et ses actions anti-oxydantes et anti-apoptotiques [386-391], la présente étude a
examiné son effet sur les voies métaboliques impliquées dans le métabolisme cérébral et la
myélinisation. Nos résultats ont montré, pour la premiére fois, que ce traitement a la mélatonine

augmentait les taux de PDK4 et supprimait 'activité de la PDC dans un modeéle murin de souris EAE.
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Il a été rapporté que maintenir la PDC dans un état actif diminue I'accumulation de lactate dans les
tissus corporels [392]. Récemment, nous avons montré que I'administration de mélatonine entrainait
une augmentation des taux de lactate sérique chez les jeunes rats EAE Lewis [383]. Dans la présente
étude sur le modeéle murin EAE, le traitement a la mélatonine a entrainé une augmentation des taux
de lactate dans le cerveau, alors que l'activité de la PDC était inhibée. Cette diminution de I'activité
de la PDC pourrait expliquer le mécanisme par lequel le lactate augmente en réponse a la mélatonine.
En fait, lorsqu'ils sont couplés, les oligodendrocytes et les astrocytes absorbent le glucose, le lactate
ou le pyruvate des vaisseaux sanguins périphériques pour générer des métabolites en
oligodendrocytes producteurs de myéline [327], ainsi que pour fournir de I'énergie aux neurones sous
forme de lactate [328]. En fait, le glucose doit étre converti, par la voie de la glycolyse, en pyruvate
ou en lactate afin de fournir un support métabolique aux fonctions axonales [329, 330]. D'autre part,
le lactate, qui provient du sang ou des astrocytes, est utilisé par les oligodendrocytes comme substrat
principal pour générer I'ATP et les acides gras nécessaires a la synthése de la myéline [331].
Cependant, le pyruvate, obtenu a partir de la conversion du lactate et du glucose ou du flux sanguin,
doit d’abord étre converti en acétyl-CoA, a travers I'enzyme PDC, afin de produire des métabolites
pour la synthése des acides gras [332]. Il est important de noter que I'activité de la PDC est inhibée
par la phosphorylation par la PDK, en particulier I'isoforme 4 (PDK4) [393]. A ce jour, seule une étude
utilisant I'analyse par micro puce a montré que I'administration de mélatonine augmentait les
niveaux d'expression de I’ARNm de PDK4 dans le SNC de souris [394]. Dans la présente étude, il a été
constaté que les niveaux d'ARNm et de protéines de PDK4 étaient régulés positivement dans le
cerveau de souris EAE traitées a la mélatonine, ce qui était associé a une réduction de I'activité de la
PDC. De maniere surprenante, la suppression de |'activité des PDC aprés un traitement a la
mélatonine a coincidé avec une augmentation des taux de lactate, ce qui suggére que I'incapacité de
convertir le pyruvate, ainsi que le lactate, en acétyl-CoA entraine I'accumulation de lactate dans le
systeme nerveux central et périphérique. En accord, nous avons récemment démontré une
accumulation significative de taux de lactate sérique apres un traitement a la mélatonine [383] . Par
contre, la remyélinisation par les oligodendrocytes a besoin de la synthése d'acide gras du pyruvate
importé dans la matrice mitochondriale, tandis que la maintenance de la myéline, apres la
myélinisation, nécessite le transfert des acides gras a long chaine (AGLC) dans le peroxysome qui vont

générer de I'acétyl-CoA par la voie B-oxydation peroxysomale [331].

133



En effet, ce dernier est un processus a plusieurs étapes impliquant des enzymes différentes de celles
qui se trouvent dans les mitochondries. En fait, les acides gras entrent d'abord dans la cellule via les
transporteurs de protéines d'acides gras (y compris FAT / CD36) présents a la surface de la cellule
[335]. Bien que les produits finaux de la béta-oxydation peroxisomale et mitochondriale soient
différents, la béta-oxydation peroxisomale peut toutefois produire de I'acétyl-CoA a partir d'acides
gras a longue chaine. En effet, les acides aminés sont convertis en acétylcarnitine, qui est ensuite
exportée vers le cytosol ou ils peuvent étre convertis en acétyl-CoA, pour étre réutilisés comme
substrat dans la synthése des acides aminés et du cholestérol [336]. L'acétyl-CoA produit a partir de
la B-oxydation ne peut pas étre converti en lactate, mais il a été suggéré que le pyruvate importé
dans les peroxysomes pourrait produire du lactate [337]. Considérant que l'inhibition de la synthése
des acides gras par la voie dépendante de la PDC conduit a une accumulation de pyruvate, il semble
gue ce taux élevé de pyruvate par suppression de la PDC augmente la B-oxydation peroxysomale. En
conséquence, il a été démontré que l'administration de pyruvate augmentait la B-oxydation
peroxysomale, qui nécessite également du NAD* provenant de la conversion du pyruvate en lactate
[337]. Par conséquent, l'accumulation de lactate est obtenue non seulement en supprimant la
consommation de pyruvate par la PDC, ce qui réduit la conversion du lactate en pyruvate par un
mécanisme de rétroaction négative, mais également par le biais de peroxysomes. Dans I'ensemble,
ces observations démontrent que la mélatonine affecte la voie métabolique impliquée dans la
remyélinisation en augmentant la myélinisation et en atténuant la sévérité de I'EAE. Des études
supplémentaires seront nécessaires pour étudier le lien entre la synthése de mélatonine et d'AG et
pour évaluer plus en détail leurs effets sur la myélinisation. Ces observations démontrent que la
mélatonine affecte la voie métabolique impliquée dans la remyélinisation en augmentant la
myélinisation et en atténuant la sévérité de I'EAE. Des études supplémentaires seront nécessaires
pour étudier le lien entre la synthése de mélatonine et d'AG et pour évaluer plus en détail leurs effets
sur la myélinisation. La biosynthése du cholestérol se produit principalement (95%) dans le cerveau
et constitue un constituant principal de la gaine de myéline [333, 395, 396]. Par conséquent, nous
avons étudié la 3-hydroxy-3-méthylglutarylcoenzyme-A réductase (HMGCR), une enzyme clé de la
synthése du cholestérol. Des études antérieures ont montré que I'HMGCR est diminué au plus fort
de la maladie EAE aigué [334]. Cependant, nous avons démontré que le traitement a la mélatonine
augmentait significativement les taux de HMGCR. Cette observation suggere que la synthése du
cholestérol n'est pas inhibée par la mélatonine mais stimulée par celle-ci.

D'autre part, le N-acétyl-aspartate (NAA), un métabolite spécifique du systéme nerveux dont le role

n'a pas été complétement élucidé, semble étre un lien essentiel des caractéristiques biochimiques
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du métabolisme du SNC [321] et d’étre impliqués dans la myélinisation et la remyélinisation.
Certaines études ont suggéré que I'ANA neuronal puisse étre exportée vers des oligodendrocytes ou
il est métabolisé en acétate, puis en acétyl-CoA, qui sont de préférence intégrés a la myéline [320,
397, 398]. Des études antérieures ont confirmé que les niveaux de NAA dans le cerveau sont diminués
dans la SEP et que le NAA précede I'atrophie neuronale, ce qui indique qu’un dysfonctionnement
peut précéder la neurodégénérescence [322, 399]. De plus, la réduction des ANA a été en corrélation
avec l'évolution de la maladie et le déclin neurologique chez les patients atteints de sclérose en
plagues [400, 401]. Dans notre étude, le traitement a haute teneur en mélatonine a inversé la
diminution de niveaux de NAA. Conformément a nos résultats, un rétablissement partiel des taux
d’ANA a également été signalé chez des patients traités par avec l'interféron B-1b [402], la fluoxétine
[403] ou l'acétate de glatirameére [404]. De plus en plus de preuves confirment que la mélatonine
atténue la gravité de I'EAE a différentes concentrations, bien que les deux doses optimales précises
aient été utilisées dans cette étude. La dose «élevée pharmacologique» a été choisie sur la base de
notre étude précédente sur le modele de rat EAE [383], tandis que la dose «faible physiologique» a
été utilisée conformément au travail précédent de [405]. Le nombre de mitochondries augmentant
dans les axones démyélinisés de la SEP aigué [340]. Le changement du nombre de mitochondries chez
les souris non traitées et traitées a la mélatonine reste donc a déterminer. Une des limites de la
présente étude est que nous avons utilisé des lysats cérébraux qui ne permettent pas de déterminer
I'origine des cellules responsables des facteurs mesurés. D'autres études sont nécessaires pour
étudier ces marqueurs dans des cellules spécifiques, notamment les astrocytes, les neurones et les
oligodendrocytes. De plus, pour arriver a une conclusion précise sur le traitement a la mélatonine, il
est fortement recommandé de prendre en compte le moment de I'administration de la mélatonine
(entre 17:00 et 19:00 dans cette étude), le moment de I'échantillonnage (entre 10:00 et 12: 00 AM),
le type de modeéle EAE, la durée et la dose du traitement a la mélatonine, la voie d'administration de
la mélatonine (intrapéritonéale dans cette étude), I'dge et le poids des souris ou des rats, et enfin le

protocole d'induction de I'EAE.
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Discussion générale

La discussion est divisée en trois parties, la premiére partie présente une étude clinique sur
une population formée de 46 personnes dont 23 sujets atteints de sclérose en plaques (SEP)
nouvellement diagnostiqués et 23 sujets sains. Dans cette étude, nous avons examiné si les taux
sériques de procalcitonine (proCT) étaient corrélés a ceux de mélatonine chez les patients atteints de
SEP et nous avons aussi évalué chez les mémes sujets le taux d’Ostéocalcine (OCN), marqueur de
synthése de la matrice osseuse, afin d’étudier la formation de tissu osseux et le risque d’ostéoporose.
La deuxiéme partie a exploré le role de la mélatonine a une dose de 10 mg/kg/j dans le métabolisme
osseux et son effet sur le risque d’ostéoporose dans un modeéle expérimental de souris
d’encéphalomyélite auto-immune (EAE). La troisieme partie présente I'effet de la mélatonine a une
dose physiologique et pharmacologique sur les voies métaboliques impliquées dans le métabolisme

cérébrale et la remyélinisation chez les mémes types de souris.

Récemment, Uysal et al a été démontré que le taux sérique de proCT et celui de TNF-a étaient
significativement plus élevés chez les patients atteints de SEP que les sujets en bonne santé [364].
Nos résultats ont aussi montré une augmentation significative des taux sériques de proCT chez les
patients SEP par rapport aux sujets sains, ceux-ci a confirmé cette étude [364]. De plus, il a été
rapporté que la proCT est un marqueur cliniguement important de I'inflammation systémique et des
maladies auto-immunes, et il a été suggéré que la mesure de proCT pourrait étre utile dans le
diagnostic, la prévention, le suivi et le traitement des maladies infectieuses et auto-immunes [365].
Aussi, des concentrations sériques élevées de mélatonine ont été observées chez les sujets atteints
de céphalée en grappe traités par la méthylprédnisolone [406]. Alors, la mélatonine et le proCT ont
toujours été étudiés séparément. Une étude récente a montré une possible corrélation entre la proCT
et la mélatonine chez les patients atteints de SEP [364]. Cependant, dans la premiére partie de notre
étude, nous avons montré une corrélation inverse entre eux chez les sujets atteints de SEP par
rapport aux participants en bonne santé. Partant de ce fait, cette étude suggére que proCT pourrait
étre un biomarqueur de diagnostic chez les patients atteints de SEP.

De plus en plus, des preuves démontrent que la SEP est associée a un risque accru d’ostéoporose
[369]. En accord avec cette étude, nous suggérons que la SEP favorise |'ostéoporose a mesure que
les taux d’OCN jouant un réle dans la formation des minéraux nécessaire a la synthese de la matrice

osseuse[407] ont diminué significativement chez les sujets malades par rapport aux témoins. Donc la
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masse osseuse est réduite et le risque de fracture augmente. D’olu I’OCN pourrait étre un facteur de
risque important pour I'ostéoporose dans la SEP.

Par ailleurs, I'effet de la mélatonine sur les facteurs de risque d’ostéoporose n’a jamais été exploré.
Une étude antérieure a démontré que I'induction d’EAE a entrainé une diminution des taux circulants
de vitamine D, de calcium (Ca) et d’'OCN qui pourraient constituer des facteurs de risque
d’ostéoporose chez les patients atteints de SEP [373], alors que d’autre étude cas-témoin basée sur
la population ciblant des patients nouvellement diagnostiqués de SEP et de syndrome cliniguement
isolé (CIS) n’a montré aucune différence significative entre les facteurs osseux a ce stade de la SEP, y
compris la phosphatase alcaline osseuse (b-ALP), la 25-hydroxy et la 1,25-dihydroxyvitamine D,
calcium (Ca) et hormone parathyroidienne (PTH) [377]. Alors, dans la deuxiéme partie, nous avons
évalué les taux sériques de ces marqueurs et nous avons abouti a des résultats différents que ceux
de la derniere étude confirmant ainsi I'existence d’une corrélation entre SEP et déficit osseux a
mesure que ces taux ont été diminués suite a I'induction d’EAE et sont revenus a des niveaux presque
normaux grace a la mélatonine chez les souris EAE. De plus, il a été démontré que la mélatonine
diminue la résorption osseuse et a un effet protecteur des os [372]. De méme, il est important de
noter que la mélatonine est impliquée dans le processus de cicatrisation osseuse [408]. Des études
expérimentales et basées sur la population sont nécessaires pour parvenir a une meilleure
compréhension du métabolisme osseux chez les patients atteints de SEP.

Bien que la mélatonine soit bien étudiée dans la SEP et participe a diverses activités biologiques, son
role dans le métabolisme osseux n’est pas bien compris. Des études chez des rats ovariectomisés a
montré que la mélatonine modifiait le remodelage osseux [370]. La pinéalectomie et le traitement a
la mélatonine a long terme affecte le métabolisme osseux en modifiant les taux sériques de
différentes hormones en particulier le calcitonine (CT) [371]. En outre, il a été démontré que le
métabolisme et le remodelage osseux ne différaient pas significativement chez les patients atteints
de SEP et de CIS par rapports aux sujets sains [377]. Dans notre étude, le métabolisme de |'os différait
de maniere significative entre les souris EAE et les souris témoins. Dans cette méme partie, nos
résultats ont montré, pour la premiére fois, que le traitement a la mélatonine a une concentration
de 10 mg/kg/jour a supprimé I’élévation des taux sériques de proCT provoquée par I'induction d’EAE
chez les souris. Une étude récente a montré que la mélatonine était inversement corrélée a la gravité
de la SEP et sa rechute [303, 379], a cet égard, notre intervention thérapeutique a cette méme dose
de la mélatonine a atténué la sévérité de I'EAE, cela est révélé par la diminution de maniére

significative des scores neurologiques.
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De plus en plus, des preuves confirment que la mélatonine atténue la gravité de I'EAE a différentes
concentrations, bien que la dose optimale précise pour cet agent neuroprotecteur soit encore
inconnue. Des études antérieures ont montré que la mélatonine affecte les ostéoblastes a des
concentrations physiologiques tout en affectant les ostéoclastes a des concentrations
pharmacologiques. Sharan et al ont signalé que des concentrations de 10 ou de 100 mg/kg de poids
corporel de mélatonine augmentaient le nombre d'ostéoblastes et la formation d’os [374]. Alors que
Han et al ont montré que la mélatonine, a la dose physiologique de 1 uM, stimule la différenciation
des ostéoblastes dans les cellules C2C12 par I'activation d'Osterix et en augmentant I'expression de
la phosphatase alcaline (ALP), la sialoprotéine osseuse (BSP) et les génes OCN [375]. En revanche,
Zhou et al ont rapporté que la mélatonine a des doses pharmacologiques comprises entre 1 et 100
UM inhibe I'ostéoclastogenése dans les cellules souches mésenchymateuses (CSM) [376]. Ainsi, deux
doses différentes ont été utilisées dans la troisieme partie de cette étude pour évaluer |'effet de la
mélatonine sur le métabolisme énergétique au niveau des oligodendrocytes chez les souris EAE. La
dose pharmacologique élevée correspondant a 10 mg/kg/j a été choisie sur la base de notre étude
précédente sur le modele de rat Lewis EAE [383], tandis que la dose physiologique faible de 476
ug/kg/j a été utilisée conformément au travail précédent de Hamdi et al [405].

Plusieurs études ont indiqué que la mélatonine pouvait jouer un role bénéfique dans I'atténuation
de la neuroinflammation et dans la stimulation de la remyélinisation dans les modeéles adultes de
souris et de rat EAE [304, 308, 378]. Nos résultats sont en accord avec ces études, car nous avons
montré que la mélatonine a atténué l'inflammation en réduisant les cytokines pro-inflammatoires
(IL-1B et le TNF-a) et en augmentant les cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10) chez les souris
EAE traitées par rapport au contrél et ces données ont confirmé nos données antérieurs utilisant des
doses pharmacologiques de mélatonine [409, 410]. Ces cytokines ont été montrées qu’ils ont un lien
avec la destruction des tissus neuronaux aboutissant au handicap d{ a I'EAE [380, 381]. Par ailleurs,
la plupart des études ont porté sur I'effet de la mélatonine sur les médiateurs inflammatoires et ses
actions anti-oxydantes et anti-apoptotiques dans les modeles EAE [388-391]. Cette étude a examiné
son effet sur les voies métaboliques impliquées dans le métabolisme cérébral et la remyélinisation.
A priori, nous avons démontré que la MBP et la MOG qui sont des protéines associées a la myéline
et localisées a la surface des oligodendrocytes présentaient une réduction marquée chez les souris
EAE par rapport aux témoins alors que la mélatonine a des doses physiologiques ou
pharmacologiques a augmenté d’une facon significative les niveaux d’expression de ces protéines par
rapport aux souris EAE non traitées. Le MOBP, un composant majeur de la myéline se trouvant dans

la membrane périaxiale et qui module la croissance radiale des axones et de la myéline [384], a été
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diminué chez les souris EAE [385]. Alors, nos données dans cette étude ont démontré que les doses
pharmacologiques de meélatonine pourraient augmenter I'expression de MOBP par rapport au
control.

Il est important de souligner que I'activité de la PDC est affectée par la PDK en particulier PDK4 qui
phosphoryle la PDC ce qui entraine sa suppression [393]. A ce jour, il y a une seule étude qui a montré
gue I'administration de la mélatonine augmentait les niveaux d’expression de ’ARNm de PDK4 dans
le SNC des souris [394]. En particulier, nos résultats montrent, pour la premiére fois, que le traitement
a la mélatonine a augmenté les niveaux de PDK4 et a supprimé I'activité de PDC dans le modéle murin
EAE de la SEP. Mais, ce qui était étonnant est que la suppression de I'activité de PDC a coincidé avec
une augmentation des taux de lactate suggérant ainsi qu’il y a une accumulation du lactate dans le
SNC et dans le sang périphérique die a I'incapacité de convertir le lactate ainsi que le pyruvate en
acétyl-CoA. En accord, nous avons récemment démontré une augmentation significativement des
taux de lactate sérique aprés un traitement a la mélatonine chez les jeunes rats Lewis EAE [383]. De
plus, Il a été rapporté que maintenir la PDC en état actif diminue I'accumulation de lactate dans les
tissus corporels [392].

Les connaissances actuelles sur les voies métaboliques impliquées dans la remyélinisation sont
controversées et mal compris. La remyélinisation par les oligodendrocytes nécessite la synthéese
d’acide gras a partir du pyruvate importé dans les mitochondries tandis que le maintien de la myéline
apres la myélinisation nécessite la dégradation d’acides gras a chaine longue qui se fait dans le
peroxysome par la voie B-oxydation [331]. Dans cette étude, nous avons montré pour la premiere
fois, a I'aide d’un modeéle animal de SEP, que les oligodendrocytes pourraient utiliser une voie
alternative pour la synthese d’acide gras nécessaire a la remyélinisation celle de la B-oxydation qui
est un processus en plusieurs étapes qui impliquent des enzymes différents de celles qui se trouvent
dans les mitochondries. En fait, les acides gras entrent d’abord dans la cellule via des transporteurs
protéiniques d’acides gras (y compris FAT/CD36) qui sont présents a la surface des cellules [335]. Bien
que les produits finaux provenant de la B-oxydation au niveau des peroxysomes et de la mitochondrie
soient différents, la B-oxydation peroxysomale produit de I'acétyl-CoA a partir d’acides gras a chaine
longue qui sont convertis en acétylcarnitine qui est ensuite exporté du peroxysome vers le cytosol ou
il peut étre converti en acétyl-CoA qui pourrait étre utilisé a nouveau comme substrat dans la
synthése des acides gras et du cholestérol pour la remyélinisation [336]. L’acétyl-CoA produit a partir
de la B-oxydation ne peut pas étre converti en lactate, mais il a été suggéré que le pyruvate importé
dans le peroxysome pourrait produire du lactate par un mécanisme inconnu [337]. Considérons que

I'inhibition de la synthése des acides gras par la voie dépendante de PDC conduit a I'accumulation de
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pyruvate. Ceci est conforme a nos résultats ou il a été montré que le niveau de lactate était
significativement augmenté par la mélatonine. En accord, il a été démontré que I'administration du
pyruvate augmentait la B-oxydation peroxysomale qui nécessite également du NAD* qui provient de
la conversion du pyruvate en lactate [337]. Par conséquent, I'laccumulation de lactate est obtenue
non seulement par la suppression de la consommation de pyruvate par le PDC, qui a son tour réduit
la conversion du lactate en pyruvate par un mécanisme de rétroaction négative, mais également par
le biais de peroxysomes. Des études supplémentaires seront nécessaires pour étudier le lien entre la
mélatonine et la synthese d’acide gras et pour évaluer plus en détails leurs effets sur la myélinisation.
Le cholestérol est un constituant principal de la gaine de myéline et sa biosynthése se produit
principalement dans le cerveau grace a une enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMGCR) [333,
395, 396]. Des études antérieures ont montré que I'HMGCR a diminué au pic de la maladie EAE aigué
[334]. Cependant, nous avons démontré que le traitement a la mélatonine a des doses physiologiques
ou pharmacologiques augmentait de maniére significative les taux de HMGCR. Cette observation
suggere que la synthese du cholestérol n’est pas inhibée par la mélatonine mais plutét stimulée par
celle-ci.

D'autre part, le N-acétyl-aspartate (NAA), métabolite spécifique du SN, semble étre un lien clé dans
les caractéristiques biochimiques du métabolisme du SNC [321] et pourrait étre impliqué dans la
myélinisation et la remyélinisation, cependant, son réle n’a pas été completement élucidé. Certaines
études suggerent que les NAA neuronaux peuvent étre exportés vers des oligodendrocytes ou ils sont
métabolisés en acétate, puis en acétyl-CoA, qui sont de préférence intégrés a la myéline [320, 397,
398]. Des études antérieures ont confirmé que les niveaux de NAA dans le cerveau sont diminués
dans la SEP et que cette diminution préceéde I'atrophie neuronale, suggérant que le
dysfonctionnement mitochondrial pourrait précéder la neurodégénérescence [322, 399]. De plus, la
réduction du taux de NAA a été corrélée a la progression de la maladie et au déclin neurologique chez
les patients atteints de SEP [400, 401]. Nous avons démontré qu’un traitement a dose élevée en
mélatonine a augmenté le niveau de NAA. Conformément a nos résultats, une récupération partielle
des taux de NAA a également été rapportée chez des patients traités par l'interféron béta-1b [402],
la fluoxétine [403] ou l'acétate de glatiramére [404]. Enfin, compte tenu du fait que le nombre de
mitochondries augmente dans les axones démyélinisés de la SEP aigue [340], il reste a déterminer le
changement du nombre de mitochondries chez les souris non traitées et les souris traitées a la
mélatonine.

Dans la présente étude, il y a une limite dans le fait que nous avons utilisé des lysats cérébraux qui

ne permettent pas de déterminer I'origine des cellules responsables des facteurs mesurés. D’autres
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études sont nécessaires pour étudier ces marqueurs dans des cellules spécifiques notamment les
astrocytes, les neurones et les oligodendrocytes. Il est important de noter que pour arriver a une
conclusion précise sur le traitement a la mélatonine, il est fortement recommandé de prendre en
compte le moment de I'administration de la mélatonine (entre 17:00 et 19:00 dans cette étude), le
moment de |'échantillonnage (entre 10:00 et 12:00 AM), le type de modéle EAE, la durée et la
posologie du traitement a la mélatonine, le mode d'administration de la mélatonine (intra-péritonéal

ou non), I'age et le poids des souris ou des rats, et enfin le protocole d'induction de I'EAE
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Conclusions et Perspectives

D’abord, nos résultats ont montré une augmentation significative des taux sériques de
procalcitonine (proCT) chez les patients atteints de Sclérose en Plaques (SEP) par rapport aux sujets
sains, partant de ce fait, nous suggérons que la proCT pourrait étre un biomarqueur de diagnostic
chez les sujets malades. De plus, des concentrations sériques de mélatonine faible ont été observées
chez les sujets atteints de SEP, ceci a montré une corrélation inverse entre le taux sérique de proCT
et celui de mélatonine chez ces patients malades par rapport aux participants en bonne santé. D’un
autre coté, nous suggérons que la SEP favorise I'ostéoporose a mesure que nos données ont montré
que les taux d’OCN ont diminué significativement chez les sujets malades par rapport aux témoins.
Alors, I’OCN pourrait étre un facteur de risque important pour I'ostéoporose dans la SEP.

Ensuite, nous avons montré, pour la premiére fois, que le traitement a la mélatonine a une
concentration de 10mg/kg/j a supprimé I'élévation des taux sériques de proCT provoqué par
I'induction de I'EAE chez les souris. Aussi, I'intervention thérapeutique a cette méme dose de la
mélatonine a atténué la sévérité de I'EAE, cela a été révélé par la diminution de maniére significative
des scores neurologique. En outre, nos résultats ont montré que le taux 25-hydroxyvitamine D, Ca,
OCN ont diminué d’une fagon significative et le taux de PTH a augmenté légérement suite a
I'induction de I'EAE et sont revenus a des niveaux presque normaux grace a la mélatonine chez les
souris EAE, ceci confirme I'existence d’une corrélation entre SEP et déficit osseux. Cette nouvelle
découverte ouvre la porte a I’étude du réle de la mélatonine dans le métabolisme osseux et de |'étude
des modifications proCT chez les patients atteints de SEP a différents stades de la maladie.

Puis, nous avons montré que I'administration de mélatonine a des doses physiologiques (476 ug/kg/j)
ou pharmacologiques (10 mg/kg/j) atténue la neuroinflammation intracérébrale en réduisant les
cytokines pro-inflammatoire (IL-1B et TNF-a) et en augmentant les cytokines anti-inflammatoires (IL-
4 et IL-10) chez les souris EAE traitées par rapport aux souris EAE non traitées. De méme, nous avons
montré que la MBP, MOG, MOBP présentaient une réduction marquée chez les souris EAE par
rapport aux témoins alors que la mélatonine a des doses physiologiques et pharmacologiques a
augmenté de facon significative les niveaux d’expression des protéines MBP, MOG par rapport aux
souris EAE non traitées alors la dose élevée de la melatonine mais pas la dose faible a augmenté
significativement le taux de MOBP chez les souris EAE traitées par rapport aux souris EAE non traitées.
Enfin, et pour la premiére fois, nous avons montré que le traitement a la mélatonine a augmenté les

niveaux de I’ARNm de PDK4 et a supprimé I’activité de PDC dans le model murin EAE, par conséquent
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la production d’acetyl-CoA est inhibée ce qui oblige les oligodendrocytes a utiliser une autre voie
alternative pour la synthése d’acides gras nécessaire a la remyélinisation celle de la B-oxydation qui
est un processus en plusieurs étapes qui impliquent des enzymes différents de celles qui se trouvent
dans les mitochondries qui peuvent étre considérées comme cible thérapeutique efficace dans la SEP.
Par conséquent, afin d’augmenter I'efficacité du traitement a la mélatonine dans les troubles de I'EAE,
de la SEP ou de la démyélinisation, nous proposons une nouvelle stratégie de traitement par
I'activation du PDC. Aussi, Le couplage de la mélatonine et des inhibiteurs de PDK4 pourrait améliorer
les bénéfices procurés par |'utilisation de la thérapie a la mélatonine seule chez les patients atteints
de SEP.

Par ailleurs, nous avons montré que le traitement a la mélatonine a des doses physiologiques ou
pharmacologiques augmentait de maniere significative les taux de HMGCR. Cette observation
suggere que la synthese du cholestérol n’est pas inhibée par la mélatonine mais plutét stimulée par
celle-ci. Nous avons aussi montré que le niveau de lactate et celui de N-acétylaspartate (NAA) étaient
significativement augmentés par un traitement a dose élevée en mélatonine.

En fin de compte, les résultats de notre étude indiquent que la proCT pourrait étre utilisée comme
un nouveau biomarqueur dans la SEP et que la mélatonine attenue la sévérité de la maladie,
normalise les métabolites osseux qui a pour conséquent de diminuer I'ostéoporose, module le
métabolisme cérébrale et renforce le processus de remyélinisation, donc les résultats pathologiques

étaient considérablement améliorés par la thérapie a la mélatonine.
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