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RESUME

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune démyélinisante du systéme nerveux central.
Bien que I’étiologie de cette pathologie reste inconnue, de nombreux facteurs de risques ont été identifiés tels
gue le stress psychologique et une dysbiose intestinale. En effet, des données cliniques montrent que le stress
serait associé a un plus grand risque d’apparition et d’aggravation de la pathologie. Cependant, le risque differe
en fonction du type de stress utilisé dans les modéles murins de SEP, et peu d’études se sont intéressées a
évaluer des stratégies de réduction du stress dans ceux-ci. De plus, des travaux récents montrent que
I’inflammation intestinale serait impligquée dans la mise en place de la réaction auto-immune. Il apparait donc
pertinent de savoir si cette inflammation intestinale (caractérisée par une augmentation de 1’expression de la
protéine MAdCAM-1 « Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1 ») peut prédire 1’apparition et
I’évolution de la SEP.

Ainsi, les objectifs mon doctorat ont été : 1) de caractériser les effets d’un stress aigu et d’une stratégie de
réduction du stress (I’enrichissement environnemental) dans 1’évolution d’un modéle murin de SEP ; 2)
d’évaluer I’inflammation intestinale en lien avec les symptdmes moteurs de la pathologie, dans les deux
principaux modeles murins de SEP.

Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence un effet délétére d’un stress aigu répété sur 1’incidence
des rechutes dans un modéle murin de SEP, que I’enrichissement environnemental était en mesure de
contrecarrer. Dans la seconde étude, nous avons montré, grace a de I’imagerie par résonnance magnétique
moléculaire dirigée contre la protéine MAdCAM-1, une augmentation de I’inflammation intestinale avec les
symptébmes moteurs dans les modéles animaux de SEP. De plus, une diminution des populations
lymphocytaires B et Th dans I’iléon parallélement a leur augmentation dans la moelle épiniére a été observée
au cours de 1’évolution de la maladie. Enfin, nous avons montré que la persistance d’une inflammation
intestinale entrainait des formes récurrentes-rémittentes de la pathologie tandis qu’une diminution de celle-Ci
était associée a une augmentation du risque de conversion vers une forme secondairement progressive.

Ainsi, ces résultats ouvrent la voie a davantage d’investigations quant aux effets du stress et de
I’inflammation intestinale dans la SEP. Des stratégies visant a controler ces deux facteurs pourraient a terme
permettre d’optimiser la prise en charge de la pathologie.

ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the central nervous system. Although the exact
etiology of the disease remains unknown, several risk factors have already been identified such as
psychological stress and intestinal dysbiosis. Indeed, clinical data support a link between stressful events and
the risk of development and/or aggravation of the disease. The stress-induced effects on the disease depends
of the stressful event used in animal models of MS and none studies have investigated the consequences of
stress reduction strategies on those animal models. Furthermore, recent evidence suggest that an intestinal
inflammation could be implicated in the development of the autoimmune reaction. Therefore, studying the
impact of intestinal inflammation (characterized by an increased expression of MAdCAM-1 “Mucosal
Addressin Cell Adhesion Molecule-17) in the disease course would be pertinent.

Thus, the objectives of my doctorate were to: 1) characterize the impact of acute stress and a stress reduction
strategy (environmental enrichment) on the disease course of an animal model of MS; 2) assess the intestinal
inflammation according to motor symptoms of the disease, in the two main animal models of MS.

These studies have shown that repeated acute stress increases the relapse incidence in an animal model of
MS. Furthermore, environmental enrichment could reverse stress effects. In a second part, we have shown,
using molecular magnetic resonance imaging targeting MAdCAM-1, an increase of intestinal inflammation
with the motor symptoms in animal models of MS. Furthermore, we observed a decrease in B and Th
lymphocytes in the ileum concomitantly with their increase in the spinal cord during the disease. Finally, we
showed that a maintenance of intestinal inflammation was associated with relapsing-remitting course of the
disease while its decrease was associated with a higher risk of conversion to a secondary-progressive course.

Altogether, these results lead the way for further investigations regarding the effect of stress and intestinal
inflammation in MS. Especially, establishing new strategies to modulate the consequences of those two factors
could provide better cares of the disease.
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INTRODUCTION

I. La sclérose en plaques : une maladie auto-immune démyélinisante du

systeme nerveux central.

1.1. Définitions et chiffres.

La sclérose en plaques (SEP) est une pathologie auto-immune démyélinisante du systéme nerveux
central (SNC). Elle se traduit par l’infiltration a I’intérieur du parenchyme cérébral de cellules
immunitaires dirigées contre des peptides constitutifs de la gaine de myéline, entrainant de ce fait sa
destruction localisée au niveau des zones infiltrées (les plaques). Une telle destruction de la gaine de
myéline, allant parfois jusqu’a engendrer une dégénérescence axonale, pourra ainsi étre a 1’origine de
perturbations motrices (difficultés a la marche, spasticité), sensitives (engourdissements, douleurs
neuropathiques, vertiges), visuelles et cognitives (changements émotionnels, dépression) chez les

patients.

Cette maladie touche en France environ 110 000 personnes (soit une incidence autour de 150 pour
100 000 habitants) et 2,8 millions dans le monde. Elle constitue la premiére cause de handicap non
traumatique acquis chez le jeune adulte puisque les premiers symptémes de la pathologie apparaissent

dans la majorité des cas entre 25 et 35 ans, et touche majoritairement les femmes (sex-ratio 1:3).

Le diagnostic de la pathologie repose sur plusieurs critéres initialement publiés par McDonald et ses
collaborateurs en 2001 et revus en 2010 (Polman et al., 2011) puis en 2017 (Thompson et al., 2018).
Ces critéres reposent premiérement sur la présentation de symptomes cliniques évocateurs d’une SEP
tels que des perturbations de la motricité, de la sensibilité, des troubles de 1’équilibre, des atteintes
visuelles. La gravité de ces symptdmes initiaux ainsi que leur évolution ultérieure peuvent étre évaluées
par I’utilisation d’une échelle numérique permettant de leur attribuer un score (score EDSS pour
« Expanded Disability Status Scale » ; Figure 1; Kurtzke, 1983). Succinctement, ce score permet

d’évaluer plusieurs fonctions neurologiques : la fonction pyramidale (troubles moteurs), la fonction

-1-



-2-

INTRODUCTION

cérebelleuse (équilibre, coordination), la fonction sensitive (sensibilité au toucher, dysesthésies), la
fonction du tronc cérébral (dysarthrie, nystagmus), les fonctions sphinctériennes (troubles urinaires et

intestinaux), la vision et les fonctions cognitives.

0.0 1.0 2.0 3.0 § 40 5.0 6.0 7.0 § 8.0 9.0

Examen  Absencede  Handicap Handicap Malade Handicap Aide Incapacité de Essentiellem-  Patient
neurologique  handicap minime modéré autonome  suffisament necessaire marcherplus entconfinéau grabataire;

Figure 1: Echelle simplifiée
d’évaluation des symptdomes
neurologiques chez les patients
atteints de SEP (échelle EDSS).
Figure adaptée d’une autre figure
publiée par I’Institut du Cerveau
(ICM) selon les indications de la
Société  Francophone de la
Sclérose En Plaques (SFSEP).

normal fonctionnel, pour la sévére pour pour de 5m; litou au peut
signes marche entraver parcourir  essentiellem-  fauteuil =~ communiquer
minimes malgré une lactivité  environ 100m ent confinéau  roulant; et manger
dratteinte géne d’une journée fauteuil conserve en
d’une des fonctionnelle  normale roulant général
fonctions relativement I'usage

importante effectif des
bras

Ces symptdmes neurologiques doivent en outre étre corrélés a la présence de Iésions inflammatoires
visibles par imagerie par résonnance magnétique (IRM) dans les territoires correspondants au sein du
SNC. De surcroit, le diagnostic d’une SEP requiert une dissémination spatiale et temporelle de ces
Iésions centrales. La dissémination spatiale de ces lésions peut aisément étre confirmée par utilisation
de séquences IRM pondérées en T2 (Figure 2A). De plus, la présence de lésions actives, prenant le
contraste en séquence pondérée en T1 aprés injection de gadolinium (T1 Gd* ; Figure 2B-C), permet de
confirmer une dissémination temporelle de celles-ci. Cependant, la révision de 2017 des critéres de
McDonald permet de s’affranchir de la détection de telles lésions actives pour attester d’une
dissémination temporelle par la seule recherche de bandes oligoclonales dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) des patients (Thompson et al., 2018). En effet, la présence d’immunoglobulines dans

le LCR des patients suffit a attester d’une installation chronique de la pathologie.
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Figure 2: Images IRM d’un cerveau de

T1 + Gd

patient

images

atteint de SEP. (A) Les images

pondérées en T2 montrent de multiples lésions
périventriculaires caractéristiques de la SEP. (B)
Les images pondérées en T1 montrent un
hyposignal de certaines des lésions. (C) Les

pondérées en T1 aprés injection de

gadolinium (T1 + Gd) montrent plusieurs Iésions
actives. Figure adaptée de Filippi et Rocca, 2011.

Différentes évolutions des symptdmes initialement décrites par Lublin et ses collaborateurs en 1996

permettent de distinguer quatre grandes formes de SEP (Figure 3) :

1. Forme récurrente -rémittente (RR-SEP)

Handicap

Temps

2. Forme secondairement progressive (SP-SEP)

Handicap

Temps

3. Forme primaire-progressive (PP-SEP)

Handicap

Temps

4. Forme progressive avec poussées

Handicap

Temps

e Laforme récurrente-rémittente (RR-SEP), qui représente environ 85% des formes de début,

se traduit par des épisodes aigus d’aggravation des symptomes neurologiques (pPOussées) suivis

de phases de rémission plus ou moins complétes.

Figure 3 : Représentation schématique
des quatre principales formes de SEP
selon [I'évolution des symptdmes
neurologiques. Inspiré de Lublin et al.,
1996.

-3-

e Cette forme évolue progressivement vers des rémissions de moins en moins complétes

entrainant alors 1’augmentation progressive des symptomes. On parle alors de conversion vers

une forme secondairement progressive (SP-SEP) de la pathologie. La durée médiane de
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conversion est d’environ 20 ans et se trouve étre dépendante de nombreux facteurs intrinséques
et extrinseques. Par exemple, il a été récemment décrit que les patients ayant un score EDSS
plus élevé au moment du diagnostic présentaient un plus grand risque de conversion vers une
forme secondairement progressive par rapport a des patients avec un score EDSS plus faible
(Barzegar et al., 2021). Cette méme étude a également mis en exergue qu’un age plus élevé au
moment du diagnostic, que la présentation avec des symptdmes moteurs, que la présence de
lésions spinales ainsi que des antécédents de tabagisme était autant de facteurs de risques de
conversion.

e La forme primaire-progressive (PP-SEP), qui correspond a 10-15% des formes de début,
présente quant a elle une aggravation progressive des symptomes neurologiques sans phases de
rémission. Contrairement a la forme RR-SEP, celle-ci survient majoritairement chez le patient
plus agé avec un age médian de déclaration de la pathologie autour de 40 ans (contre 30 ans
environ pour la forme RR-SEP ; Koch et al., 2009).

e Laforme progressive avec poussées concerne une faible proportion des cas (moins de 5%) et
se caractérise par des phases de poussées (aggravation des symptdmes neurologiques) dans une

évolution déja progressive de ces symptémes.

Ces quatre formes historiqguement décrites se sont vues révisées en 2013 notamment en raison de la
disponibilité de nouveaux outils diagnostics pour la classification des différentes formes de SEP telle
que I’IRM (Lublin et al. 2013). Ainsi, pour chacune des formes de SEP, a été ajouté un statut actif ou
inactif, un statut actif étant défini par 1’apparition de nouvelles 1ésions T1 Gd* et/ou I’apparition de
nouvelles lésion T2 et/ou 1’élargissement des lésions T2 préexistantes. La forme progressive avec
poussées s’est retrouvée quant a elle exclue de la nouvelle classification puisqu’intégrée aux formes PP-

SEP (actives ou inactives).

Cette nouvelle classification introduit également une nouvelle forme, a savoir le syndrome
cliniquement isolé, qui correspond & un premier épisode inflammatoire démyélinisant du SNC pouvant
évoluer par la suite vers une SEP stricto sensu a la condition qu’un nouvel événement clinique et/ou que

de nouvelles 1ésions a I’'IRM surviennent (Lublin et al., 2013 ; Thompson et al., 2017).
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Bien que la classification de 1996 soit aujourd’hui partiellement obsoléte dans la catégorisation des
différentes formes de SEP, sa définition par la seule évolution des symptdmes neurologiques en fait un

outil simple pour la transposition aux modéles animaux disponibles pour 1’étude de cette pathologie.

En effet, parmi la multitude de modeéles pré-cliniques visant a mieux comprendre la physiopathologie
de la SEP, deux modeles d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) permettent de mimer
les deux principales formes de SEP précédemment citées que sont les RR- et PP-SEP. La présentation

de ces modeles fera 1’objet de la partie suivante.

1.2. Les modeles animaux de SEP.

La caractérisation des processus physiopathologiques d’une affection quelconque ainsi que la
recherche de traitements efficaces contre celle-ci requiérent dans la plupart des cas 1’utilisation de
modeles animaux. Cependant, aucun modele animal ne saurait & lui seul reproduire a I’identique la
pathologie humaine. Les modé¢les disponibles pour I’étude de la SEP ne dérogent pas a la régle. En effet,
la recherche scientifique a su produire divers modéles mimant chacun des versants différents de la
maladie. Nous nous proposons dans la prochaine partie de présenter ces principaux modeéles ainsi que

leurs spécificités respectives.

1.2.1. Les modéles d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE).

L histoire des modéles animaux de SEP commence en 1885 avec le vaccin contre la rage développé
par Louis Pasteur. En effet, ce vaccin, qui consistait en 1’injection d’homogénats de moelle épiniére de
lapins infectés par la rage, pouvait conduire au développement d’encéphalomyélites post-vaccinales.
Quelques cinquante années plus tard, en 1935, Rivers et Schwentker parviennent a induire ce qu’ils
nomment une encéphalomyélite expérimentale en injectant de maniére répétée par voie intra-musculaire
des extraits de cerveaux de lapins sains a des macaques rhésus. lls émettent alors I’hypothése que les
cas d’encéphalomyélites post-vaccinales précédemment citées pouvaient étre le résultat d’une induction

involontaire d’une réaction contre la gaine de myéline.

-5-



-6-

INTRODUCTION

Alors que ces premiers travaux étaient réalisés sur le macaque rhésus, de nombreux autres auteurs se
sont intéressés a ¢tudier ce méme modéle chez diverses espéces telles que le cochon d’inde (Freund et
al., 1947), la souris (Olitsky et Yager, 1949) ou encore le rat (Lipton et Freund, 1952). Ces deux
derniéres especes se sont alors trouvées €tre particulierement intéressantes pour 1’étude des mécanismes
physiopathologiques de la SEP du fait de la diversité des formes de la pathologie qu’il était possible
d’obtenir (EAE progressive ou récurrente-rémittente). L efficacité et la reproductibilité de ces modeles
ont de plus été optimisés via I’utilisation d’adjuvant complet de Freund pour I’émulsion d’extraits de

cerveaux de lapins et de toxine pertussique (Kabat et al., 1946 ; Munoz et al., 1984).

D’autres études ont permis par la suite de définir les principaux agents immunogenes contenus dans
les extraits de cerveau utilisés jusqu’alors. Ceux-ci semblaient provenir majoritairement de la substance
blanche et plus précisément de la myéline, et se trouvaient étre des protéines plut6t que des lipides
(Olitsky et Tal, 1952 ; Kies et al., 1960). Ces premiéres études ont permis d’identifier en particulier
deux protéines que sont la MBP (pour « Myelin Basic Protein ») et la PLP (pour « ProteoLipid
Protein »). Quelques années plus tard, en 1970, Eylar et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence
que la protéine MBP entiére n’était pas indispensable a I’induction d’une encéphalomyélite
expérimentale mais qu’un fragment de seulement 9 acides aminés de cette protéine suffisait a ’induire.
Enfin, il aura fallu attendre les années 1990s pour identifier un plus grand nombre de peptides
susceptibles d’entrainer une encéphalomyélite auto-immune parmi lesquels la MOG (pour « Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein »), I’une des protéines les plus utilisées a ce jour pour I’induction d’EAE

(Linington et al., 1993 ; Amor et al., 1994 ; Johns et al., 1995).

Ces nouveaux peptides identifiés ont alors permis de standardiser 1’induction de ces modéles
animaux de SEP. Cependant, afin de pouvoir évaluer de maniére fiable et reproductible 1’évolution de
la pathologie, il a fallu établir une échelle numérique permettant d’évaluer I’intensité des symptomes
moteurs observés. Ainsi, McRae et ses collaborateurs ont proposé en 1992 une échelle de score clinique.
Malgré I’existence de quelques variantes dans le nombre de grades et leurs définitions, cette échelle

reste largement utilisée a ce jour (Table 1 ; McRae et al., 1992).
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Grade Sympt6mes cliniques
0 Aucune anomalie
Queue flasque
Queue flasque et faiblesse des membres postérieurs
Paralysie partielle des membres postérieurs

Paralysie compléte des membres postérieurs

aa B W N -

Animal moribond ou mort
Table 1 : Echelle numérique de scores cliniques pour I'évaluation de I'EAE.
Ainsi, ces nombreux travaux réalisés au XX®™ siécle ont permis I’émergence et I’optimisation de
divers modeles d’EAE qui furent et seront a 1’origine de I’enrichissement de nos connaissances sur la

physiopathologie de la SEP.

Cette diversité dans les modeles disponibles permet de répondre a des questionnements tout aussi
divers. En effet, certains modéles d’EAE permettent de mimer les formes récurrentes-rémittentes de la
SEP tandis que d’autres se rapprochent davantage des formes primaires progressives. D’autre modéles,
tels que les modéles transgéniques par exemple, permettent quant a eux de nous affranchir des effets
d’une immunisation active. Les prochaines parties auront pour vocation de présenter les principaux

modeles murins d’EAE existant a ce jour.

1.2.1.1. L’EAE récurrente-rémittente (RR-EAE) chez la souris SJL/J.

Les premiéres tentatives d’immunisation de souris de la souche SJL/J remontent aux années 1980s.
En effet, Zamvil et ses collaborateurs sont parvenus en 1985 a induire une EAE par immunisation de
cette souche contre un peptide de la protéine MBP (immunisation active) mais également par
I’intermédiaire d’une introduction de cellules T réactives a cette méme protéine (immunisation passive).
Les auteurs constatérent notamment qu’une telle immunisation passive entrainait le développement
d’une forme récurrente de la maladie dans les deux tiers des cas et le développement d’une paralysie

persistante (forme chronique) dans un tiers des cas.

Par la suite, d’autres études ont permis de mettre en évidence la nature immunogeéne du peptide

PLP13g.151 dans la souche SJL/J (Whitham et al., 1991 ; McRae et al., 1995). Ces études ont en outre
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permis de montrer que la majorité des animaux immunisés par ce peptide présentaient plusieurs phases
de rémissions suivies de récurrences des symptdmes moteurs aprés une premiére phase aigle de la

pathologie (Figure 4).

5 Figure 4 : Exemple d’évolution récurrente-rémittente
phase , . des symptdmes moteurs (scores cliniques) dans une
aigiie phase récurrente-remittente EAE induite par immunisation de souris de la souche

4 < >-¢ > SJL/J contre le peptide PLP13o.151.

]

Score clinique
%)
- |

—

Jours aprés immunisation

Ainsi, ces premiéres études ont permis d’obtenir un modéle fiable et reproductible de la forme RR-
SEP par I’utilisation d’un épitope particulier de la protéine PLP, le peptide PLP139.151, dans une souche

murine particuliére, la souche SJL/J.

1.2.1.2. L’EAE primaire-progressive (PP-EAE) chez la souris C57BL/6J.

Bien que sa nature immunogene ait été identifiée plus tardivement, la protéine MOG s’est rapidement
trouvée étre un outil majeur dans 1’obtention de modéles animaux de SEP. En effet, contrairement au
peptide PLP13g.151, I’immunisation de souris C57BL/6J par des peptides provenant de la protéine MOG,
et tout particulierement le peptide MOGasss, permet d’induire une forme progressive chronique de

I’EAE (Figure 5 ; Mendel et al., 1995).

Figure 5: Exemple d’évolution progressive des
symptdmes moteurs (scores cliniques) dans une EAE
induite par immunisation de souris de la souche

4 /—0—0—0—0—0 C57BL/6J contre le peptide MOGs3s.ss.
3 /

2 [

1

0 4%

0 5 10 15 20 25 30

Jours aprés immunisation
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En conclusion, les multiples tentatives d’immunisation de différentes souches murines via
I’utilisation de nombreux peptides provenant de la gaine de myéline a conduit, dans les années 1990s, a
I’émergence de deux principaux modeles, ’EAE-PLP (RR-EAE) et ’EAE-MOG (PP-EAE), mimant

respectivement les deux principales formes de SEP a savoir la RR-SEP et la PP-SEP.

Cependant, ces modeles trouvent parfois une utilisation restreinte, notamment du fait du caractere
non spontané de la pathologie induite. Ainsi, d’autre mod¢les tels que 1’utilisation d’animaux
transgéniques ont vu le jour au cours des années 2000s pour pallier ce mangue de spontanéité dans les
processus physiopathologiques engagés. Nous nous proposons alors maintenant de présenter rapidement

ces modeles.

1.2.1.3. Les modéles transgéniques.

L’utilisation d’animaux transgéniques permet de s’affranchir des effets d’une immunisation directe
et notamment des effets potentiellement confondants des adjuvants utilisés (adjuvant complet de Freund
et toxine pertussique). De plus, ceci permet de s’approcher davantage de la physiopathologie humaine
du fait du caractére spontané du développement de I’auto-immunité. En effet, ce modele, généré pour la
premiére fois par 1’équipe de Bettelli et ses collaborateurs en 2003 repose sur I’utilisation de cellules T
CD4* (lymphocytes T auxiliaires ou « helper ») exprimant un TCR (pour « T-Cell Receptor »)
spécifiqguement dirigé contre le peptide MOGs3s.s5 (Souris 2D2). Dans cette étude, les auteurs ont pu
mettre en évidence que plus de 30% de ces souris transgéniques développaient spontanément une
neuromyélite optique. Cependant, seulement 4% d’entre elles avaient développé une EAE spontanée
(Bettelli et al., 2003). D’autres auteurs sont quant a eux parvenus a induire une EAE spontanée par le
seul intermédiaire d’un transfert de lymphocytes T issus de souris 2D2 réactivés in vitro (Jager et al.,

2009).

Ainsi, le développement de ces nouvelles méthodes d’induction d’EAE permet de répondre a de
nouveaux questionnements, concernant notamment la genése méme de la pathologie. Cependant, elles
présentent, a I’instar des inductions actives précédemment présentées, de fortes limitations quant a

I’étude méme des mécanismes de dé- et de re-myélinisation par exemple. En effet, ces modeles

-9-



-10 -

INTRODUCTION

présentent des 1ésions sporadiques touchant I’intégralité du SNC, qu’il est par définition tres difficile de

localiser avec précision, rendant ce genre de modéle inadapté a de telles études.

Ainsi, d’autres modéles utilisant des agents viraux tel que le virus de 1I’encéphalomyélite murine de
Theiler ou des agents chimiques telles que la cuprizone ou la lysolécithine permettent alors de répondre

a ce type de questionnement. Nous allons a présent développer ces différents modéles.

1.2.2. Les modeéles viraux de démyélinisation et de dommages axonaux :

exemple du virus de ’encéphalomyélite murine de Theiler.

Certaines infections virales du SNC peuvent entrainer chez I’homme (e.g. virus JC) et chez I’animal
une démyélinisation. Chez la souris, on peut noter certaines souches de coronavirus telle que le virus de
I’hépatite murine (MHV) ou encore le virus de I’encéphalomyélite murine de Theiler (TMEV) comme
sources de démyélinisation centrale. Le TMEV, décrit pour la premiere fois par Max Theiler en 1937,
est un virus a ARN qui présente un fort tropisme pour les neurones. Les TMEV sont divisés en deux
groupes : les virus du groupe GDVII, hautement virulents, entrainent le déces des souris en une & deux
semaines, tandis que les virus du groupe TO sont a I’origine de polioencéphalomyélites dés une semaine
apres I’infection et d’une démyélinisation inflammatoire chronique aprés un mois d’évolution (phase
chronique). Ce sont ainsi les virus de ce deuxiéme groupe qui constituent, par leur pouvoir de
démyélinisation, un modéle murin de SEP (Tsunoda et Fujinami, 1996). Cependant, alors que les
dommages axonaux observés dans la SEP et dans ses modeles animaux sont décrits comme secondaires
a la démyélinisation, ces mémes dommages précedent la pathologie démyélinisante dans le cas d’une

infection au TMEV (Tsunoda et al., 2003).

1.2.3. Les modéles de démyélinisation par utilisation d’agents chimiques.

Alors que les différents modeles d’EAE sont particulierement adaptés a 1’étude des mécanismes auto-
immuns a ’origine de la SEP, les mod¢les de démyélinisation par utilisation d’agents chimiques sont
les modéles les plus adaptés a I’étude des phénoménes de dé- et de re-myélinisation. Les agents
chimiques les plus couramment utilisés pour induire une telle démyélinisation sont la cuprizone et la

lysolécithine.
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1.2.3.1. Démyélinisation par la cuprizone.

La cuprizone est un chélateur du cuivre qui provoque spécifiguement la mort des oligodendrocytes
par apoptose lorsqu’ingérée par les animaux. Cette mort cellulaire provoque par conséquent une
démyélinisation des axones, notamment au niveau du corps calleux. Apres cette phase de
démyélinisation, et apres arrét du traitement a la cuprizone, une phase de remyélinisation se met en place

autorisant I’étude des mécanismes impliqués dans ce processus (Ludwin et al., 1978).

1.2.3.2. Démyélinisation par la lysolécithine.

La lysolécithine est un activateur de la phospholipase A2 qui induit des démyélinisations focales au
niveau de son site d’injection, généralement réalisée au niveau de la moelle épiniére ou du corps calleux
des animaux (Hall, 1972). Cette démyélinisation, contrairement a celle observée dans le modele
cuprizone, résulte d’une destruction directe de la gaine de myéline et non de I’apoptose des

oligodendrocytes (Figure 6).

Figure 6 : Observation d'axones provenant du cordon postérieur de la moelle épiniere en condition basale ou apreés
traitement a la lysolécithine par microscopie électronique a transmission.

(A) Axone du cordon dorsal en absence d’injection (X 23 250). La gaine de myéline se présente sous forme compacte. (B)
Axone du cordon dorsal 30 minutes apreés injection de lysolécithine (X 19 600). La gaine de myéline apparait déja grandement
altérée. (C) Axone du cordon dorsal 72 heures apres injection de lysolécithine (X 31 500). L’axone n’est plus entouré que par
des vestiges de la gaine de myéline. Adapté de Hall, 1972.

De plus, cette démyélinisation aigle est suivie d’une remyélinisation compléte en cing a six semaines
chez I’animal jeune, tandis qu’elle semble €tre beaucoup plus lente chez 1’animal plus dgé (Shields et

al., 1999).

-11 -
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Ainsi, le modele de démyélinisation par la lysolécithine est un modéle rapide et hautement
reproductible de démyélinisation centrale permettant d’étudier a la fois les mécanismes de dé- et de re-

my¢linisation, tout en ne faisant pas intervenir de médiateurs de I’immunité.

Par la présentation, certes non exhaustive, des différents modéles animaux disponibles pour I’étude
de la SEP, nous avons pu mettre en lumiére a la fois les bénéfices apportés par chacun de ces modeles,

mais également leurs limites, en regard du questionnement posé et des mécanismes étudiés (Table 2).

Modéle de SEP

EAE récurrente -
rémittente chez la
souris SJLJ
(RR-EAE)

EAE primaire -
progressive chez la
souris C57BL/6J
(PP-EAE)

EAE chez des
souris
transgéniques

Virus de
I’encéphalomyélite
murine de Theiler
(TMEY)

Modéle de
démyélinisation
par la cuprizone

Modéle de
démyélinisation
parla cuprizone

Mode d’induction

Immunisation des souris STL/T avec le
peptide PLPj3g 5

Immunisation des souris C57BL/6J
avec le peptide MOGgs._ss

Introduction dans des souris receveuses
de clones de lymphocytes Th (2D2)
présentant un TCR specifiquement
dirigé contre le peptide MOGss 55

Infection des souris avec le virus de
I’encép halomy élite murine de Theiler

Cuprizone introduite dans la nourriture
des souris

Injection in situ de lysolécithine dans
la moélle épiniére des souris

Applications

Etude de la neuroinflammation
ct de I’activation du systéme
immunitaire

Etude de la neuroinflammation
et de I’activation du systéme
immunitaire

Etude de la neuroinflammation
et de I’activation du systéme
immunitaire, en limitant le
nombres de facteurs
confondants

Etude des dommages axonaux,
ainsi que des mécanismes de
dé- et re-my élinisation

Etude des mécanismes de dé -
et re-my ¢linisation

Etude des mécanismes de dé -
et re-my élinisation

Table 2 : Caractéristiques et modes d'induction des différents modeles animaux de SEP. Adapté de Procaccini et al.,
2015.

L’utilisation combinée de ces multiples modeéles ont permis, au cours des deux dernieres décennies,
d’apporter de nouvelles connaissances quant a la physiopathologie de la SEP et de proposer, suite a leur
acquisition, de nouvelles pistes thérapeutiques dans la prise en charge des patients atteints de SEP.
L’objet de la partie suivante sera alors de faire un état des lieux des connaissances actuelles sur la

physiopathologie de la SEP.
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1.3. Physiopathologie de la SEP.

La SEP, en tant que pathologie auto-immune, fait intervenir un grand nombre d’effecteurs cellulaires

de ’immunité innée et adaptative dont les principaux sont résumés dans la figure 7.

Neurone

Lymphocyte B
X2

| @ o Plasmoc
| (:) noeyte
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= L)
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Microglie s
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>
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auto-réactif

Barriéere Hémato-
Encéphalique

Figure 7 : Les principaux types cellulaires de I'immunité impliqués dans les dommages du systéme nerveux central.

(1) Les lymphocytes T et B pénétrent dans le parenchyme cérébral a travers la barriere hématoencéphalique. (2) La
costimulation entre les lymphocytes B et T conduit a (3) la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs
d’immunoglobulines et participe a la polarisation des lymphocytes T auto-réactifs en Thl et Th17. (4) La sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (TNFa, IFNy, IL-17) par les lymphocytes Th1 et Th17 permet en outre ’activation des cellules microgliales
et des monocytes conduisant a (5) leur différenciation en phagocytes et a la sécrétion de ROS notamment induisant des
dommages de la gaine de myéline et des axones. (6) Les lymphocytes Tc participent également a ces dommages en agissant
directement sur les neurones et sur les oligodendrocytes. (7) L’inflammation locale du systéme nerveux central peut étre
atténuée par les lymphocytes Treg et Trl via leur sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles que I’'TL-10 et le TGF-.
Figure créée avec BioRender.com

1.3.1. Les cellules de ’immunité adaptative impliquées dans la SEP.

Les cellules de I’immunité adaptative sont les premiéres a avoir été étudiées dans la physiopathologie
de la SEP. Ces cellules, contrairement aux cellules de I’'immunité innée, présentent des mécanismes de
réponses spécifiques a des antigénes donnés, notamment par la présence a leurs surfaces de récepteurs

specifiques a ces antigénes.

Deux grandes populations de cellules de I’immunité adaptative sont distinguées, notamment en

fonction du type de récepteur exprimé a leur membrane :

-13-
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- Les lymphocytes T, exprimant & leur surface des récepteurs des cellules T (TCR pour « T Cell
Receptor ») associés a la protéine CD3 et a la protéine CD4 (lymphocytes T auxiliaires ou
« helper ») ou la protéine CD8 (lymphocytes T cytotoxiques).

- Les lymphocytes B, exprimant a leur surface des récepteurs des cellules B (BCR pour « B Cell

Receptor »), des immunoglobulines de surface.

Le schéma classique d’une réponse immunitaire adaptative entend une interaction spécifique de
I’antigéne étranger, via sa présentation par une cellule présentatrice de I’antigéne (APC pour « Antigen
Presenting Cell ») avec un TCR d’un lymphocyte T naif lui-méme dirigé contre cet antigéne. S’en suit
alors une activation de ce lymphocyte T naif lui permettant entre autres de se multiplier (expansion

clonale) et de se différencier en lymphocyte T helper (Th) ou T cytotoxique (Tc ; Figure 8).

Antigéne

)
S

CD28 CD80/86 -

CMH I "

m ---~"Phagocytose

— et présentation
—
CD4 ouCD8
. @
® e
Cytokines

Cellule présentatrice

Lymphocyte T naif de lantigéne

Figure 8 : Présentation simplifiée de I’activation d’un lymphocyte T naif par une cellule présentatrice de I’antigéne.
Aprés phagocytose d’un antigéne donné par une cellule présentatrice de 1’antigéne, celui-Ci va étre présenté & sa surface en
assocication avec le CMH-II. Un lymphocyte T naif se fixe spécifiquement, via son complexe TCR-CD4 ou TCR-CD8, au
CMH-II associé a I’antigéne. Cette fixation spécifique, conjointement associée a I’interaction entre les protéines CD28 et
CD80/86 ainsi que I’activation des récepteurs aux cytokines situés a la surface du lymphocyte T naif par des cytokines sécrétées
par la cellule présentatrice de 1’antigéne, provoque sa différenciation en lymphocyte T helper ou cytotoxique. CMH-II :
Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type IT ; TCR : T-Cell Receptor. Figure créée avec BioRender.com.

L’activation conjointe d’un lymphocyte B par ce méme antigéne et par un lymphocyte Th
précédemment activé, par I’intermédiaire notamment d’une interaction entre le complexe TCR-CD4
avec le complexe majeur d’histocompatibilité de type II (CMH-II) associé a ’antigéne présent a la

surface du lymphocyte B, entrainera alors son activation spécifique (Figure 9). Cette activation,
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¢galement sous la dépendance d’autres signaux tels que des interleukines sécrétées par le lymphocyte
Th, conduira alors a la multiplication et a la différenciation de ce lymphocyte B en plasmocyte qui
sécretera des immunoglobulines circulantes. Celles-ci permettront alors la neutralisation des antigénes

en favorisant notamment leur phagocytose par les cellules de I’immunité innée (opsonisation).

Antigéne

CDh40L  CD40

na . S ILR
Lymphocyte Th L ® Lymphocyte B

Figure 9 : Présentation simplifiée de ’activation d’un lymphocyte B par un lymphocyte T helper.

La reconnaissance spécifique d’un antigéne par le BCR entraine son internalisation dans le lymphocyte B puis sa présentation
en association avec le CMH-11 a la membrane de celui-ci. Un lymphocyte Th préalablement activé se fixe spécifiquement, via
son complexe TCR-CD4, au CMH-II associé a I’antigéne. Cette fixation spécifique, conjointement associée a ’interaction
entre les protéines CD40 et CD40L ainsi que I’activation des récepteurs aux interleukines (ILR) situés a la surface du
lymphocyte B par des interleukines (IL) sécrétées par le lymphocyte Th, provoque I’activation du lymphocyte B. BCR : B-Cell
Receptor ; CMH-II : Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type II; TCR: T-Cell Receptor; ILR : Récepteur aux
interleukines ; IL : Interleukines. Figure créée avec BioRender.com.

Les lymphocytes T cytotoxiques (Tc) sont quant a eux impliqués dans la défense contre les infections
intra-cellulaires. En effet, leur TCR a la capacité d’interagir avec le CMH de type | (CMH-I) situé a la
surface des cellules de 1’organisme lorsque celui-ci est associé a un antigene pathogéne. Cette interaction
entraine la libération de granules cytotoxiques contenant des perforines formant des pores dans la
membrane de la cellule cible et des granzymes ayant une action pro-apoptotique. L’action conjointe des
perforines et des granzymes conduira alors a la destruction de la cellule infectée (Figure 10). Les
lymphocytes Tc sont en outre capables d’induire I’apoptose de la cellule cible, via I’activation de la voie
de la caspase, apres interaction de la protéine Fas Ligand (FasL) exprimée a leur surface avec le
récepteur Fas exprimé a la surface de la cellule cible. Ce processus permet notamment de mettre fin a

une réaction immunitaire lorsque celle-ci n’est plus nécessaire.
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granules cytotoxiques

Lymphocyte Tc Cellule cible

Figure 10 : Présentation simplifiée des mécanismes d’action d’un lymphocyte T cytotoxique sur une cellule cible.

La reconnaissance spécifique de ’antigéne associé au CMH-1 par le TCR du lymphocyte Tc entraine son activation. Le
lymphocyte Tc ainsi activé libére des granules cytotoxiques contenant des perforines, a 1’origine de dommages a la membrane
plasmique, et des granzymes, qui induiront I’apoptose de la cellule cible. Le lymphocyte Tc peut également exercer ses
fonctions cytotoxiques par activation du récepteur Fas a la surface de la cellule cible par la protéine FasL exprimée a sa surface.
CMH-1 : Complexe Majeur d’Histocompatibilité ; TCR : T-Cell Receptor. Figure créée avec BioRender.com.

Chacune de ces différentes populations lymphocytaires se trouve étre associée a la physiopathologie
de la SEP. Nous nous proposons donc a présent d’introduire les nouvelles connaissances concernant les

fonctions de ces différents types cellulaires dans la pathologie.

1.3.1.1. Les lymphocytes T.

L’implication des lymphocytes T dans la SEP est depuis longtemps investiguée. En effet, la présence
de lymphocytes Th et de lymphocytes Tc au niveau des lésions centrales de patients atteints de SEP a
été décrite dés les années 1980s (Traugott et al., 1983 ; Hauser et al., 1986). Ces lymphocytes vont, a
I’intérieur du parenchyme cérébral, entrainer la destruction de la gaine de myéline, la mort des
oligodendrocytes et des dommages axonaux conduisant a ’apparition des symptomes neurologiques
observés. Parallélement, des mécanismes régulateurs se mettent en place pour limiter I’inflammation et
initier la remyélinisation conduisant aux rémissions cliniques observées dans les formes RR-SEP

(Baecher-Allan et al., 2018).

Cette balance entre phénoménes pro- et anti-inflammatoires refléte une dualité dans les phénotypes
de lymphocytes T. En effet, les lymphocytes T peuvent étre répartis en deux grandes catégories : les

lymphocytes T effecteurs (pro-inflammatoires) et les lymphocytes T régulateurs (anti-inflammatoires).
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1.3.1.1.1. Les lymphocytes T effecteurs.

Les lymphocytes T effecteurs comprennent a la fois les lymphocytes Th (CD4*) et les lymphocytes

Tc (CD8Y).
Les lymphocytes T CD4* effecteurs (Th) :

Les lymphocytes Th peuvent étre subdivisés en sous-catégories en fonction de leur profil

d’expression cytokiniques (Figure 11 ; Luckheeram et al., 2012) :

- Les lymphocytes Thl, exprimant le facteur de transcription T-bet et produisant 1’interféron-y
(IFN-y) et Pinterleukine-2 (IL-2), sont impliqués dans I’élimination des pathogénes intra-
cellulaires et dans certains mécanismes auto-immuns.

- Les lymphocytes Th2, exprimant le facteur de transcription GATA-3 et responsables de la
production d’IL-4 et d’IL-13, sont notamment impliqués dans les réponses immunitaires contre
les parasites extra-cellulaires.

- Les lymphocytes Th17, exprimant le facteur de transcription RORyt et responsables de la
production d’IL-17 et d’IL-21, participent a la réponse immunitaire contre des infections
bactériennes et fongiques extra-cellulaires et sont impliqués dans 1’apparition de pathologies

auto-immunes.

Antigen Clonal T helper Master transcription Host Responses
Presentation Expansion subset factors and cytokines

Th1 Cell Mediated Immunity
IL-12 N ®e |FN-Y Responses to intracellular
Dendritic IL-18 ® IL-2 pathogens including virus,

i bacteria and parasites
o
cell N Thet

IL-4
Th2 Humoral Immunity
. ' ‘.. “e IL-4 Responses to extracellular
o ’ a2y °©

" ! IL-13 pathogens including

MHC-1I }' L6+ Gata-3 h;‘l'r:nr;lll
TCR‘ f TGF-B
. Th17 gy . IL-17A
' i e
Naive RORyt
CD4* Teell

Figure 11 : Les principales populations lymphocytaires T auxiliaires et leurs fonctions respectives. Aprés activation d’un
lymphocyte T naif par une cellule présentatrice de 1’antigéne, 1’environnement cytokinique va induire son expansion clonale et
sa différenciation vers une des sous-populations de lymphocytes Th. Chacune de ces sous-populations présente des profils
d’expression cytokinique ainsi qu’une fonction qui lui sont propres. Figure adaptée de Corripio-Miyar et al., 2022.
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Des premicres observations de 1’aggravation des symptomes chez des patients traités par I’IFNy ont
permis de soulever 1’idée d’une implication toute particuliere des lymphocytes Thl dans la
physiopathologie de la SEP (Panitch et al., 1987). Ces premiéres observations ont été par la suite
corroborées par la démonstration que I’injection de Th1 stimulés par le peptide MOGss.ss dans des souris

naives suffisait a leur provoquer une EAE (Yura et al., 2001).

Cependant, d’autres études sont venues mettre a mal I’hypothese selon laquelle la pathologie ne serait
médiée que par I’intermédiaire de ces lymphocytes Thl. En effet, Lublin et ses collaborateurs ont pu
mettre en évidence en 1993 que I’injection d’anticorps neutralisant I’IFNy provoquait I’effet inverse que
celui escompté, a savoir une augmentation de la sévérité de I’EAE. D’autres études ont par ailleurs
permis d’obtenir les mémes conclusions, en utilisant notamment des souris déficientes en IFNy ou son
récepteur (Ferber et al., 1996 ; Willenborg et al., 1996). Des auteurs se sont par la suite intéressés a
I’implication des Th17 dans la SEP. Tout comme ce qui avait é&té montré concernant les Thl, le transfert
adoptif de Th17 spécifiquement dirigés contre des peptides de la gaine de myéline suffisait a induire des

EAE chez des souris naives (Langrish et al., 2005 ; Kroenke et al., 2008).

Aujourd’hui, le réle conjoint des lymphocytes Th1 et Th17 dans la SEP et dans ses modeles animaux
est bien établi. Notamment, il a été montré que le ratio Thl7:Thl détermine la localisation de
I’inflammation au sein du SNC. En effet, I’infiltration leucocytaire et I’inflammation semble davantage
toucher le parenchyme cérébral lorsque les lymphocytes Th1l7 sont plus représentés que les Thi.
Inversement, la sur-représentation des Thl semble favoriser I’inflammation de la moelle épiniéere

(Stromnes et al., 2008).

Les lymphocytes T CD8" effecteurs (Tc) :

Les lymphocytes Tc ont été identifiés des les années 1980s comme étant la population lymphocytaire
la plus abondante dans les lésions parenchymateuses chez des patients atteints de SEP (Hauser et al.,
1986). Ces lymphocytes Tc sont détectés y compris de maniére tres précoce dans les lésions corticales
(Lucchinetti et al., 2011). De plus, un enrichissement en lymphocytes Tc sécréteurs d’IL-17 (ainsi

qualifiés de Tc17) a été décrit spécifiquement dans les lésions actives de SEP (Tzartos et al., 2008).
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Tel qu’évoqué précédemment, I’activation des lymphocytes Tc se fait par la reconnaissance du
CMH-I par le TCR exprimé a sa surface. Cependant, une telle molécule de CMH-I est indétectable dans
la majorité des cellules du systéme nerveux, ou trés peu exprimée (a la surface des cellules microgliales
par exemple). Cependant, dans certaines conditions inflammatoires telles que celles retrouvées dans la
SEP, son expression peut se trouver étre augmentée dans les neurones, les oligodendrocytes et les
astrocytes (Hoftberger et al., 2004). Ainsi, les lymphocytes Tc pourraient étre en mesure d’induire
directement la mort de ces cellules et étre a ’origine de la démy¢élinisation et des dommages axonaux
observés. Cette idée est étayée par le fait que des lymphocytes Tc aient été détectés en contact rapproché
avec des oligodendrocytes et des axones démyélinisés au niveau de Iésions chez des patients atteints de
SEP (Neunmann et al., 2002). De plus, le nombre de ces lymphocytes Tc dans les lésions est

positivement corrélé a I’extension des dommages axonaux (Kuhlmann et al., 2002).

Ainsi, I’ensemble des données présentées ci-dessus vont dans le sens non pas d’une action
individuelle de chacune de ces catégories lymphocytaires (Th et Tc) mais d’une action concertée entre
ces types cellulaires conduisant a la démyeélinisation et aux dommages axonaux observés dans la SEP et

dans ses modéles animaux.

1.3.1.1.2. Les lymphocytes T réqulateurs.

Les lymphocytes T régulateurs présentent la capacité de réguler les fonctions de divers types
cellulaires de I’immunité tels que les lymphocytes T CD4* (Th), les lymphocytes T CD8" (Tc) et les
cellules présentatrices de 1’antigéne (macrophages, monocytes et cellules dendritiques; Lowther et
Hafler, 2012). IIs sont a ce titre indispensables au maintien d’une tolérance immunitaire. De telles sous-
populations régulatrices ont été identifiées a la fois au sein des lymphocytes Th et des lymphocytes Tc

(Jadidi-Niaragh et Mirshafiey, 2011).

Les lymphocytes T régulateurs les plus étudiés dans la SEP sont ceux appartenant a la famille des

lymphocytes Th. Parmi ces lymphocytes T régulateurs, on retrouve notamment les lymphocytes T
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exprimant le facteur de transcription FoxP3 (Treg) et les lymphocytes T sécrétant I’'1L-10 et le TGF-3

(Trl ; Kleinewietfeld et Hafler, 2014).

Les études dans ’EAE ont mis en évidence le role de ses populations régulatrices dans le
développement et la sévérité de la maladie. Par exemple, le transfert adoptif de lymphocytes Treg
(exprimant FoxP3) dans des souris EAE était suffisant pour prévenir toute survenue de symptomes
cliniques (Kohm et al., 2002). Inversement, leur déplétion est en mesure d’induire une EAE a des
souches murines qui y sont naturellement résistantes (Reddy et al., 2004). D’autres études ont montré
qu’une telle déplétion n’avait aucune influence sur la premiére phase de rémission dans I’EAE-PLP
mais empéchait les rémissions suivantes (Gartner et al., 2006). De fagon similaire, I’injection de
lymphocytes T sécréteurs d’IL-10 (Trl) a des souris EAE prévient I’apparition des symptomes de celle-
ci (Barrat et al., 2002). Enfin, bien qu’aucune différence dans les proportions de lymphocytes Treg et
Trl n’ait été observée dans le sang périphérique entre des patients atteints de SEP et des sujets controles,
ces populations régulatrices montrent une diminution de leurs fonctions immunosuppressives chez les

patients (Viglietta et al., 2004).

Bien que beaucoup moins étudiés que les lymphocytes Th régulateurs, des sous-populations de
lymphocytes Tc présentant des propriétés régulatrices ont été mis en évidence. Une altération de la
fonction de ces lymphocytes Tc régulateurs a été observée, dés les années 1980s, chez des patients
atteints de SEP comparativement a des sujets controles (Antel et al., 1986). Il a plus tardivement été
montré que de tels lymphocytes Tc régulateurs étaient en mesure d’induire la mort de lymphocytes Th
spécifiqguement dirigés contre certaines protéines constitutives de la gaine de myéline (Correale et Villa,
2008). Des données similaires chez 1’animal ont montré que ces lymphocytes Tc régulateurs étaient
capables d’inhiber les lymphocytes Th auto-réactifs et ainsi d’atténuer la sévérité de I’EAE (Lu et al.,
2008). Cette sous-population de lymphocytes Tc est en outre capable d’inhiber la prolifération de ces
mémes lymphocytes Th auto-réactifs. Une réduction de cette inhibition a par ailleurs été observée chez
des patients atteints de SEP en phase active de la maladie en comparaison avec des patients en phase

non-active de la pathologie et des sujets contréles (Baughman et al., 2011).



INTRODUCTION

Les données présentées ci-dessus vont ainsi dans le sens, outre la présence et la prolifération
anormale de lymphocytes Th et Tc auto-réactifs, d’une diminution de leur régulation par les populations

lymphocytaires régulatrices dans la SEP et ses modéles animaux.

1.3.1.2. Les lymphocytes B.

A D’instar des lymphocytes T, les lymphocytes B peuvent étre subdivisés en deux grandes catégories :

les lymphocytes B effecteurs et les lymphocytes B régulateurs (Figure 12).
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Figure 12 : Les voies de différenciation des différentes sous-populations de lymphocytes B. Des cellules B immatures de
la moelle osseuse migrent vers la rate ou elles deviennent matures. Apres activation par un antigéne, les lymphocytes B matures
se différencient en plasmocytes a demi-vie courte sécréteurs d’immunoglobulines, ou entrent dans la réaction des centres
germinatifs qui permet notamment la maturation de leur affinité. Certains lymphocytes B entreront dans le réservoir de
lymphocytes B mémoires ou de plasmocytes a longue demi-vie. Aprés une seconde rencontre avec ’antigéne, les cellules B
mémoires pourront se différencier en plasmocytes sécréteurs d’immunoglobulines ou proliféreront pour donner d’autres
lymphocytes B mémoires. Les lymphocytes B régulateurs producteurs d’IL-10 (Breg) proviennent majoritairement des
lymhocytes B immatures et mémaoires. De plus, les lymphocytes B immatures et matures peuvent se différencier en plasmocytes
sécréteurs d’IL-10. Les précurseurs des cellules Breg productices de granzymes restent a identifier. Figure adaptée de Oleinika
et al., 2019.

Les lymphocytes B effecteurs peuvent eux-mémes étre divisés en deux catégories (Cencioni et al.,

2021) ;

- Les lymphocytes B sécréteurs d’immunoglobulines a savoir les plasmablastes (précurseur des
plasmocytes) et les plasmocytes (dernier stade de différenciation des lymphocytes B activés),

- Les lymphocytes B mémoires qui interviennent dans le développement de la réponse
immunitaire adaptative en jouant le rdle d’APC, et qui participent ainsi a la différenciation des

lymphocytes T effecteurs en Thl et Th2 notamment (Zouali, 2008). Ceux-ci présentent de plus
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la capacité de sécreter diverses cytokines telles que 1’IL-6, le facteur de nécrose tumorale-a
(TNFa pour « Tumor Necrosis Factor-a »), la lymphotoxine-a (LTa) ainsi que le facteur
stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF pour « Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor ») participant a 1’activation des lymphocytes T et des

cellules de I’immunité innée.

Les lymphocytes B régulateurs (Breg) sont quant a eux capables de réguler la réponse immunitaire
par I’intermédiaire d’une sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles que I’'IL-10, I’TL-35, le
facteur de croissance transformant-f (TGF-p pour « Transforming Growth Factor-f3 ») et le granzyme

B (Rosser et Mauri, 2015).

L’idée d’une implication des lymphocytes B dans la physiopathologie de la SEP est supportée par la
présence de bandes oligoclonales dans le liquide céphalorachidien (LCR) chez plus de 95% des patients
atteints de SEP (Link et Huang, 2006). De plus, I’existence de telles bandes oligoclonales chez les
patients présentant un syndrome cliniquement isolé est associé a un risque plus élevé de conversion en
SEP (Dobson et al., 2013). Par ailleurs, des lymphocytes B sont détectés dans le parenchyme cérébral,

les méninges et le LCR de patients atteints de SEP (Lovato et al., 2011).

Des anomalies des populations lymphocytaires B effectrices ont en outre pu étre mises en évidence
dans la SEP et dans ses modéles animaux. Par exemple, des modifications dans les sécrétions de
cytokines par les lymphocytes B naifs et mémoires ont pu étre mis en évidence chez des patients atteints
de SEP. En effet, de tels lymphocytes activés montrent une augmentation de leur sécrétion de TNFa,
LTa, IL-6 et GM-CSF (Duddy et al., 2007 ; Bar-Or et al., 2010 ; Li et al., 2015). De plus, des
lymphocytes B issus de patients atteints de SEP sont en mesure d’induire in vitro la mort des
oligodendrocytes et des neurones (Lisak et al., 2012 ; Lisak et al., 2017). Enfin, les lymphocytes B
mémoires sont en partie responsables de la prolifération des lymphocytes T auto-réactifs chez les
patients atteints de SEP du fait que leur déplétion entraine une diminution de cette prolifération (Jelcic

etal., 2018).
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A D’instar des anomalies des populations lymphocytaires B effectrices, des observations similaires
dans les populations B régulatrices ont été rapportées dans la SEP par de nombreux travaux. En effet,
des animaux déficients en lymphocytes B sécréteurs de TGF-B montrent une augmentation des réponses
Thl et Th17 au niveau du SNC conduisant & une plus grande susceptibilité a I’EAE (Bjarnadottir et al.,
2016). De plus, des lymphocytes B issus de patients atteints de SEP montrent une plus faible production
d’IL-10 lorsqu’ils sont stimulés par le CD40L comparés aux sujets contrbles (Okada et al., 2018). Enfin,
ces mémes lymphocytes B sécréteurs d’IL-10 se trouvent étre moins nombreux chez les patients SEP

pendant les poussées par rapport aux périodes de rémission de la pathologie (Knippenberg et al., 2011).

Ainsi, les lymphocytes B sont impliqués dans la physiopathologie de la SEP non seulement par
I’intermédiaire de leurs sécrétions d’immunoglobulines, mais également via leur coopération avec les

autres médiateurs de I’immunité et une diminution de leur pouvoir régulateur sur ceux-ci.

1.3.2. Les cellules de ’'immunité innée impliguées dans la SEP.

1.3.2.1. Les cellules dendritiques.

Les cellules dendritiques (DC pour « Dendritic Cells ») sont des APC professionnelles dont le role

principal est d’induire I’activation et la différenciation des lymphocytes T naifs (Figure 13).

Figure 13: Stimulation de lymphocytes T naifs par les
cellules dendritiques. La présentation d’un antigéne par une
cellule dendritique a un lymphocyte T naif permet sa
différenciation vers 1’une des diverses sous-populations de
lymphocytes Th (Th1, Th2, Th17). Les cellules dendrittiques
sont également capables d’activer d’autres cellules de
I’immunité innée pouvant participer a la différenciation des
sous-populations de lymphocytes Th. Figure adaptée de
Comabella et al., 2010.
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Dans ’EAE, une accumulation de ces DC est observée dans le SNC des animaux. Celles-ci
promeuvent la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes Th17 spécifiquement. (Bailey et
al., 2007). Chez les patients atteints de SEP, des DC issues de la circulation périphérique montrent une
augmentation de I’expression de la protéine CD40, reflet de leur activation, a la fois chez les patients
RR- et SP-SEP. Cependant, les patients SP-SEP se distinguent des patients RR-SEP dans le sens ou
leurs DC présentent une diminution de 1’expression du ligand de mort programmée-1 (PDL-1 pour
« Programmed Cell Death-1 »), une molécule jouant un rdle majeur dans la tolérance immunitaire, et
une augmentation de leur production d’IL-12 et de TNFa. De plus, les DC issues de patients RR-SEP
induisent des réponses de type Thl et Th2 du fait d’une augmentation de la sécrétion d’IL-4, IL-13,
IFNy et TNFa tandis que celles issues des patients SP-SEP se limitent a induire une réponse de type Thl

(Karni et al., 2006).

Ainsi, les DC jouent un role important dans 1’induction d’une réponse immunitaire pro-inflammatoire
mediée par les lymphocytes T dans la SEP et pourraient, au moins en partie, constituer un des facteurs

favorisant la conversion vers une forme SP-SEP.

1.3.2.2. Les mastocytes.

Les mastocytes sont des cellules impliquées dans les réactions allergiques du fait de leur capacité a
synthétiser et sécréter de I’histamine. Cependant, ils présentent un réle dans l’activation et la
différenciation des lymphocytes T naifs en Thl, Th2 ou Thl7. En effet, les mastocytes expriment des
cytokines capables de promouvoir de fagon directe leur différenciation en Thl (IL-12) ou en Th17 (IL-
6 et TGF-B) ou indirectement, via I’activation des DC par 1’IL-4, en Th2 (Christy and Brown, 2007). De
plus, les mastocytes sont doués de phagocytose et peuvent ainsi intervenir dans la destruction de la gaine
de myéline, a I’instar des macrophages et de la microglie dont il sera sujet dans la prochaine partie

(Medic et al., 2008).

Des études chez I’animal ont montré que des animaux déficients en mastocytes présentaient une EAE
moins sévere avec une incidence de déclaration plus faible et une diminution de la réponse des

lymphocytes T auto-réactifs (Secor et al., 2000 ; Gregory et al., 2005). Cependant, d’autres études ont
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montré que des souris déficientes en mastocytes présentaient la méme susceptibilité a I’EAE que des

souris contrdles (Bennett et al., 2009).

Chez les patients atteints de SEP, des accumulations de mastocytes au niveau des plaques, mais
également au niveau de la matiére blanche « saine », ont été mises en évidence (Toms et al., 1990). De
plus, des taux plus élevés de tryptase, une enzyme spécifique des mastocytes, ont été observés dans le
LCR de patients atteints de SEP (Rozniecki et al., 1995). Cette enzyme, ainsi que I’histamine et d’autres
cytokines sécrétées par les mastocytes telles que I’IL-1, I’'TL-16 ou le TNFa participent a I’ouverture de

la barriére hématoencéphalique (BHE ; voir partie 11.3.4. ; Sospedra et Martin, 2005).

1.3.2.3. Les phagocytes mononucléés : Macrophages et cellules microgliales.

Les phagocytes mononucléés tels que les macrophages et les cellules microgliales constituent la
population immunitaire la plus abondante au niveau des lésions centrales des patients atteints de SEP.
Ceux-ci peuvent moduler la réponse immunitaire adaptative via leur interaction avec les cellules la
constituant (lymphocytes B et T) mais sont également directement impliqués dans la démyélinisation et
les dommages axonaux. Les phagocytes sont également responsables de la clairance des débris de
myéline (Hemmer et al., 2015). De plus, leur quantité au sein d’une 1ésion est positivement corrélée a
la progression des dommages axonaux (Bitsch et al., 2000). Ces phagocytes sont en outre en mesure de
produire des especes réactives de I’oxygéne (ROS) capables d’induire la démyélinisation et les
dommages axonaux observés chez les patients atteints de SEP (Fischer et al., 2012). L’implication de
ces cellules dans la démyélinisation et les dommages axonaux est corroborée par des études dans ’EAE
montrant que leur présence induit une dégénérescence axonale et que I’inhibition de leur activation ou

I’inhibition de la libération de ROS diminue les dommages axonaux observés (Niki¢ et al., 2011).

Inversement, des études sur I’animal utilisant le modele de démyélinisation par injection de
lysolécithine ont montré qu’un certain phénotype de phagocyte immunorégulateur était impliqué dans
les mécanismes de remyélinisation en promouvant la différenciation des précurseurs d’oligodendrocytes

en oligodendrocytes matures (Miron et al., 2013).
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Cette dualité entre effets pro-dégénératifs et effets pro-remyélinisants des phagocytes semble étre
liége a leur origine méme. En effet, les phagocytes dérivés de monocytes seraient a 1’origine de la
démyélinisation tandis que ceux dérivés de cellules microgliales seraient en mesure de promouvoir la

remyélinisation par 1’intermédiaire de la clairance des débris de myéline (Yamasaki et al., 2014).

1.3.2.4. Les neutrophiles.

Les neutrophiles constituent la population cellulaire la plus abondante des leucocytes circulants chez
I’humain (Opdenakker et al., 1998). Cependant, ils ont pendant longtemps été mis de coté dans 1’étude
de la SEP notamment en raison de leur faible demi-vie, rendant de ce fait leur étude plus complexe. Bien
qu’ils ne soient pas retrouvés abondamment dans le SNC des patients atteints de SEP, des études chez
I’animal suggérent qu’ils pourraient bel et bien étre impliqués dans sa physiopathologie (De Bondt et
al., 2020). Par exemple, ceux-ci s’accumulent au niveau des méninges de souris EAE des 24 heures
aprés I’induction du modele, et leur nombre augmente encore par la suite pendant les phases pré-
symptomatiques et au maximum de la maladie (Christy et al., 2013). De plus, la déplétion sélective des

neutrophiles retarde voire abolit ’apparition des symptomes moteurs dans ’EAE (McColl et al., 1998).

Les mécanismes d’action des neutrophiles dans la physiopathologie de la SEP peuvent étre multiples.
Tous d’abord, ils présentent des capacités de phagocytose. Ainsi, certains auteurs émettent 1’hypothése
qu’ils pourraient agir de maniére conjointe avec les macrophages et les cellules microgliales dans la
clairance des débris de myéline (Yamasaki et al., 2014). De plus, les neutrophiles sécrétent de nombreux
médiateurs de I’immunité. Par exemple, il a été montré dans I’EAE qu’ils étaient en mesure de sécréter
le propeptide de I’IL-1f (pro-1L-1P) et que I’activation de récepteurs a I’'IL-1 exprimé & la surface des
cellules endothéliales entrainait une EAE plus sévere (Paré et al., 2017). Les neutrophiles sont en outre
impliqués dans la rupture de la BHE. En effet, I’apparition de neutrophiles dans le SNC est concomitante
a I’ouverture de la BHE et, inversement, leur déplétion augmente son intégrité dans I’EAE. De plus, leur
présence a été observée dans des Iésions actives de SEP dans lesquelles la BHE est altérée (Aubé et al.,
2014). La rupture de la BHE par les neutrophiles pourrait également étre médiée par la sécrétion de
divers médiateurs dont la myélopéroxydase. En effet, I’utilisation d’un inhibiteur de cette enzyme dans

I’EAE entraine une diminution de I’infiltration des leucocytes et une diminution de la sévérité de la
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maladie, en lien avec une augmentation de I’intégrité de la BHE (Yu et al., 2018). Enfin, les neutrophiles
semblent intervenir dans la maturation des monocytes, des cellules microgliales et des DC, augmentant
ainsi leur capacité de présentation des auto-antigenes aux lymphocytes T auto-réactifs. De plus, leur
déplétion sélective perturbe la maturation des APC et le recrutement des DC au sein du SNC (Steinbach

etal., 2013).

Ainsi, nos connaissances sur la physiopathologie de la SEP se sont grandement enrichies au cours
des deux dernieres décennies. Cependant, bien que de nombreux facteurs de risques aient été identifiés,
I’origine de la pathologie, s’il en est une unique, reste encore aujourd’hui largement a découvrir. L’objet
de la partie suivante sera alors de présenter les différentes hypothéses soulevées a ce jour quant a la

I’origine de la maladie ainsi que les différents facteurs de risque identifiés.

1.4. Etiologie et facteurs de risques de la SEP.

1.4.1. Quelle origine pour la SEP ?

Bien que I’origine de la pathologie n’ait pas encore été totalement élucidée, deux hypothéses
concernant 1’origine de 1’auto-immunité coexistent. Elles se distinguent notamment par la spatialité et
la temporalité des éveénements conduisant a I’apparition des lésions centrales. Nous allons présenter ici

ces deux hypotheses :

e Le modéle intrinseque (modéle « Inside-Out ») :

Le modéle intrinseque postule qu’un premier événement au sein du SNC entraine par la suite le
recrutement des cellules de I’immunité innée et adaptative a 1’origine d’une réaction immunitaire
secondaire (Figure 14 ; Henderson et al., 2009). Cette hypothése veut qu’une dégénérescence spontanée
d’oligodendrocytes survienne, libérant des produits de dégradation (antigénes spécifiques de la myéline
notamment) en mesure d’activer les cellules microgliales résidentes. Ceci est en accord avec une étude
de Barnett et Prineas selon laquelle une perte d’oligodendrocytes ainsi qu’une activation des cellules

microgliales étaient observées dans des 1ésions nouvellement formées en 1’absence d’infiltration
g

-27-



-28 -

INTRODUCTION

significative de lymphocytes ou de phagocytes (Barnett et Prineas, 2004). Les antigénes issus de cette
dégradation primaire d’oligodendrocytes rejoignent ensuite, par des mécanismes encore non totalement
élucidés, les ganglions lymphatiques cervicaux ou ils activent la réponse immunitaire adaptative
secondaire. Cependant, 1’origine de cette dégradation primaire des oligodendrocytes n’est pas connue,

fragilisant ainsi cette hypothése (Hemmer et al., 2015).
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Figure 14 : Le modéle intrinseque de la physiopathologie de la SEP (« Inside-Out »). Le modele intrinseque débute avec
une dégénérescence d’oligodendrocytes qui conduit a la libération d’antigénes de la myéline hors du systéme nerveux central
(1) suivie de leur présentation par des APC (2) a des lymphocytes T auto-réactifs provoquant leur activation et leur polarisation
en lymphocytes Thl et Th17 (3). Les lymphocytes T auto-réactifs vont ensuite migrer a travers la BHE vers le parenchyme
cérébral ou ils seront réactivés par les APC résidentes du SNC (4) puis vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires a
I’origine de dommages directs ou indirects causés a la gaine de myéline, notamment par I’intermédiaire des phagocytes et des
lymphocytes B (5). La production de nouveaux épitopes par la destruction de la gaine de myéline peut induire 1’activation de
nouveaux lymphocytes T auto-réactifs specifiques de ces épitopes (« epitope spreading ») (6) participant a I’expansion de la
démyélinisation (7). APC: Cellule présentatrice de 1’antigéne ; BHE : Barriere Hémato-Encéphalique ; CNS : Systéme
Nerveux Central ; OPC : Cellules progénitrices d’oligodendrocytes. Source : Titus et al., 2020.

Periphery

e Le modele extrinseque (modéle « Qutside-In) :

Le modele extrinseque postule quant a lui que la réponse auto-immune spécifique d’un antigéne du
SNC débute en périphérie avant d’étre transféré au SNC jusqu’alors non affecté (Figure 15). L activation

des lymphocytes T auto-réactifs dans les organes périphériques tels que les poumons ou la muqueuse
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intestinale pourrait étre une conséquence d’une réactivité croisée ou d’un mimétisme moléculaire avec
des antigénes d’autres agents infectieux (Olson et al., 2001 ; Harkiolaki et al., 2009). Apreés leur
migration vers les ganglions lymphatiques, ces lymphocytes T auto-réactifs ainsi que des lymphocytes
B vont rejoindre le SNC (Henderson et al., 2009) ou ils seront en mesure, par I’intermédiaire de la
sécrétion de divers médiateurs inflammatoires, d’induire le recrutement de monocytes et d’autres
lymphocytes, notamment par le biais de I’ouverture de la BHE, conduisant au développement des lésions

démyélinisantes (Hemmer et al., 2015).
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Figure 15 : Le modéle extrinseque de la physiopathologie de la SEP (« Outside-In »). Le modéle extrinseque débute avec
une activation de lymphocytes T auto-réactifs dirigés contre des antigénes de myéline a la suite de la reconnaissance d’un
peptide mimétique a la surface d’un organisme pathogéne (1-2). Les lymphocytes T auto-réactifs ainsi activeés se différencient
en Thl et Th17 puis migrent vers le parenchyme cérébral a travers la BHE ou ils seront réactivés par des APC résidentes du
SNC (3), puis vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires a I’origine de dommages directs ou indirects causés a la gaine
de myéline, notamment par I’intermédiaire des phagocytes et des lymphocytes B (4). La production de nouveaux épitopes par
la destruction de la gaine de myéline peut induire I’activation de nouveaux lymphocytes T auto-réactifs spécifiques de ces
épitopes (« epitope spreading ») (5) participant a I’expansion de la démyélinisation (6). APC : Cellule présentatrice de
I’antigéne ; BHE : Barriere Hémato-Encéphalique ; CNS: Systeme Nerveux central ; OPC: Cellules progénitrices
d’oligodendrocytes. Source : Titus et al., 2020.

Ainsi, la cinétique de I’installation de la réponse auto-immune reste encore aujourd’hui débattue.
Cependant, certains auteurs émettent 1’idée que, devant la grande hétérogénéité de la SEP, une

combinaison de ces deux hypotheses pourrait permettre de mieux comprendre les origines et les formes
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multiples de la pathologie (Titus et al., 2020). Cependant, quelle que soit 1’origine intrinséque ou
extrinseque des lésions centrales, de nombreux facteurs de risques de déclenchement de la pathologie

ont été identifiés. Nous nous proposons a présent d’en exposer les principaux.

1.4.2. Facteurs de risques de développement d’une SEP.

1.4.2.1. Prédispositions génétigues.

Les premiers arguments en faveur de I’existence de prédispositions génétiques dans le
déclenchement de la SEP repose sur des études de la prévalence de la maladie chez des familles dont au
moins un individu est atteint de la pathologie. Par exemple, les membres au premier degré d’une famille
présentant un individu atteint de la SEP présentent un risque de 3% de développer une SEP au cours de
leur vie (5% pour les fréres et sceurs, 2% pour les parents et 2% pour les enfants) en comparaison avec
un risque estimé de 0.1% dans la population générale (Compston et Coles, 2008). Ces susceptibilités
génétiques sont notamment portées par des variabilités alléliques codant pour le CMH (ou HLA pour
« Human Leucocyte Antigen »). Une association entre le sérotype HLA-DR2 et la SEP a été mise en
évidence des les années 1970s (Jersild et al., 1972). D’autres études sont venues par la suite confirmer
I’implication de ce sérotype. Par exemple, les porteurs de 1’allele HLA DRB1*15:01 présentent trois
fois plus de risque de développer une SEP que les individus non porteurs de cet alléle (Patsopoulos et
al., 2013). Des études d’associations pangénomiques ont par ailleurs permis de mettre en évidence plus
de 200 variants génétiques prédisposant a la SEP (IMSGC, 2019), dont nombre d’entre eux sont

impliqués dans les réponses immunitaires.

Néanmoins, les prédispositions génétiques ne peuvent expliquer qu’environ 30% des risques de
développer une SEP (IMSGC, WTCCC2 et IIBDGC, 2013). En effet, des études réalisées chez des
jumeaux ont montré que des jumeaux monozygotes, qui partagent par conséquent un patrimoine
génétique identique, ne présentent qu’un risque autour de 30% de développer la maladie si I’'un d’eux
est déja atteint (Compston et Coles, 2008). Ainsi, d’autres facteurs, en particulier environnementaux,

ceuvreraient de concert avec les prédispositions génétiques dans le développement de la maladie.
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1.4.2.2. Les facteurs environnementaux.

De nombreux facteurs environnementaux ont montré un impact dans le développement de la SEP.

Nous détaillerons les plus documentés d’entre eux.

1.4.2.2.1. Infection par le virus Epstein-Barr (EBV).

Plusieurs agents infectieux ont été suspectés de jouer un role dans le développement de la pathologie.
Cette idée est confortée par les deux hypothéses soulevées précédemment quant a 1’origine de la
pathologie, a savoir une activation par mimétisme moléculaire de lymphocytes T périphériques ou une
infection virale centrale a I’origine d’une dégénérescence d’oligodendrocytes. L’infection par I’EBV est
depuis longtemps suspectée comme un déclencheur probable de la pathologie. En effet, des études ont
montré une augmentation de la quantité d’anticorps dirigés contre I’EBV chez des patients atteints de
SEP (Ascherio et al., 2001). De plus, des individus affichant des antécédents de mononucléose
infectieuse avec manifestations cliniques présentent deux fois plus de risques de développer la
pathologie (Handel et al., 2010). D’autres études ont montré une séropositivité a I’EBV dans environ
99.5% des patients SEP contre environ 94% des sujets controles (Ascherio et Munger, 2007). De plus,
I’association entre la présence du variant génétique HLA-DRB1*15 et une séropositivité a ’EBV est
associé a un risque 16 fois plus élevé de développer une SEP (Sundgvist et al., 2012). Enfin, une étude
récente propose qu’une infection par I’EBV augmente d’un facteur 32 le risque de développement de la
maladie (Bjornevik et al., 2022). En effet, dans cette étude, les auteurs ont montré que, parmi les 35
patients atteints de SEP initialement séronégatifs a I’EBV (sur un total de 801 patients), 34 avaient été
infecté par ’EBV avant le début de la pathologie. Cette nouvelle étude conforte ainsi I’implication de
I’EBV comme déclencheur potentiel de la SEP. Les mécanismes d’action d’une telle infection a ’EBV
dans la physiopathologie de la SEP restent cependant largement a découvrir. Néanmoins, il semblerait
gue ceux-ci impliquent notamment les lymphocytes B. En effet, une plus grande proportion de
lymphocytes B infectés par I’EBV a été observée dans le cerveau de patients atteints de SEP par rapport
a des sujets contrbles (Moreno et al., 2018). L’EBV pourrait ainsi induire une transformation des
lymphocytes B conduisant a I’expansion clonale de populations auto-réactives via I’expression de deux

protéines virales, LMP1 et LMP2A (pour « Latent Membrane Protein 1» ou «2A »), mimant
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respectivement le marqueur CD40, responsable de la costimulation entre lymphocytes B et T, et le BCR
exprimé a la surface des lymphocytes B (Kang et Kieff, 2015). L’implication de ’EBV dans le
déclenchement de la SEP pourrait également étre médiée par des lymphocytes Tc. En effet, la présence
de lymphocytes Tc spécifiques de ’EBV dans le cerveau de patients atteints de SEP appuie I’idée qu’une
infection par ce virus pourrait stimuler la réponse lymphocytaire Tc et promouvoir les dommages
centraux observés dans la SEP (Serafini et al., 2019). Enfin, I’infection par ’EBV pourrait engendrer la
réponse auto-immune par mimeétisme moléculaire qui veut que certaines des protéines virales imiteraient

des protéines constitutives de la gaine de myéline (Alfredsson et Olsson, 2019.)

Bien que le risque de développer une SEP a la suite d’une infection par I’EBV présenté par Bjornevik
et ses collaborateurs soit trés élevé, une telle infection ne peut expliquer seule les risques de
développement de la pathologie. Par exemple, il a été montré qu’une telle infection par I’EBV était
certes associée a une augmentation du risque de développer une SEP si I’infection avait eu lieu pendant
I’adolescence ou plus tard, mais n’augmentait pas ce risque si I’infection avait eu lieu pendant 1’enfance

(Ascherio et Munger, 2015).

1.4.2.2.2. Exposition au soleil / carences en vitamine D.

L’implication de I’ensoleillement et d’une carence en vitamine D dans la physiopathologie de 1a SEP
est appuyée par I’observation d’un gradient géographique concernant la prévalence de la maladie (Figure
16 ; Simpson et al., 2011). En effet, les régions du monde situées les plus au nord semblent présenter
une prévalence plus importante que les régions situées plus au sud. Un tel gradient géographique est

¢galement retrouvé a I’échelle de la France (Ha-Vinh et al., 2016).
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Figure 16 : Carte des prévalences mondiales de la SEP. Source : Atlas of MS, MS international federation.

Les rayonnements ultra-violets (UV) et en particulier les UV-B sont indispensables a la conversion
de la provitamine D3 en prévitamine D3 puis en vitamine D3 (Wacker et Holick, 2013). Ainsi, il est
difficile de distinguer les effets directs des rayonnements UV de ceux de la vitamine D (Alfredsson et
Olsson, 2019). Certaines études ont en effet montré qu’une plus grande exposition aux rayonnements
UV était liée & un risque plus faible de développer la SEP. Cependant, aprés ajustement aux niveaux de
vitamine D, une association persistait entre rayonnements UV et risques de SEP, suggérant de ce fait un
effet protecteur indépendant des rayonnements UV dans la SEP (Baarnhielm et al., 2012). Ces données
sont en accord avec des études réalisées chez 1’animal. Par exemple, il a été montré que 1’exposition de
souris EAE a des rayonnements UV réduisait considérablement la sévérité de ’EAE (Becklund et al.,
2010) en augmentant notamment 1’activation des lymphocytes Treg via I’atténuation des fonctions des

DC (Breuer et al., 2014).

Bien que I’exposition aux rayonnements UV présente des effets intrinséques dans les risques de SEP,
ils y participent également par I’intermédiaire de la production de vitamine D. En effet, des études ont
mis en évidence qu’un taux élevé de vitamine D, en particulier avant I’dge de 20 ans, permettait de

diminuer les risques de développer une SEP (Munger et al., 2006). De maniere équivalente, il a été
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montré qu’un régime alimentaire riche en vitamine D diminuait le risque de développer une SEP
(Baarnhielm et al., 2014). De plus, des taux élevés de vitamine D sont associés avec une diminution des
dommages axonaux et de I’activité de la maladie chez des patients atteints de SEP (Ascherio et al.,

2014 ; Sandberg et al., 2016).

Ainsi, le manque d’exposition aux rayonnements UV, notamment par I’intermédiaire d’une
diminution de la synthése de vitamine D, permet d’expliquer au moins en partie le gradient géographique
observé dans la prévalence de la SEP. Cependant, les rayonnements UV ne sont pas en mesure a eux-
seuls d’expliquer ce gradient. En effet, d’autres facteurs de risque associés a la SEP, tels que le tabagisme
ou I’obésité infantile, peuvent expliquer ces différences de prévalence entre les régions du nord et les

régions du sud.

1.4.2.2.3. Tabagisme.

Le tabagisme entraine une augmentation du risque de développer une SEP. En effet, il existe un lien
fort entre I’intensité du tabagisme et 1’augmentation du risque de SEP (HedstrOm et al., 2009). Le
tabagisme passif est lui aussi associé a une augmentation du risque de SEP, suggérant que des irritations
modérées du tissu pulmonaire suffiraient a augmenter le risque de développer une SEP (Hedstrém et al.,
2011). Ces études sur le tabagisme ne permettent cependant pas de distinguer les effets de la nicotine
des effets de la fumée sur le tissu pulmonaire. Cependant, des études réalisées chez des individus
consommant du tabac par voie orale ont montré une diminution du risque de SEP de fagon dose-
dépendante, suggérant un effet protecteur de la nicotine (Hedstrom et al., 2009). Ainsi, les effets
délétéres du tabagisme seraient liés aux dommages causés au tissu pulmonaire. Cette idée est confortée
par de récentes études sur I’impact de la pollution atmosphérique dans les risques de SEP. En effet,
certains agents polluants présents dans 1’air montrent un effet pro-inflammatoire dans la SEP
possiblement par 1’induction de lymphocytes Th17 auto-réactifs au niveau pulmonaire (Cortese et al.,

2020).
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1.4.2.2.4. Obésité infantile.

L’obésité a I’adolescence augmente le risque de développer une SEP tandis que I’obésité au moment
du diagnostic semble n’exercer aucune influence. Ce risque est d’autant plus élevé que I’indice de masse
corporelle I’est également (Hedstrom et al., 2014). L’obésité est également associée a une augmentation
du risque de formes pédiatriques de SEP et de syndromes cliniquement isolés chez 1’enfant (Langer-

Gould et al., 2013).

Les effets de 1’obésité sur I’augmentation du risque de SEP pourraient étre liés a deux phénoménes
pouvant agir de concert. Tout d’abord, 1’obésité provoque une inflammation modérée persistante. En
effet, le tissu adipeux est en mesure de sécréter diverses molécules pro-inflammatoires telles que 1’IL-
6, le TNFa et la leptine (Frubeck, 2004). Tout particulierement, le nombre de lymphocytes Treg est
inversement proportionnel aux quantités de leptines sécrétées, suggérant un réle de cette molécule dans
le contrdle des populations lymphocytaires régulatrices. Il a été en outre démontré que I’inhibition des
effets de la leptine diminuait la sévérité d’une EAE-PLP (Matarese et al., 2005). Additionnellement,
I’obésité diminue la biodisponibilité de la vitamine D, pouvant ainsi expliquer au moins partiellement

les effets observés sur le risque de développer une SEP (Wortsman et al., 2000).

Ainsi, de nombreux facteurs de risque de développement d’une SEP ont été identifiés. Nous avons
précédemment présenté les plus couramment étudiés d’entre eux. Cependant, d’autres facteurs de risque
ont été identifiés tels que le stress psychologique et les altérations de 1’homéostasie intestinale qui ont
fait ’objet des travaux présentés dans le présent manuscrit. Nous présenterons un état des lieux des

connaissances de I’implication de ces deux facteurs dans la physiopathologie de la SEP.

I1. Le stress psychologique : un facteur de risque dans la SEP.

L’implication du stress psychologique (nommé simplement « stress » dans la suite de ces propos)

dans les risques d’apparition et dans 1’évolution de la SEP avait été proposée par Jean-Martin Charcot
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dés 1877 dans sa premiére description de la pathologie. Depuis, de nombreuses études ont tenté de mieux
comprendre I’implication du stress dans la maladie. Cependant, celles-ci sont rendues compliquées du
fait de la difficulté a mesurer de maniére fiable et reproductible la nature stressante d’un événement,
notamment en raison de la subjectivité inhérente a de tels événements stressants. Un évenement stressant
est défini par un événement interne ou externe mettant a I’épreuve I’homéostasie d’un organisme. Ainsi,
le stress peut étre défini comme un état dans lequel I’homéostasie est altérée ou percue comme 1’étant
(Chrousos, 2009). Ces modifications de I’homéostasie, et la nécessité de rétablir 1’équilibre originel,
implique divers systémes tels que le systéme nerveux autonome, 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien et le systéme vasculaire qui se trouvent étre notamment impliqués dans la réponse
immunitaire (Lovera et Reza, 2013). Ainsi, un déséquilibre dans un de ces systemes, par la survenue

d’événements stressants, pourrait &tre au moins en partie liée a la physiopathologie de la SEP.

Nous proposons dans cette partie de présenter les effets du stress dans la SEP et dans ses modeles
animaux, ainsi que les mécanismes d’action associés. Nous présenterons enfin les résultats d’études de
stratégies de réduction du stress sur I’évolution de la SEP et des stratégies similaires chez 1’animal, tel

que I’enrichissement environnemental.

11.1. Stress et SEP.

11.1.1. Stress et risque de développement d’une SEP.

Les premiéres études sur les impacts du stress dans la SEP remontent aux années 1980s. 1l s’agit
d’études cas-témoins rétrospectives qui s’intéressaient a élucider 1’association possible entre stress et
déclenchement de la pathologie. Dans une premiere étude comparant 100 patients atteints de SEP avec
100 patients témoins, les auteurs ont montré que 79% des patients atteints de SEP déclaraient avoir vécu
des événements de vie entrainant un stress inhabituel dans les deux années précédant I’apparition de
leurs symptdmes contre 54% chez les patients contréles durant les deux années précédant I’ interview.
IIs en ont conclu que le stress multipliait par 3.2 le risque de développement de la pathologie (Warren
et al., 1982 ; Table 3). Dans une autre étude comparant 39 patients atteints de SEP avec 40 volontaires

sains, il a été montré que la survenue d’un événement marquant dans les six mois avant la déclaration
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de la pathologie était déclarée chez 77% des patients contre 35% chez les volontaires sains dans les six
mois précédant I’interview (Grant et al., 1989 ; Table 3). De plus, 62% des patients avaient déclaré avoir
vécu un événement stressant sévere contre 15% des sujets témoins. De surcroit, 30% des patients ont
réporté avoir expérimenté un tel événement sévére durant les 6 mois précédant 1’apparition de la maladie
contre environ 5% des individus contrdles. Ceci suggére ainsi que le stress aurait un effet presque
immédiat dans le risque de développer la pathologie. Bien que ces deux études arrivent aux mémes
conclusions, leur méthode, notamment basée sur des déclarations individuelles potentiellement
subjectives et leur caractére rétrospectif, laisse présager d’un certain nombre de biais. Ainsi, des auteurs
ont mis en place une étude prospective sur une plus grande cohorte (Li et al., 2004 ; Table 3). Dans cette
étude danoise, 21 062 parents ayant perdu un enfant avant 1’4ge de 18 ans ont été comparé a 293 745
parents n’ayant pas connu un tel événement. Les auteurs ont ainsi pu montrer que, apres 17 années de
suivi de chaque population, le risque de développer une SEP était multiplié par 1.56 chez les parents
ayant perdu un enfant. De plus, ce risque était multiplié par 2.1 lorsque le décés de I’enfant était survenu
de maniére inattendue. Ainsi, cette étude semble confirmer le stress comme étant un facteur de risque
de développement d’une SEP. Cependant, une étude plus récente publiée en 2011 effectuée sur deux
cohortes d’infirmiéres (Nurses’ Health Studies — NHS | et 1) n'a pas permis de confirmer ces résultats
(Riise et al., 2011 ; Table 3). En effet, les auteurs n’ont pas réussi a mettre en évidence de lien entre la

survenue d’événements stressants et le développement de la pathologie.

Etude Participants Age Femmes Type d’étude Odds Ratio (OR) Effets sur la
(%) ou Hazard Ratio (HR) SEP

100 patients SEP :

Warren et al., 1982 100 patients contrales 20-39 69.7 Cas-témoin OR=3.2 T

T

beaan  LIGRETMEAWSSap e DeEEmem oL 1
NHSI- stl_'ess sévere : I{R =0.87

misearar, 201 ML 84185 SIS gy NISL RSt o a0 eckscsnes)

NHS II — abus sexuels :
OR = 1.47 (enfance) et 1.21 (adolescence)

Table 3 : Caractéristiques des études sur I’implication du stress dans le développement de la SEP.
ND : Non Disponible ; 1 : augmentation du risque de développement de la SEP ; =: pas d’effet du stress sur le développement
de la SEP.

Ainsi, I’association entre stress et déclaration de la pathologie reste encore aujourd’hui débattue, bien

que la plupart des études semblent aller dans le sens d’un effet délétere de celui-ci. D’autres études se
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sont quant a elles intéressées, non pas aux effets du stress sur le développement de la SEP, mais sur

I’évolution de la pathologie une fois celle-ci installée.

11.1.2. Effets du stress sur 1’évolution de la SEP.

La plupart des études réalisées semblent aller dans le sens d’un effet délétére du stress sur I’évolution
de la pathologie, et plus particulierement dans la survenue de nouvelles poussées dans la forme RR-
SEP. Par exemple, dans une méta-analyse publiée en 2004, Mohr et ses collaborateurs ont montré que
13 études sur 14 avaient conclu a une augmentation du risque d’exacerbation des symptomes a la suite
d’un stress (Mohr et al., 2004). L’une d’entre elles avait cependant a I’inverse conclu a un effet
protecteur du stress sur 1’évolution de la pathologie (Table 4 ; Nisipeanu et Korczyn, 1993). Dans cette
étude, les auteurs ont évalué les effets du stress lié au bombardement de la ville de Tel Aviv en 1991
pendant la premiere guerre du Golfe sur 1’évolution des symptdmes chez des patients atteints de SEP.
Les auteurs ont, de maniere inattendue, observé une diminution de la fréguence des poussées pendant la
guerre et pendant les deux mois suivants par rapport a la fréquence calculée sur les deux années
précédentes. Par la suite, deux autres études se sont intéressées aux effets du stress induit par les périodes
guerre, et en particulier au cours du conflit qui a opposé le Liban et Israél en juillet 2006. Ces deux
études ont mis en évidence une augmentation du nombre de poussées pendant les 33 jours de conflit et
dans le mois suivant la résolution de celui-ci (Table 4 ; Golan et al., 2008 ; Yamout et al. 2010). Les
auteurs de la deuxieme étude ont de plus observé que 33% des patients soumis au stress de la guerre
présentaient des lésions T1 Gd* en IRM contre seulement 13% des patients contrdles (Table 4 ; Yamout

et al., 2010).

Des études plus récentes sont venues appuyer ces observations d’un lien entre la survenue
d’événements stressants et le risque de poussées de la pathologie. Parmi elles, Mitsonis et ses
collaborateurs ont montré que la survenue d’un évenement stressant (e.g. perte d’un proche, difficultés
financieres, etc.) entrainant des conséquences psychologiques durables (plus de 10 jours) conduisait a
une augmentation du risque de poussée d’un facteur 3 dans les 4 semaines suivant la survenue de cet

évenement. Ce risque de poussée était par ailleurs multiplié par 12 si deux évenements de ce type étaient
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survenus et par 16 pour trois évenements ou plus (Table 4 ; Mitsonis et al., 2008). Une autre étude
publiée en 2022 a mis en évidence que le stress engendré par la pandémie de COVID-19 multipliait par

4 environ le risque de survenue de poussées (Table 4 ; Sparaco et al., 2022).

Etude Participants Age Femmes (%) Type @’étude  Odds Ratio (OR) Effets sur la
ou Hazard Ratio (HR) SEP
Nisipeann et 32 patients RR-SEP 3822 56.3 Prospective  ND
Korezyn, 1993 P ’ o P l
Golan ef al., 2008 156 patients RR-SEP ND 715 Prospective ND T
Yamout et al., 2010 216 patients RR-SEP 39.6 60.2 Prospective Apparition de lésion Gd+: OR=3.27 T
1 événement de longue durée : HR =3.03 T
Mitsonis ef al., 2008 21 patients RR-SEP 335 100 Prospective 2:HR=12.12
=3:HR=16.12
OR=1.09
: 5 i s r v
Sparaco ef al., 2022 154 patients RR-SEP 43.8 70.8 Prospective Stress frés sévére - OR = 3.80 T

Evénement négatif majeur :
- Lésion Gd+: OR=1.77

Neégatif :
- Lésion T2 (nouvelle ou élargissement) : OR=1.57 T

118 patients RR-SEP

B t al., 2014 3 42.7 84.2 Pri fiv . i
s e 2 patients SP-SEP ospective Evénement positif : .
- Lésion Gd+: OR=0.53 Positif: |
- Lésion T2 (nouvelle ou élargissement) : OR =0.74
Leckofferal, 2022 o0 Patient SEP-TSPT ND ND Prospective  ND 1

95 patients SEP-Controle

Table 4 : Caractéristiques des études sur I’'implication du stress dans 1’évolution de la SEP.
TSPT : Trouble de Stress Post-Traumatique ; ND : Non Disponible ; 1 : augmentation et | : diminution du risque de poussées.

Bien que la plupart des études aillent dans le sens d’un effet délétere du stress dans 1’évolution de la
pathologie, la seule utilisation de la survenue de poussées (a 1’exception de 1’étude de Yamout et al.,
2010) comme reflet de ’exacerbation de la maladie semble parfois insuffisante, notamment du fait que
la définition méme d’une poussée différe d’une étude a I’autre. Ainsi, certaines équipes ont utilisé des
criteres d’imagerie, bien plus sensibles, afin d’étudier les effets du stress sur 1’activité de la SEP. A
I’instar des observations de Yamout et de ses collaborateurs pendant le conflit israélo-libanais de 2006,
il a été montré que la survenue d’un événement stressant majeur augmentait le risque d’apparition de
Iésions actives (T1 Gd*) et le risque d’apparition de nouvelles 1ésions T2 ou 1’élargissement de Iésions
T2 préexistantes (Table 4 ; Burns et al., 2014). De maniére intéressante, les auteurs ont a I’inverse
montré que la survenue d’événements stressants qualifiés par les patients comme bénéfiques induisaient
une diminution du risque d’apparition de 1ésions T1 Gd* et d’apparition ou d’élargissement de 1ésions
T2. Une étude réalisée récemment sur des vétérans militaires américains souffrant de troubles de stress
post-traumatiques et atteints de la SEP a montré des résultats tres similaires a savoir une augmentation
du nombre moyen de lésions T1 Gd* et de nouvelles Iésions T2 chez ces patients (Table 4 ; Leekoff et

al., 2022). Ces auteurs ont par ailleurs mis en évidence que ces patients souffrant de troubles de stress
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post-traumatique en comorbidité de la SEP évoluaient plus rapidement vers 1’acquisition d’un handicap

tres important (EDSS > 6) que les patients n’en souffrant pas (23.7 contre 29.5 années respectivement).

Ainsi, bien que des études anecdotiques ne montrent aucun effet ou un effet protecteur du stress dans
le développement de la SEP ou 1’aggravation des symptomes, la grande majorité d’entre elles appuient
a 'inverse un lien fort entre stress et SEP. D’autres auteurs ont ainsi essayé de reproduire ces
observations dans les modeles animaux de SEP, notamment dans 1’espoir d’en élucider les mécanismes
sous-jacents, voire de proposer des pistes de remédiation contre les effets déléteres du stress. Par
conséquent, nous ferons un état des lieux des études des effets du stress dans les modéles animaux de

SEP dans la partie suivante.

11.2. Stress et modeles animaux de SEP.

Alors que la plupart des études chez I’humain semblent converger vers un effet délétére du stress sur
le développement et I’aggravation de la SEP, les données obtenues chez 1’animal semblent moins
unanimes. En effet, il apparait que les conséquences du stress dans les modeles animaux de SEP puissent
différer notamment en fonction du paradigme de stress utilisé. Ainsi, des auteurs ont proposé une
définition des types d’événements stressants utilisés permettant de distinguer ce qu’ils ont défini comme
un stress chronique (d’une durée supérieure a une heure par jour pendant plus de cing jours) d’un stress
aigu (d’une durée inférieure a une heure par jour pendant moins de cing jours ; Heesen et al., 2007).
Nous proposons ici d’utiliser les mémes définitions afin de présenter les résultats contradictoires obtenus

dans les modéles animaux de SEP.

11.2.1. Stress chronique.

Les premiéres études sur les effets du stress dans I’EAE remontent aux années 1960s. Le paradigme
de stress majoritairement utilisé consistait alors en une contention et une isolation des animaux pendant
des temps souvent trés longs. Une des premieres études publiées a ce sujet est arrivée a la conclusion
qu’un stress chronique répété (contention de 3h par jour) diminuait trés fortement 1’incidence de
déclaration de I’EAE chez des rats femelles immunisés avec des homogénats de moelle épiniére quand

ce paradigme était appliqué du jour 6 avant immunisation jusqu’aux jours 14 ou 28 aprés celle-ci (14%
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ou 7% respectivement contre 57% chez les animaux controles ; Levine et al., 1962). De maniére
étonnante, le méme paradigme semble augmenter 1’incidence de déclaration (78%) de ’EAE lorsque
celui-ci est appliqué du 9¢ au 28° jours aprés immunisation, bien que les auteurs de 1’étude aient conclu

a une absence d’effet de cette exposition plus tardive (Table 5).

Table 5: Effets suppresseurs d’un paradigme de stress

Histo- i i i i
No.of Clinical logic chronique par contention sur une EAE induite par

Stressful procedure rats EAE EAR *ikmmunirse}tion Qe rats. contre d(?s hompgenats de moell_e épiniére.
Compté a partir du jour de I’immunisation ; fLes chiffres entre
%o Yo parenthese représentent les scores cliniqgues moyens des animaux.

None 28 57 (1.2)t 61 (1.5) Table extraite de Levine et al., 1962.

Restraint D-6*to D428 42  7( .2) 21( .4)
" D-6 toD414 7 14(.1) 29( .4)
"  D+9toD+28 9  T78(L6) 67 (L3)

D’autres études se sont par la suite intéressées aux effets d’un tel stress chronique apreés induction de
la pathologie. Dans une étude publiée en 1994, Kuroda et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence
qu’une contention de 12h pendant 3 nuits consécutives entrainait une diminution de 1’incidence de
déclaration, une augmentation du délai de déclaration, ainsi qu’une diminution des scores cliniques
moyens chez des rats immunisés par des homogénats de moelle épiniére lorsque ce protocole était
appliqué au 8° jour apres immunisation. Néanmoins, 1’application de la méme procédure immédiatement
aprés immunisation n’avait aucun effet sur '’EAE (Kuroda et al., 1994). D’autres auteurs se sont
intéressés aux différences dans les conséquences d’un stress chronique en fonction de la temporalité de
I’exposition a de tels événements stressants. Par exemple, 1’exposition de rats a un stress chronique varié
(paradigme combinant divers agents stressants tels que 1’exposition a des odeurs de prédateurs, le
surpeuplement, une déprivation d’eau, la contention) diminue la sévérité de I’EAE lorsqu’elle survient
avant I’induction de la pathologie (Table 6; «Pre») tandis qu’elle en augmente les symptomes

lorsqu’elle se déroule immédiatement aprés 1’induction (Table 6 ; « Post » ; Correa et al., 1998).

Number of rats witt Table 6 : Effets du stress chronique
u‘“l.e? 01 rats with Clinical Day of varié sur I’évolution des symptomes
climical s1gns score? onset’ d’une EAE induite par immunisation

Groups Incidence 0 I I II IV V (X+SD) (x=sp) deratscontredelamyéline bovine.
2Score clinigue maximal moyen des rats

EAE (/1) 3 4 1 2 4 — 25*%14 12 = 1.6 ayant présenté des symptdmes cliniques

Control EAE (0/8) 8 — — — — — — — dans chaque groupe.

Pre o4 s 7 — — 2 —7 1.7x13 126 = 13 PJourdedéclaration de la maladie

Control pre (0/8) 8 - — — — — — — 4 Significativement différent du groupe

Post (10/15) 5 1 1 4 3 1 32210 11.6 £ 1.8 «Post»(p<0.05).

Control post (0/8) g - = — — — — — Table extraite de Correa et al., 1998.

-4] -



-42 -

INTRODUCTION

D’autres études se sont quant a elles intéressées aux effets d’un stress chronique dans la survenue de
poussées dans des modeles animaux récurrents-rémittents. Parmi elles, une étude publiée par Levine et
Saltzman en 1987 a montré qu’une contention de 7h pendant 5 jours appliquée pendant la phase de
rémission d’une EAE chez des rats immunisés par des homogénats de moelle épiniére entrainait une
abolition quasi-totale des poussées suivantes. De plus, les rares poussées observées par les auteurs se
trouvaient étre moins séveéres. En outre, les auteurs de cette étude ont pu montrer que 1’injection de
corticostérone ou de dexaméthasone (un puissant stéroide synthétique) aux mémes temps que
I’application du paradigme de stress chronique permettait de reproduire les mémes résultats, suggérant
ainsi que les effets observés seraient au moins en partie liée a une augmentation des concentrations
plasmatiques de glucocorticoides (Levine et Saltzman, 1987). Une autre étude réalisée en 1998 dans un
autre modeéle récurrent-rémittent (souris immunisées avec le peptide MBPgs.gs) n’a cependant pas permis
de confirmer ces résultats. En effet, bien que les auteurs aient pu mettre en évidence une abolition quasi-
totale de la survenue de tout symptdme lorsqu’un stress chronique de contention était réalisé pendant 12
a 14 heures par jour entre I’immunisation et le 14 jours post-immunisation (Figure 17A), la réalisation
du méme protocole entre le 20° et le 35° jour aprés immunisation n’avait aucun effet (Figure 17B ;
Whitacre et al., 1998). Cependant, I’étonnante absence d’évolution récurrente des symptomes a la fois
dans le groupe stressé et dans le groupe contréle pour le second protocole de stress chronique ne permet
pas de conclure de fagon certaine quant aux effets d’un tel stress dans la survenue de poussées. De plus,
I’utilisation d’un groupe d’animaux soumis & une déprivation d’eau et de nourriture comme groupe

contréle pose des questions quant au bien-fondé de ces comparaisons.
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Figure 17 : Effets d’un stress chronique par contention sur 1’évolution d’une EAE récurrente-rémittente induite par
immunisation de souris B10.PL contre la protéine MBPsg-gs.

Scores cliniqgues moyens des animaux soumis a un stress chronique par contention appliquée depuis le jour précédant
I’induction du modéle jusqu’au jour 14 (A) ou du 20° au 35° jours apres immunisation (B) et des animaux contrdles
correspondants (déprivation d’eau et de nourriture). Les fléches indiquent le début et la fin du protocole de stress ou de
déprivation d’eau et de nourriture. Figure extraite de Whitacre et al., 1998.
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D’autres études plus récentes semblent a 1’inverse présenter un stress chronique comme un facteur
aggravant la maladie. Par exemple, une étude publiée en 2010 par Pérez-Nievas et ses collaborateurs a
montré qu’un stress chronique par contention quotidienne de 6 heures commengant le méme jour que
I’immunisation entrainait une apparition plus précoce des symptdmes moteurs chez des rats immunisés
contre le peptide MOGss.s5 (jours 5-8 contre jours 12-15 chez les animaux controles). Le score clinique
moyen de ces animaux restait plus élevé en comparaison des animaux controles jusqu’au 20° aprés
immunisation (Piérez-Nievas et al., 2010). Une autre étude publiée en 2017 vient corroborer I’idée d’un
effet délétere d’un stress chronique. En effet, dans cette étude, une contention quotidienne de 20 minutes
pendant 37 jours, et débutant 7 jours avant I’induction du modéele, aggravait les symptémes moteurs

chez des rats immunisés contre le peptide MBPsg.ss (Gerrard et al., 2017).

Ainsi, de fortes variabilités entre les études, probablement dles a un manque de standardisation dans
les paradigmes de stress utilisés et a ’utilisation de divers modéles animaux, sont observées quant aux
effets d’un stress chronique chez 1’animal. De plus, trés peu d’études ont été réalisées chez la souris, qui

est cependant I’une des espéces les mieux caractérisée comme modéle animal de SEP.

11.2.2. Stress aigu.

Alors que de nombreuses études sur les effets du stress dans les modéles animaux de SEP ont utilisé
des paradigmes de stress chronique, les travaux ayant utilisé des paradigmes plus ponctuels (a 1’origine
d’un stress défini comme aigu) sont beaucoup moins abondants. Une des premieres études ayant utilisé
un tel protocole remonte aux années 1990s. Celle-ci s’est intéressée aux effets d’un stress sonore, réalisé
pendant la période néonatale, sur la sévérité d’une EAE (Dimitrijevi¢ et al., 1994). Dans cette étude, les
auteurs ont exposé des ratons (de la souche Lewis et Dark Agouti) a un son intense pendant 60 minutes
aux jours postnataux 15, 18 et 21. Une EAE a ensuite été induite cing semaines aprées la derniére
exposition au stress chez ces mémes animaux. Les auteurs ont conclu a une augmentation de la sévérité
de ’EAE chez les rats Lewis soumis au stress aigu en comparaison avec les animaux non-Stressés.
Aucune différence significative n’a cependant été observée chez la souche Dark Agouti suggérant un

effet de la souche dans la susceptibilité au stress. Une étude plus récente publiée en 2002 s’est quant a
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elle intéressée aux effets d’une contention aiglie en phase présymptomatique sur I’évolution d’une RR-
EAE (Chandler et al., 2002). Dans ces travaux, les auteurs ont soumis des souris SJL/J précédemment
immunisées contre le peptide PLP139.151 4 une contention d’une heure aux jours 2 et 3 post-immunisation.
Les animaux soumis a ce paradigme présentaient une apparition plus précoce des symptémes moteurs
par rapport aux animaux non-stresses (jours moyens de déclaration : 14.7 vs 19.0 respectivement). De
plus, les auteurs ont observé une augmentation de la perméabilité de la BHE (évaluée par I’extravasation
de gluceptate marqué au **Technétium) chez les animaux stressés par rapport aux animaux non-stressés.
Les auteurs proposent ainsi, dans le contexte des études jusqu’alors publiées chez I’humain et I’animal,
qu’un stress chronique diminuerait la sévérit¢ de la pathologie par D’intermédiaire d’une
immunosuppression induite notamment par les glucocorticoides, tandis qu’un stress aigu semblerait

I’augmenter, notamment par 1’intermédiaire de 1’ouverture de la BHE (voir partie 11.3.4.).

Une étude plus récente s’est intéressée aux effets d’un stress aigu sur les processus de
démyélinisation induite par la cuprizone (Meknatkhah et al., 2019). Pour ce faire, les auteurs ont exposé
des rats 10 minutes par jour pendant 5 jours a un stress physique (chocs électriques) ou psychologiques
(exposition au comportement stressé du rat subissant les chocs électriques). Les auteurs ont ainsi pu
montrer que les deux paradigmes de stress entrainaient une augmentation similaire des concentrations
plasmatiques de corticostérone et potentialisaient la démyélinisation induite par la cuprizone, avec un

effet cependant étonnamment plus marqué du stress psychologique comparativement au stress physique

(Figure 18).
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Figure 18 : Coloration de la myéline au LFB (Luxol Fast Blue) dans le corps calleux d’animaux contrdles (A) et
d’animaux traités a la cuprizone non stressés (B), soumis a un stress physique (C) ou psychologique (D) et leurs
quantifications respectives (E). *P<0.01, ""P<0.001. Figure extraite de Meknatkhah et al., 2019.
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Ainsi, malgré le faible nombre de publications relatives aux effets d’un stress aigu sur les modéles
animaux de SEP, il semble qu’un tel stress soit, & I’instar des observations faites chez les patients, un
facteur aggravant la sévérité de ces modéles, qu’ils fassent intervenir des médiateurs de I’immunité
(EAE) ou non (cuprizone). Cependant, ces données mériteraient davantage d’investigations, et

notamment concernant 1’étude des poussées dans les formes RR-EAE.

Les diverses études des effets du stress dans différents modéles animaux de SEP n’ont pas su parvenir
a un consensus quant a ses effets sur la pathologie. Cependant, deux effets contradictoires du stress sur
la sévérité de la maladie semblent émerger en fonction qu’il s’agisse d’un stress chronique ou d’un stress
aigu. En effet, les études ayant utilisés des paradigmes de stress chroniques semblent pour la plupart
converger vers un effet protecteur du stress dans ces modéles tandis que celles ayant appliqué des

protocoles de stress aigus semblent a I’inverse montrer des effets délétéres de celui-ci (Table 7).

Etude Espéce/souche

(sexe/immunogéne)

Paradigme de stress Stress chronique Stress aigu

Avant induction Apres induction Avant induction Apres induction

Levine ef al., 1962

Levine et Saltzman. 1987

Kuroda et al., 1994

Correa et al., 1998

‘Whitacre et al., 1998

Pérez-Nievas ef al., 2010

Gerrard et al., 2017

Dimitrijevi¢ ef al., 1994

Chandler ef al., 2002

Meknatkhah et al., 2019

Rat/Sprague-Dawley
(2/Homogénat moélle épiniere)
Rat/Lewis

(2/Homogénat moélle épiniére)

Rat/Lewis
(S/Homogénat moélle épiniére)

Rat/Wistar
(S/MBP)
Rat/Lewis

(J et 2/MBPgy 45)
ou

Souris/B10.PL
(ND/MBPg; g5)

Rat/Dark Agouti

(2/MOG:555)

Rat/Lewis

(£/MBPy; g3)

Rat/Lewis ou Dark Agouti

(& et 2/Homogénat moglle épiniére)
Souris/SIL/T

(£/PLPy39.451)

Rat/Wistar
(©/Cuprizone)

Contention

Contention

Contention

Stress Chronique
Varié

Contention

Contention

Contention

Son

Contention

Physique ou
Psychologique

1

| rats )
1] ats ©)

1

il(poussées)
1] Gour 8

= (Jour 1)

T

i (souris/jours 1-14)

= (souris/jours 20-35)
T (jours 0-20)

l (jour 21)

T (Lewis)
= (Dark Agouti)

T (physique)
TT (psychologique)

Table 7 : Caractéristiques des études sur les effets d’un stress chronique ou aigu dans les modéles animaux de SEP.
ND : Non Disponible ; 1 : augmentation ; 11 : forte augmentation ; | : diminution et | | : forte diminution de la sévérité de la
pathologie ; = : pas d’effet du stress sur la sévérité de la pathologie (incidence et/ou scores cliniques).

De plus, la dichotomie observée entre stress chronique et stress aigu souléve des questions quant aux

divers processus physiologiques impliqués dans la réponse au stress.
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11.3. Mécanismes physiopathologigues de la réponse au stress.

Les mécanismes d’action du stress dans la physiopathologie de la SEP ne sont aujourd’hui toujours
pas complétement €lucidés. Il semble cependant qu’ils soient particulierement liés a des dérégulations
du systeme hypothalamo-hypophyso-surrénalien et des cibles de ce systéme. Aprés avoir exposé les
grandes lignes du fonctionnement physiologique de cet axe, nous présenterons les différentes hypotheses

soulevées par la littérature scientifique quant aux effets du stress sur la SEP et ses modéles animaux.

11.3.1. L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

Le stress est connu de longue date comme étant a I’origine d’une augmentation de 1’activité de 1’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA pour « Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis » ; Figure 19).
En effet, la survenue d’événements stressants entraine une augmentation de la production
hypothalamique (par les neurones des noyaux paraventriculaires) de CRH (pour « Corticotropin
Releasing Hormone ») et d’AVP (pour « Arginine VasoPressin »). La CRH libérée dans la circulation
sanguine au niveau de 1’éminence médiane permet la stimulation de la production d’ACTH (pour
« AdrenoCorticoTropic Hormone ») par le lobe antérieur de I’hypophyse (adénohypophyse), production
potentialisée par I’AVP. A son tour, I’ACTH libérée dans la circulation générale stimule la production
de glucocorticoides (cortisol chez 1’humain, corticostérone chez le rongeur) par la zone corticale des
glandes surrénales. Les corticostéroides ainsi synthétisés exercent un rétrocontrole négatif sur les
neurones hypothalamiques et les cellules sécrétrices d’ACTH permettant de ce fait de contréler leur
propre production et de revenir a I’activité basale de I’axe (Figure 19). Cependant, lorsque le stress
perdure (stress chronique), une dérégulation de ce rétrocontrdle, notamment par 1’intermédiaire d’une
altération dans le nombre et/ou la fonctionnalité des récepteurs aux glucocorticoides (GR), induit in fine
une augmentation des concentrations plasmatiques des corticostéroides, bien que d’autres auteurs
décrivent des hypocortisolémies dans certaines circonstances de stress important (Chrousos, 1995 ;

Heim et al., 2000).
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Figure 19 : Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

PVN : Paraventricular Nucleus; CRH: Corticotropin Releasing Hormone; AVP: Arginine-Vasopressin; ACTH :
Adrenocorticotropic Hormone ; IL-1 et 6: Interleukines 1 et 6 ; TNFa: Tumor Necrosis Factor-o. Figure créée avec
BioRender.com.

L’axe HPA peut également étre modulé par un état inflammatoire. En effet, certaines cytokines telles
que I’'IL-1, I’'TL-6 et le TNFa augmentent ’activité de 1’axe, notamment en stimulant la production
d’ACTH par I’adénohypophyse (Figure 19 ; Akira et al., 1990). A I’inverse, les glucocorticoides
circulants modulent les réponses inflammatoires du fait notamment de I’expression de GR par de
nombreux types cellulaires de I’immunité. Par exemple, les corticostéroides sont capables d’inhiber
I’activation des lymphocytes T (et tout particulierement les Thl), la production de cytokines ainsi que
I’expression de certaines molécules d’adhésion et leurs récepteurs (Chrousos, 1995). De plus, la CRH
est capable a elle seule de limiter la réponse inflammatoire. En effet, le traitement par de la CRH de rats
immunisés contre le peptide MBP71.90 dont les glandes surrénales ont été retirées induit une abolition de
I’occurrence de symptomes cliniques et une diminution de la prolifération des lymphocytes T auto-
réactifs, suggérant un effet de la CRH indépendant de la production de corticostéroides (Poliak et al.,

1997).
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De ce fait, ’activation de I’axe HPA par le stress et par conséquent I’augmentation des concentrations
plasmatiques de glucocorticoides devrait limiter la réponse immunitaire et étre protecteur dans la SEP.
Bien qu’observé dans la plupart des études chez 1’animal utilisant des paradigmes de stress chronique
(voir partie 11.2.1.), ’effet immunosuppresseur du stress n’est pas retrouvé dans les études chez I’animal

utilisant des protocoles de stress aigu ni dans la plupart des études réalisées chez I’humain.

Ainsi, plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer les phénoménes d’aggravation de la
pathologie observés chez les patients SEP soumis a un stress. Bien qu’indépendantes, ces différentes
hypothéses ne sont pas exclusives, et peuvent étre impliquées de concert pour expliquer les effets

déléteres du stress observés dans la SEP.

11.3.2. L’hypothése de la résolution du stress.

Cette hypothese suggere que les effets délétéres du stress observés chez les patients atteints de SEP
seraient induits non pas par le stress en lui-méme mais par sa résolution (Mohr et Pelletier, 2006). En
effet, I’exposition a un événement stressant induit une activation de 1’axe HPA et par conséquent une
augmentation des concentrations plasmatiques de glucocorticoides. Du fait de leurs propriétés anti-
inflammatoires, cette augmentation de concentration de corticostéroides entraine une augmentation du
contréle des réactions inflammatoires auto-immunes. Cependant, lors de la résolution de 1’événement
stressant, I’activité de 1’axe revient a son état basal, induisant de ce fait une diminution de la production
de corticostéroides et une levée d’inhibition des effecteurs de 1’auto-immunité, augmentant ainsi le

risque d’exacerbation de la pathologie (Figure 20).
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Figure 20 : Mécanismes de régulation de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien sous-jacents a la résolution du
stress comme facteur de risque d’exacerbation de la SEP.

A : Lors de I’exposition a ’agent stressant, I’axe HPA est activé. Ceci se traduit par une augmentation de la synthése de CRH,
d’ACTH et de glucocorticoides. Ces derniers induisent une immunosuppression par 1’intermédiaire de 1’inhibition des cellules
immunitaires et notamment des lymphocytes T. Les glucocorticoides circulants augmentent également le rétrocontrdle négatif
de I’axe permettant son retour a un niveau basal. B : Lorsque 1’événement stressant cesse, dans les nouvelles conditions de
stabilité de I’axe, il en découle une diminution de la synthése de CRH, d’ACTH et de glucocorticoides. Celle-ci léve alors
I’inhibition de la réaction auto-immune permettant 1’exacerbation de la pathologie. Figure créée avec BioRender.com.

Bien qu’aucun argument en faveur de cette hypothése n’ait pu étre mis en évidence dans les études
chez I’humain, quelques données chez 1’animal semblent aller dans ce sens. Par exemple, dans les
travaux précedemment cités de Whitacre et ses collaborateurs, les auteurs ont observé qu’environ 10
jours aprés 1’arrét du paradigme de stress chronique, les souris EAE voyaient apparaitre des symptémes
moteurs similaires voire plus intenses que ceux de leurs homologues non stressées (Whitacre et al.,
1998). Cependant, aucune autre étude a notre connaissance n’a permis de confirmer ces résultats,
notamment du fait que, dans la plupart des cas, les animaux aient été mis a mort immédiatement aprés

la fin du paradigme de stress.

11.3.3. L hypothése de la résistance aux glucocorticoides.

Cette hypothése suggere que I’exposition chronique a un stimulus stressant entraine une résistance
des cellules immunitaires au contréle par les glucocorticoides (Walsh et al., 2021). Cette résistance
pourrait étre la résultante d’une perte de fonctionnalité et/ou d’une diminution du nombre de GR
exprimés par cellules de I’immunité a la suite d’une exposition prolongée a des taux de corticostéroides
anormalement élevés. Une telle résistance aux glucocorticoides a par ailleurs été observée chez des

souris exposées a des événements stressants tels que leur domination par un congénere (Avitsur et al.,
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2001). De plus, certains travaux ont mis en évidence I’existence d’une telle résistance aux
glucocorticoides chez les patients atteints de SEP en comparaison avec des individus témoins (DeRijk
et al., 2004). Les auteurs de cette étude ont par ailleurs observé une plus forte résistance aux
glucocorticoides chez les patients atteints de RR-SEP par rapport aux patients atteints de SP-SEP
suggérant un lien avec la phase la plus inflammatoire de la pathologie. Une autre étude plus récente
appuie ces observations. En effet, il y a été mis en évidence une diminution de I’expression des GR dans
les lymphocytes T provenant de souris EAE et de patients atteints de RR-SEP comparativement a des
individus contrbles (Gold et al., 2012). Ces auteurs ont par ailleurs observé 1’absence d’une telle
résistance chez des patientes pendant la grossesse, période pendant laquelle le risque de poussées est

réduit, et un retour de cette résistance postpartum, période associée avec une augmentation de ce risque.

Ainsi, des auteurs ont proposé que cette résistance aux glucocorticoides observée chez les patients
SEP avait deux origines (Mohr et Pelletier, 2006). Premiérement, les patients ayant vécu un événement
stressant sont plus & méme d’avoir connu une ¢lévation des concentrations plasmatiques de
glucocorticoides capables d’induire une résistance a ceux-ci (Miller et al., 2002). Deuxiémement,
I’inflammation chronique modérée observée chez les patients atteints de SEP serait responsable d’une
hypercortisolémie modérée conduisant a I’apparition de la résistance aux glucocorticoides (Then Bergh
et al., 1999 ; Tortorella et al., 1999). Ainsi, dans ces conditions de résistance aux glucocorticoides, la
survenue d’une augmentation de la réaction auto-immune, aussi faible soit elle, échapperait au controle

par ’axe HPA offrant la possibilité a I’exacerbation de la pathologie.

11.3.4. L’hypothése d’une aggravation médiée par les mastocytes et la microglie.

Les mastocytes, tout particulierement par 1’intermédiaire de leur production de tryptase, d”histamine
et de TNFa, favorisent 1’ouverture de la BHE (Zappulla et al., 2002). De plus, il a ét¢ montré qu’un
stress aigu entrainait une augmentation de la perméabilité de la BHE (Esposito et al., 2001). Ces auteurs
ont également pu mettre en évidence que le traitement des animaux avec du cromoglycate sodique, un
« stabilisateur des mastocytes », inhibait 1’effet du stress aigu sur 1’ouverture de la BHE, suggérant de

ce fait un réle des mastocytes dans cette derniere. L’ implication de ces cellules a été appuyée par d’autres
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travaux de cette équipe ayant mis en évidence, chez des souris stressées déficientes en mastocytes, une
absence d’augmentation de la perméabilité¢ de la BHE (Esposito et al., 2002). De plus, alors qu’un
traitement par injection localisée de CRH au niveau de I’hypothalamus entrainait une augmentation de
I’ouverture de la BHE, un prétraitement au cromoglycate sodique semblait inhiber cet effet suggérant
un role de cette neurohormone dans 1’activation des mastocytes. Outre I’augmentation de leur activation
induite par le stress, il a été observé un nombre de mastocytes plus élevé dans de nombreuses régions

cérébrales chez des souris soumises a un stress de défaite sociale (Figure 21 ; Cirulli et al., 1998).

Stress
Neuropeptides
~ (ex.CRH)
- ‘\\‘
Cellule
crules Mastocyles

microgliales ﬁ

v T 7 Rupture de la BHE et

Lymphocyte T Médiateurs . migration des

auto-réactif pro-inflammatoires lymphocytes T vers le

parenchyme cérébral

——— Activation
+ Libération

= Effet biologique

Inflammation cérébrale
Démyélinisation

Figure 21 : Représentation schématique des effets du stress sur I’inflammation cérébrale et la démyélinisation médiés
par les mastocytes et les cellules microgliales. BHE : Barriére Hémato-Encéphalique ; CRH : Corticotropin Releasing
Hormone. Adaptée de Karagkouni et al., 2013.

De maniére similaire, le stress est capable d’activer les cellules microgliales. En effet, des rats soumis
a un stress d’exposition au froid montrent une activation de leurs cellules microgliales qui peut étre
directement induite par I’augmentation des concentrations de CRH (Sugama et al., 2011). En effet, le
traitement de cellules microgliales en culture avec de la CRH induit leur prolifération et leur sécrétion
de TNFa (Wang et al., 2003). De plus, la tryptase produite par les mastocytes est capable d’activer les
cellules microgliales et ainsi de permettre leur production de certaines cytokines pro-inflammatoires

telles que I’TL-1, I’IL-6 et le TNFa (Zhang et al., 2012).
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Ainsi, ’activation par le stress des mastocytes et des cellules microgliales participerait au moins en
partie a I’augmentation du risque d’exacerbation de la SEP observée chez les patients par I’intermédiaire

a la fois d’une rupture de la BHE et de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Figure 21).

11.4. Stratéqgies de réduction du stress.

L’application de stratégies de réduction de stress dans la modulation de la SEP connait un véritable
essor depuis une dizaine d’années. David C. Mohr, ayant été impliqué dans de nombreuses études sur
les effets du stress dans la SEP dans les années 2000s, fit 1’'un des premiers a proposer un programme
standardisé de gestion du stress pour des patients atteints de SEP (Mohr, 2010). Par la suite, Mohr et ses
collaborateurs ont pu montrer que le suivi de ce programme par des patients atteints de SEP diminuait a
la fois le stress ressenti par les patients mais également le nombre de nouvelles lésions actives en IRM
(23.2% des patients suivant ce programme avaient présenté de nouvelles lésions T1 Gd* en IRM pendant
la thérapie contre 45.3% chez les patients contréles ; Mohr et al., 2012). De plus, seulement 30.5% des
patients suivant le programme avaient présenté de nouvelles lésions T2 contre 57.3% des patients
contrdles. Cependant, les effets d’une telle thérapie de gestion de stress ne s’avérent pas étre durables

du fait qu’aucun bénéfice de celle-ci n’ait pu étre observé six mois apres la fin du programme.

D’autres études se sont récemment intéressées aux effets d’une réduction du stress basée sur la
méditation pleine conscience. En effet, il a é&té montré que la méditation pleine conscience permettait
d’augmenter la fraction d’anisotropie en imagerie par tenseur de diffusion, reflet d’une plus grande
connectivité fonctionnelle et d’une meilleure qualité de la gaine de myéline (Tang et al., 2012). D’autres
auteurs sont parvenus a mimer les effets de la méditation chez la souris. En effet, celle-ci induit chez
I’humain une augmentation des rythmes théta (4-8 Hz) en électroencéphalogramme (EEG) notamment
au niveau du cortex cingulaire antérieur (Cahn et Polich, 2006). Ainsi, ces auteurs sont parvenus a
réduire I’anxiété chez des souris dont le cortex cingulaire antérieur était stimulé par des ondes lentes
(entre 1 et 8 Hz ; Weible et al., 2017). Dans une autre étude, le méme groupe a pu mettre en évidence
que de telles stimulations chez la souris permettaient d’augmenter la prolifération des oligodendrocytes

et diminuer le g-ratio, reflet d’une meilleure compaction de la gaine de myéline, au niveau du corps
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calleux (Piscopo et al., 2018). Ainsi, la méditation pleine conscience, du fait de 1’augmentation de
I’activité théta, pourrait permettre, chez les patients atteints de SEP, la mobilisation et la prolifération
des oligodendrocytes et ainsi réduire la survenue de symptémes neurologiques. Cependant, bien que de
trés nombreuses études aient montré un effet bénéfique de thérapies de gestion du stress basées sur la
méditation pleine conscience sur la qualité de vie des patients (réduction du stress percu, de I’anxiéte,
de la fatigue, de la douleur, etc. ; Simpson et al., 2017 ; Agland et al., 2018 ; Kolahkaj et al., 2018 ;
Senders et al., 2019), aucune a notre connaissance ne s’est réellement intéressée aux conséquences

cliniques et physiopathologiques de telles stratégies chez les patients atteints de SEP.

11.4.1. L’enrichissement environnemental : une stratégie de réduction du stress

chez 1’animal ?

L’enrichissement environnemental correspond a des conditions d’hébergement des animaux
permettant d’augmenter les stimulations sensitives, cognitives, motrices et sociales par rapport aux
conditions standard d’hébergement des animaux de laboratoire (Figure 22 ; Nithianantharajah et
Hannan, 2006). Ce paradigme est décrit comme étant un paralléle d’une augmentation de 1’activité

sociale, physique et intellectuelle chez I’humain (Li et Tang, 2005).

Motor Cognitive

Visual Somatosensory

Figure 22 : Effets de I’enrichissement environnemental sur les fonctions sensitives, cognitives, motrices et visuelles et
les différentes aires cérébrales stimulées. L’enrichissement environnemental promeut I’activation et la plasticité neuronale
dans de multiples régions cérébrales par I’intermédiaire d’une grande diversité d’objets permettant de stimuler les activités
sensitives, cognitives, motrices et visuelles des animaux. L’activité sociale est elle aussi augmentée du fait du grand nombre
d’individus hébergés dans ce type d’environnement. Figure extraite de Nithianantharajah et Hannan, 2006.
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Cependant, il n’existe toujours pas a ce jour de consensus quant a la nature exacte du paradigme
utilisé pour étudier les effets de cet enrichissement environnemental. En effet, les conditions
d’enrichissement varient parfois beaucoup entre les études. Cependant, la plupart d’entre elles ont en
commun le souhait d’apporter de la complexité a 1’environnement, par I’ajout de nombreux objets
capables d’augmenter les stimulations visuelles, olfactives et somatosensorielles. De plus, la majorité
des études s’intéresse a apporter de la nouveauté grace au changement des objets et/ou de leur
positionnement dans 1’environnement. Enfin, les paradigmes utilisés varient également quant a 1’age
auquel les animaux sont placés dans cet environnement particulier ainsi que la durée de leur
hébergement. Ces deux facteurs peuvent en effet fortement influer sur les bénéfices de ces conditions
d’hébergement. Par exemple, il semble que des animaux soumis a I’enrichissement environnemental
avant I’age adulte (avant I’dge de 8 semaines) présenteraient une augmentation de la plasticité cérébrale
supérieure a celle obervée chez des animaux hébergés dans les mémes conditions plus tardivement
(Nithianantharajah et Hannan, 2006). De plus, de telles études sur les effets d’un environnement enrichi
peuvent présenter des différences quant aux conditions contréles utilisées. Par exemple, certains auteurs
estiment que la condition d’hébergement contrdle la plus adaptée consiste a héberger un animal seul
dans sa cage, sans acces a un quelconque enrichissement tels que des objets permettant sa nidification.
Cependant, I’évolution des mceurs quant au respect du bien-étre des animaux de laboratoire a amené
progressivement a utiliser des conditions contréles moins drastiques permettant le maintien de quelques

interactions sociales et une présence minimale de matériel d’enrichissement.

Malgré les grandes variabilités quant aux paradigmes d’enrichissement environnemental utilisés, de
nombreux effets, parfois drastiques, ont pu é&tre mis en évidence a la fois dans des conditions
physiologiques et dans des modéles de nombreuses pathologies. Nous exposerons dans la prochaine
partie les grands effets d’un tel enrichissement de 1’environnement sur la plasticité cérébrale (dans des
conditions physiologiques). Ensuite, nous nous intéresserons aux effets de ces conditions d’hébergement

sur les stress avant de discuter des effets observés dans les modéles animaux de SEP.
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11.4.1.1.  Enrichissement environnemental et plasticité cérébrale.

Les premiéres études s’intéressant aux effets de 1’enrichissement environnemental sur la
plasticité cérébrale remontent a la fin des années 1960s et au début des années 1970s. Dans 1’une d’elles,
les auteurs ont utilisé un paradigme d’enrichissement souvent retrouvé dans les études plus récentes, a
savoir un hébergement dans des groupes sociaux plus importants (10 & 12 animaux), la présence d’objets
divers modifiés quotidiennement (tunnels, balangoires, échelles) ainsi que I’utilisation quotidienne d’un
labyrinthe pendant 30 minutes (Diamond et al., 1972). Dans ces travaux, les auteurs ont mis en évidence
une augmentation de la masse corticale et de I’épaisseur du cortex de rats hébergés dans de telles
conditions enrichies comparativement a des animaux hébergés dans un environnement appauvri. De
plus, ’enrichissement environnemental augmente la ramification et la longueur des dendrites ainsi que
leur nombre dans diverses régions cérébrales (Greenough et Volkmar, 1973 ; Connor et al., 1982 ;
Faherty et al., 2003). L’enrichissement environnemental stimule également la neurogénése
hippocampique notamment par 1’intermédiaire d’une augmentation de la production locale de VEGF
(pour « Vascular Endothetial Growth Factor ») mais également par I’intermédiaire du recrutement de
lymphocytes T et de 1’activation de cellules microgliales (Kempermann et al., 1998 ; During et al.,
2006 ; Ziv et al., 2006). L’enrichissement environnemental induit de plus une augmentation de la
synthese de facteurs neurotrophiques tels que le BDNF (pour « Brain-Derived Neurotrophic Factor »)
et le NGF (pour « Nerve Growth Factor ») dans de multiples régions cérébrales (Ickes et al., 2000). De
plus, des animaux hébergés dans de telles conditions présentent une potentialisation a long terme (LTP)
plus efficiente permise par I’augmentation de I’expression des récepteurs au NMDA (pour « N-Methyl-
D-Aspartate ») et des récepteurs a I’AMPA (pour «alpha-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-
isoxazolePropionic Acid » ; Foster et Dumas, 2001 ; Tang et al., 2001; Naka et al., 2005).
L’augmentation globale de la plasticité cérébrale par 1’enrichissement environnemental telle qu’illustrée
par les études citées ci-dessus se traduit notamment par une augmentation des capacités d’apprentissage
et de mémoire chez les animaux (Tang et al., 2001). Enfin, I’enrichissement de I’environnement permet
de réduire le niveau d’anxiété des animaux et d’atténuer leurs réponses a des événements stressants

(Benaroya-Milshtein et al., 2004). Cependant, les données de la littérature sur les effets de tels
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environnements enrichis sur le stress ne sont pas unanimes. La prochaine partie s’intéressera a

approfondir ce point.

11.4.1.2.  Enrichissement environnemental et stress.

L’enrichissement environnemental semble dans la majorité des études étre associé a une diminution
de la réponse a un évenement stressant. Par exemple, dans une étude publiée en 2002, les auteurs ont
montré que des rats hébergés a mesure de 8 individus dans une grande cage contenant divers objets tels
gue des roues, des échelles, des tunnels et des balles étaient par la suite moins affectés par un stress
psychologique (réexposition & un environnement aversif précédemment conditionné par des chocs
électriques) que des animaux ayant été hébergés dans un environnement appauvri (1 animal par cage en
I’absence de tout objet potentiellement stimulant ; Larsson et al., 2002). Cependant, les auteurs de cette
étude ne se sont pas intéressés aux mécanismes physiologiques sous-jacents. Ainsi, une autre étude
publiée un an plus tard s’est intéressée aux concentrations plasmatiques des hormones du stress (i.e.
ACTH et corticostérone) chez des animaux hébergés en conditions standard ou enrichies (Belz et al.,
2003). Dans cette étude, les auteurs ont observé une diminution des concentrations basales d’ACTH et
de corticostérone chez des rats hébergés dans un environnement enrichi par rapport a des animaux
hébergés en conditions standard (Figure 23). De plus, les animaux hébergés dans des conditions
d’enrichissement de I’environnement présentaient une augmentation moindre des concentrations
plasmatiques d’ACTH en réponse a un stress modéré (injection intra-péritonéale de sérum
physiologique) comparativement aux animaux hébergés dans un environnement standard. Cependant,
aucune différence significative dans la réponse au stress n'était observée entre les animaux hébergés en
environnement enrichi et ceux hébergés en environnement standard en termes de concentrations

plasmatiques de corticostérone (Figure 23).
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Ainsi, ’enrichissement environnemental semble diminuer la réactivité de 1’axe HPA. Cependant, les
conditions d’enrichissement dans cette étude étaient trés sommaires, puisqu’il ne s’agissait que de la
mise & disposition aux animaux de matériel de nidification et d’un jouet. D’autres auteurs ont
étonnamment montré a I’inverse que des rats hébergés en environnement enrichi (par nombre de 5 dans
une grande cage avec acces a des échelles, des tunnels et des roues) présentaient des concentrations
plasmatiques basales de corticostérone plus élevées que leurs homologues hébergés en conditions
contréles (10 animaux par cage dépourvue de tout objet ; Benaroya-Milshtein et al., 2004). De plus,
alors que I’exposition des animaux contréles a un stress psychologique (réexposition a un
environnement aversif précédemment conditionné par des chocs électriques) entrainait une
augmentation des concentrations plasmatiques de corticostérone, une telle augmentation n’était pas
observée chez les animaux hébergés dans un environnement enrichi. Ainsi, d’autres auteurs ont émis
une hypothése selon laquelle, pour les animaux, vivre dans un environnement complexe et interagir de
maniere non agressive avec leurs conspécifiques pouvait étre considéré comme un stress chronique
modéré, réduisant leur susceptibilité a des évenements stressants subséquents (Crofton et al., 2015).
Cette hypothése semble appuyée par une étude plus récente dans laquelle aucune différence dans les
concentrations plasmatiques basales de corticostérone n’était observée entre des rats hébergés en

environnement enrichi et des rats hébergés en condition standard (Novaes et al., 2017). De plus, aucune
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différence dans les concentrations plasmatiques de corticostérone n’était observée a la suite d’un stress
aigu de contention entre des animaux soumis a un enrichissement environnemental et des animaux
contréles, bien que les animaux hébergés en environnement enrichi étaient résistants a I’anxiété induite
par un tel stress. Les auteurs ont cependant observé une diminution de la translocation nucléaire des GR
exprimés par les neurones de I’amygdale basolatérale chez ces animaux, suggérant le développement
d’une résistance aux glucocorticoides induite par ’enrichissement environnemental. D’autres études
réalisées chez I’humain semblent corroborer cette hypothése de résilience au stress par une exposition
préalable a des évenements modérément stressants (Seery et al., 2013). Cependant, il est nécessaire de
noter que ce phénomeéne de résilience n’est permis que par une exposition préalable a des stress modérés
tandis que des évenements stressants sévéres pendant I’enfance semblent a ’inverse augmenter la

susceptibilité au stress a 1’age adulte (Parker et Maestripieri, 2011).

Ainsi, bien que les mécanismes sous-jacents suggérés différent en fonction des auteurs, 1’ensemble
des études présentées précédemment semble converger vers une diminution des effets du stress par

I’enrichissement environnemental (Table 8).

Etude Espécefsouche Conditions d’hébergement Durée Stress Principaux résultats
(sexefdge)

Environnement enrichi :
8 animaux par cage (100 x 60 x 35 cm).

Roues, échelles, tunnels et balles. Réexposition 4 un
. S P Tests comportementaux (Openficld, Morris Water Maze) :
Rat/Sprague -Dawley Renouvellement quotidien environnement p ” 3 "
Larsson ef al, 2002 30 jours o Les rats hébergés en EE sont moins affectés par le stress que les
(/12 semaines) ; aversif 3 e A e 5
a q ., animaux hébergés en conditions ap pauvries
Environnement ap pauvri : conditionné,

1 animal par cage (16.5 x22.5 x 13.5 cm).
Aucun objet

Environnement enrichi :

1 animal par cage (24 x 46 x 20 em)

Concentrations plasmatiques d’ACTH et de CORT :

King Toy el Nestlets jecti ~ - - -
Rat/S Dawl Nm‘fl l“) i s\l.e :‘ les 3 jours !n{%CIIP?I sl 1 ACTH et CORT basales chez animaux hébergés en EE.
Belz ef al., 2003 b “\gLIE— awley esllels renouveles tous les 5 jours. ND m m}'leu oneale Stress © ,T ACTH et CORT chez animaux héhergés en FC.
. (7 et /8 semaines) de sérum . . . . . .
. N I Stress : = ACTH chez animaux hébergés en EE ; pas d’effet
Environnement coniréle : physiologique sur CORT
1 animal par cage (24 x 46 x 20 cm). T '
Aucun objet.
Tests comporiementaux ;
Environnement enrichi : - 1 locomotion (Staircase test),
5 animaux par cage (47 x 30 x 22.5 cm). - | freezing (Réexposition 4 I’environnement aversit ),
Roues, échelles et tunnels. Réexpositionaun - | anxiété (Elevated Plus Maze) chez animaux hébergés en
Benaroya-Milshtein ~ Souris/C3H/eB Renouvellement hebdomadaire. environnement IelEl
he N 3 mois e
et al., 2004 (/4 semaines) aversif
Environnement controle : conditionné, Concentrations plasmatiques de CORT :
10 animaux par cage (31 x22 x 15 cm). - 1 CORT basale chez animaux hébergés en EE.
Aucun objet. - Stress : T CORT chez animaux hébergés en EC.
Stress : = CORT chez animaux hébergés en EE.
- L Tests comportementaux (Elevated Plus Maze, Light-dark box)
Environnement enrichi; anxiété chez animaux hébergés en EE )
2 animaux par cage (30 x 45 x 25 cm). M : & i
Jouets, balles, objets en bois, tunnels, . .
nus,ls ;T_Ol,']b s "n Olls \‘mm.,ls'l el Concentrations plasmatiques de CORT :
Ral/Wistar ;\CL;;E;EL;L\V orme surelevee, matenels Stress aigu de - Pas d’effet de I'EE sur les concentrations basales de CORT,
Novaes e al, 2017 (/8 semames) . . 14 jours  contention - Nisur les concentrations de CORT aprés le stress.

Renouvellement tous les 2 jours. /
; (1 session / 1h)

Western blot GR :

Stress : T translocation nucléaires des GR chez animaux

hébergés en EC,

Pas d’effets chez les animaux hébergés en EE.
Table 8 : Caractéristiques des études concernant les effets de I’enrichissement environnemental sur la réponse au stress
chez les rongeurs. ND: Non Disponible; EE: Environnement Enrichi; EC: Environnement Contréle; ACTH:
AdrenoCorticoTropic Hormone ; CORT : Corticostérone ; GR : Récepteurs aux Glucocorticoides ; 1 : augmentation ; | :
diminution ; = : pas d’évolution.

Environnement contréle :
2 animaux par cage (30 x 37 x 18 cm)
Aucun objet,
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Ainsi, I’enrichissement environnemental pourrait présenter des effets protecteurs dans les modéeles
animaux de SEP par deux mécanismes distincts : 1’augmentation de la plasticité cérébrale et la
diminution de la susceptibilité au stress. Cependant, peu d’études se sont intéressées aux effets d’un tel
environnement dans les modeles animaux de SEP. Nous présenterons les principaux résultats de celles-

ci dans la partie suivante.

11.4.2. Enrichissement environnemental dans des modéles animaux de SEP.

La premiére étude, a notre connaissance, s’étant intéressée aux effets de 1’enrichissement
environnemental dans des modéles animaux de SEP a été publiée en 2007 (Table 9 ; Magalon et al.,
2007). Dans celle-ci, les auteurs se sont intéressés aux effets de telles conditions d’hébergement dans
deux modeéles distincts : une démyélinisation focale par injection de lysolécithine dans le corps calleux
de souris CD1 et une EAE par immunisation de souris C57BL/6J contre le peptide MOGss.ss. Ces auteurs
ont dans un premier temps observé que 1’enrichissement environnemental tendait a retarder I’apparition
des symptomes moteurs dans I’EAE par rapport a des animaux hébergés en conditions controles (Figure
24A; jour 18.1 £ 0.8 contre 16.2 = 0.5 respectivement). De plus, I’enrichissement environnemental
permet aux animaux une récupération compléte des symptémes moteurs contrairement aux animaux

hébergés dans un environnement standard (Figure 24B).
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3.0
" = standard mice
] . .
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Figure 24 : Effets de I’enrichissement environnemental sur des souris immunisées contre le peptide MOGas.ss. (A) Les
souris hébergées en environnement enrichi montrent un retard d’apparition des premiers signes cliniques de la maladie par
rapport aux animaux hébergés dans un environnement standard. (B) Evolution des scores cliniques moyens montrant une
récupération compléte des symptdmes moteurs chez des souris hébergées en environnement enrichi contrairement a des souris
hébergées en environnement standard. Figure adaptée de Magalon et al., 2007.
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En outre, les auteurs de cette étude ont mis en évidence une potentialisation par I’enrichissement
environnemental de la prolifération des progéniteurs neuraux de la zone sous-ventriculaire (SVZ) dans
I’EAE comparativement aux animaux hébergés dans un environnement contrdle (+79% contre +42%
respectivement). Enfin, ’enrichissement environnemental augmente le recrutement des progéniteurs
neuraux de la SVZ vers les lésions de la substance blanche et promeut leur engagement dans un
phénotype oligodendrocytaire. Des résultats similaires ont été obtenus dans le cadre des lésions focales
par injection de lysolécithine. Ainsi, I’enrichissement environnemental semble bénéfique dans ces deux
modeéles animaux de SEP, et notamment dans la récupération fonctionnelle par le biais d’un recrutement

accru des progéniteurs neuraux de la SVZ.

Une étude plus récente a également permis de mettre en évidence un effet protecteur de
I’enrichissement environnemental dans I’EAE. Dans cette étude, les auteurs ont montré que, bien qu’il
n’y ait pas de différence dans le jour moyen d’apparition des symptomes moteurs, des souris immunisées
contre le peptide MOGss.s5 et hébergées dans un environnement enrichi présentaient des scores cliniques
cumulés bien inférieurs a ceux des souris hébergées dans un environnement standard (3.41 + 0.348
contre 16.27 + 0.53 respectivement ; Figure 25A ; Table 9 ; Bonfiglio et al., 2019). De plus, alors que
les animaux EAE hébergés dans de telles conditions standards montrent une diminution de leur activité
motrice spontanée, cet effet semble inhibé chez les animaux hébergés en environnement enrichi. Enfin,
les auteurs ont mis en évidence une diminution de la démyélinisation dans la moelle épiniére des souris
EAE hébergées en environnement enrichi par rapport a des souris hébergées en environnement standard
(Figure 25B), sans pour autant observer de différences dans le nombre de cellules mononucléées
infiltrées (Figure 25C). Seule une diminution de la production in situ d’IL-1p chez les souris EAE

hébergées en environnement enrichi a été observée (Bonfiglio et al., 2019).
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Figure 25 : Effets de I’enrichissement environnemental sur le score clinique moyen (A), sur la démyélinisation (B) ainsi
que sur Pinfiltration leucocytaire (C) au niveau de la moelle épiniére de souris EAE-MOG et controles.
A : "P<0.05, *"P<0.01 vs score clinique au jour 1 post-immunisation chez les animaux du groupe SE-EAE ; #P<0.05 vs score
clinique au jour 1 post-immunisation chez les animaux du groupe EE-EAE ; $P<0.05 : SE-EAE vs EE-EAE. B-C : "P<0.05 vs
SE-control ; #P<0.05 vs SE-EAE. SE : Environnement Standard ; EE : Environnement Enrichi. Figure adaptée de Bonfiglio et
al., 2019.

Une autre étude publiée la méme année a également pu mettre en évidence une diminution de la
sévérité de I’EAE induite par le peptide MOGss.ss et une diminution de la démyélinisation chez des
animaux hébergés en environnement enrichi par rapport a leurs homologues hébergés en environnement
standard, mais a également montré une diminution des infiltrats de cellules immunitaires dans la moelle
épiniére de ces mémes animaux (Table 9 ; Xiao et al., 2019). Les auteurs de cette étude ont également
pu mettre en évidence que D’effet protecteur de I’enrichissement environnemental résultait d’une
diminution de la prolifération et de la différenciation des thymocytes, notamment par I’intermédiaire
d’une augmentation des productions hypothalamiques de BDNF et de CRH, et des concentrations
plasmatiques de corticostérone. En effet, une surexpression de BDNF au niveau de I’hypothalamus
d’animaux controles était a elle seule capable de reproduire les effets de 1’enrichissement
environnemental sur le nombre et la différenciation des thymocytes. A I’inverse, le blocage spécifique
de I’expression de BDNF chez des animaux hébergés en environnement enrichi inhibait les effets
thymiques de celui-ci, et diminuait également la production de CRH de I’ordre de 40%. Les auteurs se
sont alors intéressés au role de 1’axe HPA dans les effets immuno-régulateurs observés de
I’enrichissement environnemental. Une adrénalectomie réalisée chez des animaux hébergés en
environnement enrichi inhibait les effets thymiques de celui-ci. Des résultats identiques étaient obtenus
par un knockout conditionnel des GR exprimés par les thymocytes, suggérant que les effets protecteurs
de I’enrichissement environnemental étaient médiés par I’augmentation des concentrations plasmatiques

de corticostérone et de son action immuno-régulatrice directe sur les thymocytes. De plus,
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I’enrichissement environnemental entraine une diminution des populations de lymphocytes Thl et Th17
et une augmentation des populations Th2 et Treg au niveau du SNC des animaux EAE, entrainant de ce
fait la diminution de sa sévérité. Cependant, un tel knockout conditionnel des GR abroge la majorité de
ces changements, et réduit de ce fait I’atténuation de I’EAE par I’enrichissement environnemental.
Enfin, de maniére intéressante, les auteurs de cette étude ont montré que le transfert adoptif de
thymocytes issus de souris hébergées dans un environnement enrichi & des souris hébergées en
conditions standard permettait de réduire la sévérit¢é de I’EAE, suggérant que I’enrichissement

environnemental procure aux thymocytes un phénotype immunosuppresseur durable.

Une autre étude publiée en 2020 s’est quant & elle majoritairement intéressée aux effets de
I’enrichissement environnemental sur les symptémes cognitifs dans un modele de dommages corticaux
focaux induits par une injection stéréotaxique de vecteurs adénoviraux exprimant I’IL-1 au niveau du
cortex préfrontal gauche (Silva et al., 2020). Dans ce modele, les auteurs ont pu mettre en évidence que
I’enrichissement environnemental diminuait I’anxiété, les déficits cognitifs (en particulier concernant la
mémoire immédiate), et I’anhédonie observés dans ce modeéle chez des animaux hébergés en condition
standard. De plus, les auteurs ont pu mettre en évidence une réduction du volume inflammatoire au
niveau de la zone d’injection de ’adénovirus ainsi qu’une diminution de 1’activation des cellules
microgliales et astrogliales chez les animaux hébergés en environnement enrichi. L’enrichissement
environnemental permettait également de réduire la démyélinisation et la perte neuronale dans ce
modele. Enfin, les auteurs ont pu mettre en évidence que de telles conditions d’hébergement diminuaient
la production in situ de cytokines pro-inflammatoires telles que I'TL-1B, le TNFa et I’'IL-6 et
augmentaient inversement la production de cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-p et le

BDNF.



Etude Espéce/souche  Modéle animal
(sexe/fige) de SEP
Souris/C37BL/6

EAE-MOGs 55 +

(/7 semaines) !
TNFaic. aJ+10

Magalon et al., 2007 ou ou
Souris/CD1

oy . Lysolécithine i.c.
(J/3 semaines)

Souris/C37BL/6

fiali o) 9
Bonfiglio ef al,, 2019. {2/ 4 semaines)

EAE-MOGys s

Souris/C57TBL/6
Xiao et al., 2020 (det2/ EAE-MOGisss
3semaines)
Injection
N adénovirus
Silva et al., 2020 R?'\\ wstar exptimant [L-1p
(/8 semaines)
dans cortex
préfrontal

Conditions d’hébergement Durée

Environnement enrichi

6 animaux par cage (55 x 35 x25 cm).
Jouets, tunnels. cachettes, roues, matériaux
odorants.

Renouvellement tous les 2 jours.

De J0aJ+24-31
(EAE-MOG)

De J-TalJ+7
Environnement standard : (lysolécithine)
2 animaux par cage (32 x 13 x 14 cm).

Aucun objet.

Environnement enrichi

8 animaux par cage (36 x 54 x 19 cm).
Jouets, tunnels, boite en carton, roues,
échelles, matériels de nidification.
Renouvellement tous les 2 jours.

De J-28 aJ+21

Environnement standard :
8 animaux par cage (21 x 37 x 14 ¢cm).
M atériels de nidification.

Environnement enrichi :

20 animaux par cage (1.5 x 1.5 x 1.0 m).
Jouets, tunnels, cabanes, roues,
labyrinthes, matériels de nidification. 4-5 semaines
LEnvironnement standard ;

5 animaux par cage (30.5x 17 x 15 cm).

Aucun objet.

v i
7-8 animaux par cage (100 x 50 x 50 ¢m).
Jouets, tunnels, cabanes, roues, échelles,
matériels de nidification.
Renouvellement 2 fols par semaine. DeJOal+28
Environnement standard :

3-4 animaux par cage (55 x33 x 20 cm).

Aucun objet.

INTRODUCTION

Principaux effets de ’enrichi tenvir

Effets sur I'EAE :
Retarde I'ap parition des symptomes moteurs
T récupération fonctionnelle.

Effcts sur les progéniteurs de la SVZ
1 prolifération, recrutement el engagement vers un phénotype.
oligodendrocytaire (EAE-MOG +Lysolécithine ).

Elfets sur I'EAE :
| score cumulé,
T activité motrice spontanée.

Effets sur les fonctions synaptiques :

T exocytose du glutamate

T production d’AM P

T expression de SNAP-25 et MUNGIS.

Lifets sur I"infiltration leucocy taire et la production de cytokimes ;
| démy élinisation.

= infiltrats de cellules mononuclées dans la moélle épiniére

| production d’IL-1p dans la moélle épiniére.

Effets sur des animaux naifs :

| prolifération et différenciation des thymocytes.
1 expression hy pothalamique BDNF et CRH.

1 concentrations plasmatiques CORT.
Adrénalectomie et KO-GR : inhibe effets de I'EE.

Effets sur des animaux EAF

| score clinique, infiltrats immunitaires et démy élinisation.

| Thl et Th17; 1 Th2 et Treg dans le systéme nerveux central
KO-GR : abroge les effets de 'EE sur 'EAE.

Effets comportementaux :

| anxiété (Openfield, Elevated Plus Maze).

| déficits cognitifs (Novel Object Recognition).

| anhédonie (Sucrose Preference).

Effets sur la neuroinflammation et la démyélinisation :

| volume inflammatoire, démyélinisation et perte neuronale.
| activation cellules microgliales et astrogliales

| production IL-1p, TNFe et IL-6.

T production TCGH3 et BDNF.

Table 9 : Caractéristiques des études sur les effets de ’enrichissement environnemental dans des modéles animaux de
SEP. i.c. : injection intra-cérébrale ; SVZ : Zone Sous-Ventriculaire ; AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique ; SNAP-
25: Synaptosomal-Associated Protein-25; MUNC-18: Mammalian UNCoordinated-18; BDNF : Brain-Derived
Neurotrophic Factor ; CRH : Corticotropin Releasing Hormone ; CORT : Corticostérone ; KO-GR : Knockout conditionnel
des récepteurs aux glucocorticoides exprimés par les thymocytes ; EE : Environnement Enrichi; 1 : augmentation; | :
diminution ; = : pas d’évolution.

Ainsi, toutes les études présentées précédemment confortent 1’idée d’un effet protecteur de
I’enrichissement environnemental dans les modéles animaux de SEP (Table 9). Cependant, bien qu’il
ait été montré que des animaux hébergés en environnement enrichi présentaient des niveaux d’anxiété
inférieurs aux animaux hébergés en environnement standard, aucune de ces études ne s’est intéressée
aux effets de telles conditions d’hébergement sur la résilience a un stress aigu dans un modéle animal
de SEP. De plus, les études présentées ici ne se sont intéressées qu’a deux principaux modéles, a savoir
la PP-EAE et des modéles de démyélinisation ou dommages corticaux focaux. En effet, aucune étude
n'est disponible concernant les effets d’un tel paradigme dans un modéle animal récurrent-rémittent de

la pathologie, qui constitue pourtant la forme la plus fréquente de SEP.

-063 -



-64 -

INTRODUCTION

Parmi les hypothéses permettant d’expliquer les effets déléteres du stress dans le déclenchement
et/ou I’évolution de la SEP (voir partie 11.3.), nous avons volontairement omis de parler de I’'une d’entre
elles. En effet, un événement stressant peut étre a I’origine, a 1’instar de ce qui est observé pour la BHE,
d’une ouverture de la barriere intestinale (voir partie 111.4.2.). De plus, de nombreuses études ont montré
des modifications de I’homéostasie intestinale dans la SEP et ses modé¢les animaux. Nous nous
intéresserons alors dans la prochaine partie a présenter les diverses implications de ce tissu particulier

dans la physiopathologie de la SEP.

I11. Inflammation intestinale et SEP.

I11.1.  Anatomie et physiologie du tractus intestinal.

Le tractus intestinal se compose de I’intestin gréle, lui-méme subdivisés en trois parties que sont le

duodénum, le jéjunum et I’iléum, et du célon (Figure 26).

Estomac
J Duodénum
Jéjunum
lléon
is
L
'
U
l‘! Colon avec
HH | caecum et
,'.' appendice
=79
%

Figure 26 : Le tractus intestinal. Figure adaptée de Mowat et Agace, 2014.

Chacune de ces parties présentent a la fois une structure anatomique et des fonctions physiologiques

distinctes que nous exposerons rapidement ci-apres.
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I11.1.1. Anatomie et histologie intestinale.

.1.1.1.  L’intestin gréle.

L’intestin gréle constitue la plus grande partie du tractus intestinal puisqu’il mesure chez I’humain
entre quatre et huit metres de long. Sa paroi est constituée de quatre tuniques (Figure 27) :

Intestin gréle Colon Anus
Duodénum Jéjunum Iléon
Valvule connivente

— Epithélium
Muqueuse Lamina propria
L_ Musculeuse muqueuse

Sous-
muqueuse
circulaire ) | - -
Musculeuse s L] =% |-
longitudinale —»— =~ = [ ) )/’,]V v K[’
Séreuse == \K V7 V
(péritoine) ~—
N

Plaque de Peyer

Figure 27 : Structuration anatomique du tractus intestinal. Illustration de Carole Fumat, adaptée de « Les fondamentaux

de la pathologie digestive », CDU-HGE/Editions Elesevier-Masson, 2014
- La muqueuse formant des plis circulaires, autrement appelés valvules conniventes, qui se
composent d’une alternance de villosités et de cryptes. Les villosités sont des expansions en
doigt de gant recouvertes d’un épithélium constitué majoritairement d’entérocytes (cellules
absorbantes présentant des microvillosités sur leur face apicale), de cellules caliciformes
responsable de la sécrétion de mucus, de quelques cellules neuroendocrines ainsi que des
lymphocytes intra-épithéliaux qui représentent environ 10% des cellules épithéliales (Olivares-
Villagbmez et Van Kaer, 2018). Les cryptes de Lieberkiihn sont composées des mémes types
cellulaires mais présentent également des cellules spécialisées dans la régulation des
populations microbiennes que sont les cellules de Paneth. Cet épithélium est notamment soutenu

par un tissu conjonctif sous-jacent, la lamina propria, richement vascularisé et contenant entre

autres de nombreuses cellules immunitaires (Figure 28).
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Figure 28 : Coupe histologique d’intestin gréle. A : Villosités avec entérocytes (<), cellules caliciformes (*) et lymphocytes
intra-épithéliaux (cercle blanc) ; B : Cryptes de Lieberkiihn avec cellules de Paneth (<). Source : Dominique Wendum, extrait
de « Les fondamentaux de la pathologie digestive », CDU-HGE / Editions Elesevier-Masson, 2014.

- Lasous-muqueuse, qui peut présenter des amas lymphoides s’étalant jusque dans la muqueuse.
Ceux-ci constituent les plaques de Peyer qui sont particulierement abondantes au niveau de
I’iléon terminal.

- Lamusculeuse circulaire interne et la musculeuse longitudinale externe constituées de muscles
lisses a ’origine du péristaltisme.

- Laséreuse (le péritoine).

111.1.1.2. Le cblon.

Le c6lon, d’un diamétre plus grand que I’intestin gréle, forme un angle qui entoure le jéjunum et
I’iléum (Figure 29). Contrairement a ce dernier, il ne présente pas de dispositif d’amplification de
surface. La couche musculaire externe a la particularité d’étre discontinue et la couche musculaire

interne de présenter des épaississements entre les bandes longitudinales appelées haustrations coliques.
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Figure 29 : Anatomie du colon. Source : Gray’s Anatomie — Le Manuel pour les étudiants, 4® édition, Elsevier Health
Sciences.

La muqueuse colique ressemble a celle de I’intestin gréle mais ne présente pas de villosités. En effet,
celle-ci est exclusivement constituée de cryptes de Lieberkithn dont 1’épithélium est constitué de
colonocytes (cellules absorbantes), de cellules caliciformes, de quelques cellules neuroendocrines et de
lymphocytes intra-épithéliaux (Figure 30). Il est de plus intéressant de noter la présence de cellules de
Paneth uniquement au niveau du célon ascendant. De plus, le nombre de cellules caliciformes augmente,

aux dépens du nombre de colonocytes, a mesure que 1’on progresse vers la partie terminale du célon.

Figure 30 : Coupe histologique de colon. La muqueuse colique est uniquement constituée de cryptes de Lieberkiihn (*).
Source : Dominique Wendum, extrait de « Les fondamentaux de la pathologie digestive », CDU-HGE / Editions Elesevier-
Masson, 2014.
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I11.1.2. Physiologie intestinale.

L’intestin gréle a pour fonction principale la digestion des aliments et I’absorption des nutriments.
Le duodénum est le siege du mélange entre les sécrétions pancréatiques et le chyme alimentaire,
permettant sa digestion. L’absorption des nutriments en découlant n’y est que tres peu régulée. A
I’inverse, le jéjunum, notamment grace a la présence des plis circulaires a 1’origine d’une trés grande
surface d’absorption, constitue le principal site d’absorption des nutriments. L’intestin gréle est
également le siege de nombreux mouvements hydroélectrolytiques par voie para- ou trans-cellulaires (a
travers la bicouche phospholipidique ou par I’intermédiaire d’aquaporines) permettant le maintien de

I’homéostasie de 1I’organisme.

Le cblon est lui aussi le si¢ge de nombreux mouvements hydroélectrolytiques. Cependant, a I’inverse
de I’intestin gréle, il n’est pas un site privilégié d’absorption des nutriments, notamment en raison de
I’absence de dispositifs d’amplification de surface dans sa muqueuse. Malgré tout, I’abondance de divers
microorganismes commensaux dans cette structure (microbiote colique), dont il sera sujet plus tard dans
le présent manuscrit (voir partie 111.3.), permet la récupération de 1’énergie résiduelle de certains

aliments non digérés par 1’hote.

111.2.  Systeme immunitaire intestinal.

La muqueuse intestinale constitue la plus grande surface de contact d’un organisme avec le milieu
extérieur. Le tissu intestinal nécessite par conséquent un systéeme de défense complexe contre des agents
potentiellement pathogénes. A ce titre, le tractus intestinal présente une trés grande variété de cellules
immunitaires (appartenant aux composantes innée et adaptative), ainsi qu’un systéme de drainage
lymphatique complexe au plus prés de ’environnement externe, notamment par I’intermédiaire des
chyliféres directement implantés dans la lamina propria (Figure 31). Nous présenterons dans les

prochaines parties les divers mécanismes de défense intrinséques au tractus intestinal.
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Figure 31 : Systéeme de drainage lymphatique gastro-intestinal chez la souris.

Diverses régions du tractus gastro-intestinal sont couvertes par des vaisseaux et des nceuds lymphatiques dédiés. Des canaux
présents dans les villosités intestinales (chyliféres) permettent le transit de la lymphe luminale et interstitielle vers le réseau
lymphatique sous-muqueux. La lymphe rejoint ensuite les ganglions lymphatiques (nceuds lymphatiques gastrique, duodéno-
pancréatique, mésentérique et caudal) avant de rejoindre la circulation systémique par 1’intermédiaire du canal thoracique.
Source : Mowat et Agace, 2014.

111.2.1. La composante innée de I’immunité intestinale.

111.2.1.1. La barriere mugueuse intestinale.

La premicre ligne de défense d’un organisme consiste dans la limitation du passage des agents
pathogenes dans le milieu intérieur de celui-ci. La muqueuse intestinale présente la particularité de
disposer de deux barriéres physiques limitant le passage des microorganismes commensaux oOu
pathogenes de la lumiére intestinale vers la lamina propria (milieu intérieur). La premiére de ces deux
barriéres physiques est la couche de mucus sécrétée par les cellules caliciformes présentes dans
1’épithélium intestinal. Bien que celle-ci soit notamment impliquée dans la protection de 1’épithélium

contre les enzymes digestives et dans la progression du chyme alimentaire et des feces, sa constitution
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sépare egalement les microorganismes de la lumiére intestinale de 1’épithélium (Capaldo et al., 2017).
Des perturbations de cette barriére de mucus ont été observées chez des patients souffrant de maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) telles que la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique. En effet, ces patients montrent un nombre plus faible de cellules caliciformes. De plus,
celles-ci montrent une production réduite de mucines (protéines constituant majoritairement le mucus)
a ’origine d’une réduction de I’épaisseur de la couche de mucus et qui autorise de ce fait davantage de
contact entre les microorganismes commensaux de la lumiere intestinale et 1’épithélium (Swidsinski et

al., 2007, Gersemann et al., 2009 ; Johansson et al., 2014).

La seconde barri¢re physique limitant I’acceés des microorganismes de la lumiére intestinale vers
I’intérieur de 1’organisme est 1’épithélium intestinal. En effet, bien que celui-Ci est supposé permettre de
nombreux échanges de petites molécules entre les environnements extérieur et intérieur (absorption des
nutriments notamment), la présence de jonctions serrées dans la partie apicale de 1’épithélium limite la
diffusion de grosses molécules et d’agents potentiellement pathogénes par la voie paracellulaire. Cet
épithélium constitue de ce fait une barric¢re sélective autorisant le passage d’éléments importants tels
que I’eau, des solutés ou des facteurs immuns tout en limitant celui d’éléments potentiellement
compromettants (grosses molécules et microorganismes) vers la lamina propria et leur possible
propagation au niveau systémique (McConnell et Coopersmith, 2005 ; Figure 32). Cependant, une
augmentation de la perméabilité intestinale peut étre observée dans certaines conditions inflammatoires
notamment par I’intermédiaire d’une altération de 1’expression de la protéine ZO-1 (Zonula Occludens-
1), de nombreuses claudines ou de la protéine occludine (Turner, 2009). De maniere plus précise, la
perméabilité intestinale peut étre modulée par de multiples facteurs intra- ou extracellulaires. Par
exemple, certaines cytokines telles que I’IFNy, le TNFao et I’'IL-1p sont capables d’augmenter la
perméabilité de cette barriére notamment par I’intermédiaire de 1’activation de la MLCK (pour « Myosin
Light Chain Kinase »). La MLCK ainsi activée phosphoryle la chaine 1égére de la myosine a 1’origine
de sa contraction et par conséquent de I’ouverture de la barriére épithéliale. Inversement, d’autres
facteurs tels que I’EGF (pour « Epidermal Growth Factor ») favorisent le maintien de I’intégrité de la

barriére (Suzuki, 2013).
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Figure 32 : La barriére épithéliale intestinale.

Les cellules épithéliales intestinales sont maintenues jointives par la présence de jonctions serrées et de jonctions adhérentes,
empéchant de ce fait le flux paracellulaire d’¢léments de la lumiére intestinale vers la lamina propria. Les protéines
extracellulaires telles que les JAM, les occludines et les claudines interagissent avec les protéines intracellulaires ZO et le
complexe actine-myosine péri-jonctionnel formant les jonctions serrées. Les cadhérines extracellulaires en contact avec les
caténines intracellulaires interagissent avec le complexe actine-myosine formant les jonctions adhérentes. JAM : Junctional
Adhesion Molecule, ZO : Zonula Occludens ; MLCK : Myosin Light Chain Kinase. Source : Mittal et Coopersmith, 2013.

11.2.1.2. Les cellules de I'immunité innée.

Les macrophages représentent la population leucocytaire la plus abondante dans la lamina propria
en conditions physiologiques. lIs jouent un role important dans le maintien de I’homéostasie intestinale,
notamment via la phagocytose des microorganismes et des débris issus de 1’apoptose des cellules de la
mugueuse et par I’intermédiaire de la production de médiateurs favorisant le renouvellement des cellules
épithéliales a partir des cellules souches présentent dans les cryptes de Lieberkilhn (Mowat et Agace,
2014). Les macrophages participent également a la tolérance immunitaire grace a leur capacité de
sécréter de grandes quantités d’IL-10 qui limitent les réponses inflammatoires a des stimuli et favorisent
la survie et les fonctions des lymphocytes Treg présents dans la muqueuse intestinale (Murai et al.,
2009 ; Hadis et al., 2011). Plus classiquement, les macrophages sont aussi en mesure de jouer le réle de

APC et ainsi de servir d’intermédiaire entre I’immunité innée et I’immunité adaptative.

A T’instar des macrophages, les DC sont elles aussi capables de phagocytose. De hombreuses sous-

populations de DC ont été identifiées sans qu’on ne puisse encore aujourd’hui totalement élucider le
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role spécifique de chacune d’entre elles (Mowat et Agace, 2014). Cependant, une de ces sous-
populations (CD103*/CD11b*) semble étre associée a la présence de lymphocytes Thl7. En effet, la
réduction de la représentation de cette sous-population dans la lamina propria est associée a une
réduction du nombre de Th17 intestinaux et a une diminution de leur polarisation dans les nceuds
lymphatiques mésentériques (MLN pour « Mesenteric Lymph Node » ; Persson et al., 2013 ; Schlitzer
etal., 2013). Bien que les fonctions de chacune de ces sous-populations de DC soient encore aujourd’hui
débattues, il apparait que celles-ci jouent un rdle important dans la présentation des antigénes aux
cellules de I’immunité adaptative. En effet, celles-ci sont notamment responsables de la présentation des
antigenes captés au niveau des plaques de Peyer a travers les cellules M (cellules a plis microscopiques ;
voir partie 111.2.2.5.) aux lymphocytes T qui y sont résidents (Mowat et Agace, 2014). Les DC sont en
outre capables de capturer des antigenes directement dans la lumiére intestinale par I’intermédiaire de
dendrites transépithéliales (TED pour « TransEpithelial Dendrites ») émises entre les cellules
épithéliales et de présenter ainsi ces antigénes directement au sein de la lamina propria (Rescigno et al.,

2001 ; Chieppa et al., 2006).

Les entérocytes sont étonnamment également capables de présenter des antigenes aux cellules de
I’'immunité adaptative. En effet, ils possedent la capacité de capter des antigénes sur leur face apicale et
de les présenter a leur surface basale, en association avec le CMH de type Il, aux lymphocytes T CD4*
(Hershberg et al., 1998). Cependant, ces cellules n’exprimant pas les molécules de costimulations
nécessaires a I’activation de ces lymphocytes, elles seraient non pas associées a 1’induction d’une
réponse inflammatoire contre ces antigénes mais au contraire a I’induction d’une tolérance immunitaire

vis-a-vis des microorganismes commensaux de la lumiére intestinale (Sanderson et al., 1993).

111.2.2. La composante adaptative de I’immunité intestinale.

La composante adaptative du systeme immunitaire intestinal comprend trois grandes catégories que
sont les lymphocytes T intra-épithéliaux (IEL pour « IntraEpithelial Lymphocytes »), les lymphocytes
T de la lamina propria (LPL pour « Lamina Propria Lymphocytes ») et les lymphocytes B intestinaux.

Ces populations lymphocytaires ceuvrent de concert, avec les cellules de I’'immunité innée, pour
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maintenir 1’homéostasie intestinale. Nous nous proposons de présenter ci-aprés ces différentes
catégories avant de proposer une synthese schématique de la réponse immunitaire intestinale a un agent

pathogene quelconque.

111.2.2.1. MAdCAM-1, une molécule d’adhésion vasculaire nécessaire a

|’extravasation des cellules immunitaires vers la mugueuse intestinale.

MAdCAM-1 (pour « Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1 ») est une protéine d’adhésion
vasculaire majoritairement exprimée par les cellules endothéliales des veinules postcapillaires au niveau
des MLN, de la lamina propria et des tissus lymphoides associés a I’intestin (GALT pour « Gut-
Associated Lymphoid Tissue ») tels que les plaques de Peyer (Streeter et al., 1988). Son expression
permet ainsi I’extravasation des cellules immunitaires depuis le compartiment sanguin vers la muqueuse
intestinale, soit directement a 1’intérieur de la lamina propria, soit dans les plaques de Peyer. En effet,
MAdCAM-1 présentent une forte affinité pour les intégrines asf; exprimées a la surface des
lymphocytes (Berlin et al., 1993). Ainsi, la fixation de MAdCAM-1 exprimée par les cellules
endothéliales sur les intégrines osB7 exprimées a la surface des lymphocytes permet 1’adhésion de ces
derniers a I’endothélium vasculaire avant de permettre leur transmigration vers les GALT ou la lamina

propria (Figure 33 ; Zundler et al., 2019).

L’expression de MAdACAM-1 a la surface des cellules endothéliales intestinales se trouve étre
dépendante de 1’état inflammatoire du tissu. En effet, son expression est augmentée dans les tissus
intestinaux de patients souffrant de MICI telles que la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique,
autorisant ainsi un plus grand trafic des populations lymphocytaires délétéres a I’origine des dommages
observés dans ces pathologies (Souza et al., 1999 ; Zundler et al., 2017). Cette augmentation de
I’expression de MAdCAM-1 est notamment sous la dépendance de diverses cytokines telles que le
TNFa et I’TL-10 (Connor et al., 1999). Ainsi, I’'une des pistes thérapeutiques les plus privilégiées pour
ces MICI a été d’utiliser des anticorps monoclonaux dirigés contre les intégrines a7 (vedolizumab,
abrilumab) afin de limiter leurs interactions avec MAdCAM-1 et par conséquent de limiter I’infiltration

lymphocytaire dans la muqueuse intestinale (Feagan et al., 2013 ; Sandborn et al., 2013).
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Figure 33 : Transmigration d’un lymphocyte T vers un tissu lymphoide associé a I’intestin.

(1) Les lymphocytes T expriment le récepteur aux chimiokines CCR7, la L-selectine et I’intégrine ouf7. (2) La L-sélectine et
I’intégrine asp7 inactive se fixent 8 MAdCAM-1 exprimée par les cellules endothéliales des veinules a endothélium épais (HEV
pour « High Endothelial Venules ») du GALT permettant le roulement du lymphocyte le long de la paroi vasculaire. (3) Pendant
le roulement, des chimiokines produites par le GALT (CCL19 et CCL21) peuvent activer les récepteurs aux chimiokines
exprimés a la surface du lymphocyte (CCR7). (4) L’intégrine 0437 obtient alors sa conformation active lui permettant d’établir
une adhérence forte avec MAdCAM-1. (5) Une fois le lymphocyte arrété au niveau de la paroi vasculaire, celui-ci peut se
déformer pour franchir I’endothélium vasculaire et rejoindre le GALT (transmigration).

GALT : Gut-Associated Lymphoid Tissue ; HEV : High Endothelial Venule ; MAdCAM-1 : Mucosal Addressin Cell Adhesion
Molecule-1. Source : Zundler et al., 2019.

111.2.2.2. Les lymphocytes T intra-épithéliaux.

Les lymphocytes T intra-épithéliaux (IEL) sont des lymphocytes T intégrés a I’épithélium intestinal.
Ils représentent environ 10% du nombre total de cellules épithéliales en conditions physiologiques ce
qui en fait la population de lymphocytes T la plus abondante du tissu intestinal (Olivares-Villagémez et
Van Kaer, 2018). Ces IEL ont pour fonctions de réguler ’homéostasie intestinale, de veiller a I’intégrité
de la barriére épithéliale intestinale, de répondre de maniére rapide aux infections mais également de
réguler les réponses immunitaires innées et adaptatives (Sheridan et Lefrancois, 2010). De ce fait, les

IEL se situent a I’interface des composantes innée et adaptative de I’immunité intestinale.

Plusieurs sous-populations d’IEL peuvent étre définies en fonction notamment du type de TCR

(TCRap ou TCRyd) et du type de corécepteur CD8 (CD8ao. et CD8uf) exprimés (Sheridan et
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Lefrancois, 2010). Nous nous intéresserons a présenter rapidement les deux sous populations les plus

fréquentes a savoir les IEL CD8ao/TCRYS et les IEL CD8afp/TCRaf.

Les IEL CD8ao/TCRYS présentent de multiples fonctions effectrices telles que la production de
cytokines permettant de réguler I’inflammation intestinale. En effet, ces IEL sont capables de
promouvoir I’inflammation par leur production d’IL-17 et d’IFNy notamment et sont en mesure
d’induire I’apoptose de cellules infectées par I’intermédiaire de la libération de granules cytotoxiques

ou de I’interaction Fas/FasL (Martin et al., 2009 ; Sutton et al., 2009 ; voir partie 1.3.1. ; Figure 10). Ces

IEL sont cependant également capables d’inhiber la réaction inflammatoire par I’intermédiaire de la
production d’IL-10 (Rhodes et al., 2008). Enfin, cette sous-population est impliquée dans la régulation
de I’intégrité de la barriére épithéliale intestinale et dans le renouvellement de 1’épithélium grace a leur
production de facteur de croissance des kératinocytes (KGF pour « Keratinocyte Growth Factor » ;

Boismenu et Havran, 1994, Chen et al., 2002).

Les IEL CD8ap/TCRof sont quant a eux des lymphocytes T CD8" plus classiquement retrouvés. I
s’agit en effet de lymphocytes Tc d’origine périphérique ayant migrés vers la muqueuse intestinale avant
de s’intercaler dans 1’épithélium. En effet, la neutralisation des intégrines asp7 a leur surface ou le
transfert adoptif de lymphocytes T CD8" déficients pour ces intégrines réduit le nombre de ces IEL
(Hamann et al., 1994 ; Lefrancois et al., 1999). Ainsi, cette sous-population d’IEL d’origine

périphérique présente des fonctions plus classiques de cytotoxicité.

111.2.2.3.  Les lymphocytes T de la lamina propria.

Les lymphocytes T de la lamina propria (LPL) comprennent a la fois les lymphocytes T CD4* et les
lymphocytes T CD8* avec un ratio approximatif de 2:1 (Mowat et Agace, 2014). Les lymphocytes T
CD4* se composent des populations effectrices déja évoquées précédemment telles que les Thi, les Th2
et les Th17 ainsi que des populations régulatrices Treg et Trl. Cependant, la représentation de chacune
de ces sous-populations différe tout au long du tractus intestinal. Par exemple, il existe une corrélation
inverse entre le nombre de cellules Th17 et de Treg le long du tractus intestinal avec de moins en moins

de Th17 du duodénum vers le colon et, inversement, de plus en plus de Treg (Figure 34 ; Denning et al.,
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2011). Ces différences d’abondance de chaque sous-population sont supposées étre une conséquence de

contenus luminaux différents en fonction de la zone du tractus intestinal concernée.
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Figure 34 : Régionalisation des principales populations lymphocytaires le long du tractus intestinal de souris en
association avec le contenu luminal et la présence de GALT. Figure adaptée de Mowat et Agace, 2014.

111.2.2.4. Les lymphocytes B intestinaux.

Contrairement a la plupart des tissus sains d’un organisme, la lamina propria comprend a I’état
physiologigque un nombre important de plasmocytes. Les plasmocytes les plus représentés dans la
muqueuse intestinale produisent des immunoglobulines-A (IgA ; environ 75% dans le duodénum et
jusqu’a 90% dans le colon; Figure 34) et la plupart des plasmocytes restant produisent des
immunoglobulines-M (IgM ; Brandtzaeg et Johansen, 2005). Les IgA produites par ces plasmocytes ont
pour vocation d’étre sécrétées dans la lumiére intestinale ou elles seront en mesure de neutraliser les
antigenes contre lesquelles elles sont dirigées. Cette sécrétion intraluminale d’IgA est permise par la
présence d’un récepteur spécifique aux immunoglobulines (pIgR pour « polymeric Immunoglobulin
Receptor ») exprimé par les cellules épithéliales intestinales et permettant le transport des IgA a travers
la barriere épithéliale intestinale (Brandtzaeg et al. 2005). Chez I’humain, il existe deux isotypes d’IgA
dont les proportions relatives varient le long du tractus intestinal. Les plasmocytes sécréteurs d’IgAl

sont principalement retrouvés dans le duodénum et le jéjunum tandis que les plasmocytes sécréteurs
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d’IgA2 sont de plus en plus abondants @ mesure que 1’on progresse dans le tractus intestinal pour
atteindre environ 60% dans le colon distal (contre seulement 25% dans I’intestin gréle ; Lin et al., 2014).
Il est cependant intéressant de noter que la plus grande abondance d’IgA1 dans I’intestin gréle peut étre
mise & mal en cas de prolifération bactérienne importante (Kett et al., 1995). Ainsi, I’isotype d’IgA
sécrétée dépendrait de I’abondance des microorganismes présents dans la lumicre intestinale. En effet,
les IgA2 présentent une région charniére plus courte les rendant plus résistantes a la dégradation par les
protéases bactériennes que les IgA1 (Plaut et al., 1974). Ces IgA2 seraient donc de ce fait plus adaptées

aux régions du tractus intestinal riches en microorganismes.

111.2.2.5. La réaction immunitaire intestinale classigue a un agent pathogene.

Tel que présenté précédemment, certes de maniere non exhaustive, le tractus intestinal présente une
grande variété de cellules immunitaires lui conférant des capacités de réactions immunitaires
potentiellement indépendantes d’une réponse systémique, et lui permettant de maintenir en permanence
son homéostasie, notamment par 1’intermédiaire du contréle des populations microbiennes (dont il sera
question dans la prochaine partie). Ce systéme immunitaire, tel que nous venons de le voir, présente a
la fois des composantes classiques de I’immunité mais également des spécificités qui lui sont propres.
Nous nous proposons dans cette derniére partie traitant de I’immunité intestinale de mettre en lien les
différents acteurs précédemment présentés afin d’établir une chronologie d’événements permettant de
répondre a agent pathogéne. Cette chronologie sera présentée sous la forme d’un schéma simplifié

(Figure 35) dont la réalisation a été inspirée d’un autre schéma réalisé par Allan Mowat en 2003.
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Figure 35 : Schéma simplifié d’une réaction immunitaire intestinale a2 un agent pathogeéne.

(1) Les antigenes de la lumiére intestinale sont captées par les cellules M présentes au niveau de 1’épithélium associé aux
follicules (FAE pour « Follicle-Associated Epithelium ») couvrant la plaque de Peyer. Ces antigénes sont alors transférés aux
APC y résidant. (2) Les APC ainsi chargées peuvent activer in situ les lymphocytes T présentant un TCR spécifiquement dirigés
contre ces antigénes. Ces lymphocytes T activés sont alors en mesure d’activer des lymphocytes B présentant un BCR
specifiquement dirigé contre ces antigenes. (3) Les lymphocytes T et B activés, ainsi que des APC chargées en antigénes
migrent vers les MLN. (4) Les lymphocytes T résident des MLN peuvent alors étre activées par les APC issus des plaques de
Peyer. (5) Les antigenes peuvent étre directement captés par les APC par ’intermédiaire de leurs TED, voire étre directement
présentés en association avec le CMH-I1 a la surface basale des entérocytes aux lymphocytes T. Les lymphocytes T activés et
les APC chargées en antigenes migrent ensuite vers les MLN (3) et (4). (6) Les lymphocytes T activés des MLN peuvent ensuite
migrer vers la lamina propria ou vers les ganglions lymphatiques périphériques. Les lymphocytes B activés quant & eux migrent
obligatoirement au niveau systémique. (7) Des antigenes libres ayant franchi la barriere intestinale peuvent directement
rejoindre les ganglions lymphatiques via la circulation sanguine et étre captés par des APC y résidant qui (8) iront activer les
lymphocytes T y résidant également. Les lymphocytes T ainsi activés pourront rejoindre la circulation lymphatique générale
avant de rejoindre la muqueuse intestinale. (9) Les lymphocytes B activés dans le tissu intestinal ont migré vers les ganglions
lymphatiques périphériques puis retournent vers la muqueuse intestinale par I’intermédiaire de la circulation sanguine. (10)
Une fois dans la lamina propria, ils se différencient en plasmocytes sécréteurs d’IgA qui seront sécrétées dans la lumiére
intestinale ou elles iront neutraliser les antigénes contre lesquels la réaction inflammatoire s’est mise en place.

FAE : Follicle-Associated Epithelium ; APC : Antigen Presenting Cell ; TCR : T-Cell Receptor ; BCR : B-cell Receptor ;
MLN : Mesenteric Lymph Node ; TED : TransEpithelial Dendrites ; CMH-11 : Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type
I1; IgA : Immunoglobuline de type A. Figure inspirée de Mowat, 2003 et créée avec Biorender.com.
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11.3. Le microbiote intestinal.

111.3.1. Présentation du microbiote intestinal.

Le microbiote intestinal correspond a ’ensemble des microorganismes colonisant la lumiére
intestinale et tolérés par le systéme immunitaire intestinal. Le nombre de ces microorganismes,
majoritairement bactériens, est estimé a 10 chez I’humain soit un nombre dix fois plus important que
celui des cellules eucaryotes composant 1’organisme hote. Ce sont quelques 500 a 1000 espéces
distinctes qui cohabitent en relation symbiotique avec 1’hote. La charge microbienne ainsi que la
diversité spécifique de ce microbiote croissent tout du long du tractus intestinal pour atteindre un nombre
de 10°a 10*? unités formant des colonies (CFU pour « Colony-Forming Unit ») au niveau du colon
(Mowat et Agace, 2014 ; Figure 36). Cependant, il semble que 1’iléon terminal soit la région présentant
la plus grande charge microbienne (Ahmed et al., 2007).
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Figure 36 : Distribution des principaux genres bactériens et de la charge bactérienne le long du tractus digestif.
Source : Mowat et Agace, 2014.

Le microbiote intestinal peut étre divisé en deux grandes catégories a savoir des especes dominantes
(majoritaires) et des especes présentes de maniere plus anecdotique. La majeure partie des especes

dominantes d’un individu lui sont propres. Cependant, trois phyla semblent étre retrouvés chez tous les
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individus : Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria. Néanmoins, bien que des phyla communs soient
retrouvés parmi tous les individus, il semble que de nombreuses espéces soient spécifiques a chacun
d’entre eux. Ainsi, le microbiote intestinal d’un individu lui est propre, rendant d’autant plus difficile

I’étude de celui-ci et I’établissement d’un archétype de microbiote considéré comme sain.

Le tractus intestinal & la naissance est dépourvu de microbiote. Celui-ci se développe a la naissance
pour devenir fonctionnellement stable entre 2 et 4 ans. Cette colonisation est rendue possible par
I’immaturit¢ du systéme immunitaire intestinal du nouveau-né. Cependant, de nombreux facteurs
exogenes influencent sa mise en place tels que I’exposition a des micro-organismes d’origine maternelle,
I’alimentation, voire une antibiothérapie précoce, qui peuvent avoir des impacts majeurs quant a la mise
en place du microbiote intestinal. Il est important de noter que la composition en espéces dominantes,
une fois mise en place, est relativement stable tout au long de la vie d’un individu. Ainsi, des événements
précoces pouvant étre a I’origine de I’installation d’un microbiote « pathologique » pourra avoir des
conséquences physiologiques tout au long de la vie de I’individu. De plus, malgré cette relative stabilité
observée, il apparait que de nombreux facteurs, en particulier environnementaux tels que 1’alimentation,
la prise d’antibiotiques ou des infections intestinales, peuvent provoquer des changements majeurs dans
la composition du microbiote et induire un déséquilibre a long terme de [’homéostasie intestinale
(source : « Les fondamentaux de la pathologie digestive », CDU-HGE / Editions Elesevier-Masson,

2014).

111.3.2. Les fonctions du microbiote intestinal.

Le microbiote intestinal présente deux grandes fonctions qui peuvent étre réparties en deux groupes :
des fonctions métaboliques et des fonctions de protection (Figure 37). Les principales fonctions
métaboliques comprennent principalement la fermentation anaérobie des composés résiduels non
digestibles par 1’hote, le métabolisme de I’hydrogéne produit par cette méme fermentation, le
métabolisme des protéines qui sont la source principale d’azote pour le microbiote colique et le

métabolisme des lipides.
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Figure 37 : Les principales fonctions du microbiote intestinal.
Source : « Les fondamentaux de la pathologie digestive », CDU-HGE / Editions Elesevier-Masson, 2014.

Les fonctions de protection de 1’hdte par le microbiote intestinal comprennent notamment des
mécanismes régulant la colonisation de la lumiére intestinale par des microorganismes pathogenes. En
effet, les bactéries commensales de I’intestin entrent en compétition pour les nutriments et les sites
d’adhérence épithéliaux avec les bactéries pathogénes, limitant de ce fait leur implantation. De plus, le
microbiote intestinal est en mesure d’induire la sécrétion de peptides antimicrobiens par les cellules de
Paneth et certaines especes bactériennes peuvent sécréter elles-mémes des molécules aux propriétés
antibiotiques telles que les bactériocines. Enfin, le microbiote intestinal peut également participer au
renforcement de la barriere épithéliale intestinale via 1’augmentation de I’expression de certaines
protéines constitutives des jonctions serrées situées a la face apicale des entérocytes (Allam-Ndoul et
al., 2020). Le microbiote intestinal protége également I’hote par I’intermédiaire de son implication dans
la mise en place et la maturation du systeme immunitaire intestinal. En effet, de nombreuses anomalies
dans [D’établissement du systéme immunitaire intestinal ont été observées chez des animaux
expérimentalement dépourvus de microbiote intestinal (animaux « germ-free »). Par exemple, il apparait
que ces animaux « germ-free » présentent des anomalies de développement des plaques de Peyer
(Pollard et Sharon, 1970). De plus, ces animaux présentent une diminution du nombre de lymphocytes
intra-épithéliaux et des anomalies dans la production d’IgA qui peuvent étre restaurées par une

colonisation ultérieurement induite (Umesaki et al., 1993 ; Hapfelmeier et al., 2010). De maniére
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intéressante, ces animaux présentent une diminution du nombre de lymphocytes Th17, ce qui pourrait
expliquer I’absence de développement d’une rectocolite hémorragigque chez des animaux « germ-free »
qui y sont pourtant génétiquement susceptibles (Ivanov et al., 2008 ; Peloquin et Nguyen 2013). Outre
le r6le du microbiote intestinal dans la mise en place et la maturation du systéme immunitaire intestinal,
il semble qu’il soit également associé au développement des organes lymphoides a I’échelle de
I’organisme. En effet, il a été montré que I’absence de microbiote intestinal chez des souris est associée
a une hypoplasie des ganglions lymphatiques et de la rate ainsi qu’a un nombre fortement réduit de

lymphocytes B a I’intérieur de ceux-ci (Pollard et Sharon 1970).

Ainsi, le microbiote intestinal présente de nombreuses fonctions bénéfiques pour 1’hote, et tout
particulierement dans la surveillance immunitaire. Ainsi, des changements dans la composition du
microbiote, ou bien encore des altérations dans la colonisation méme du tractus digestif aux premiéres
années de la vie, pourront avoir d’importantes conséquences, souvent durables, sur la santé¢ de 1’hote.
Par exemple, des perturbations du microbiote intestinal par des facteurs environnementaux
(antibiothérapies, changement de régime alimentaire) ont été associées au développement des MICI chez
I’homme, notamment par 1’intermédiaire d’une suractivation de I’immunité intestinale (Figure 38 ;

Zheng et al., 2020).
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Figure 38 : Perturbation des interactions entre le microbiote et ’immunité intestinale dans un contexte pathologique.
Dans les MICI, des facteurs environnementaux tels que la prise d’antibiotiques ou un changement de régime alimentaire
peuvent, en association avec des facteurs génétiques, induire des modifications majeures de la composition du microbiote
intestinal des patients. De telles modifications sont a 1’origine notamment d’une augmentation du nombre de lymphocytes
Th17, Thl et Th2 ainsi qu’une diminution de nombre de lymphocytes Treg et de la production d’IgA. Ces modifications dans
I’immunité intestinale sont alors a 1’origine de 1’apparition des 1ésions tissulaires observées chez ces patients. MICI : Maladies
Inflammatoires Chroniques de I’Intestin. Source : Zheng et al., 2020.
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I11.4. Axe microbiote-intestin-cerveau et SEP.

111.4.1. L’ axe microbiote-intestin-cerveau.

L’axe microbiote-intestin-cerveau, historiquement dénommé axe intestin-cerveau, désigne les
relations bidirectionnelles intimes entre I’environnement intestinal et le SNC. Les premiers travaux
concernant les communications entre le tractus gastro-intestinal et le SNC consistaient en 1’étude des
fonctions digestives et la régulation centrale des comportements alimentaires (Berthoud, 2008). Plus
récemment, un rble de ces communications bidirectionnelles a pu étre mis en évidence sur la cognition
et I’état psychologique des individus (Carabotti et al., 2015 ; Agusti et al., 2018). Ces communications
bidirectionnelles entre le tractus gastro-intestinal et le cerveau a 1’origine de modulations de I’activité
entérique et/ou de I’activité cérébrale sont multiples. Parmi elles, on peut noter une participation
nerveuse par I’intermédiaire du nerf vague, mais également |’intervention de systémes neuroendocrines
tels que I’axe HPA. Ces communications peuvent aussi se réaliser par I’intermédiaire de sécrétions
hormonales (cholécystokinine, glucagon-like peptide-1, etc.) par des cellules endocrines intestinales ou

par I’intermédiaire de métabolites microbiens (Figure 39 ; Cryan et al., 2019).
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Figure 39 : Représentation schématique des différentes voies de communications bidirectionnelles entre le tractus
gastro-intestinal et le cerveau. CCK : Cholécystokinine, GLP-1 : Glucagon-like peptide-1, IL : Interleukine, PYY : Peptide
YY, TNF : Tumor Necrosis Factor, SCFA : Short-Chain Fatty Acid. Source : Cryan et al., 2019.
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Des travaux réalisés au cours des derniéres décennies ont permis de soulever le réle prépondérant du
microbiote intestinal au sein de I’axe intestin-cerveau, d’ou la complémentation relativement récente de
sa dénomination en axe microbiote-intestin-cerveau. Les arguments en faveur d’une implication du
microbiote intestinal dans la modulation des fonctions cérébrales et des comportements de 1’héte
proviennent de diverses expérimentations dans lesquelles celui-ci était altéré (utilisation d’animaux
« germ-free », utilisation d’antibiotiques, administration de probiotiques ou transplantation de
microbiote fécal ; FMT pour « Fecal Microbiota Transplantation »). De telles études ont permis de
mettre en évidence de nombreuses modifications du fonctionnement du SNC en lien avec des
modifications des populations microbiennes intestinales. Par exemple, 1’utilisation d’animaux « germ-
free » a permis de révéler des modifications parfois majeures dans la physiologie cérébrale telles qu’une
augmentation de la neurogénése hippocampique, une diminution de 1’expression des protéines de
jonctions serrées par les cellules endothéliales cérébrales a I’origine d’une augmentation de la
perméabilité de la BHE (Figure 40 ; Cryan et al., 2019).
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Figure 40 : Représentation schématique des modifications cérébrales observées chez des souris dépourvues de
microbiote intestinal (« germ-free »). 1 : augmentation, | : diminution. Source : Cryan et al., 2019.
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Les communications entre le tractus gastro-intestinal et le SNC peuvent également s’effectuer par
I’intermédiaire de la libération de divers facteurs immuns telles que des cytokines et des interleukines
par les différentes populations leucocytaires résidant dans le tissu intestinal (Figure 39 ; voir partie
111.2.). Ainsi, des perturbations dans la composition microbienne de la lumiére intestinale, et plus
globalement une perturbation de I’homéostasie intestinale, pourraient avoir des conséquences non
négligeables sur 1’apparition et/ou 1’évolution de pathologies neuroinflammatoires telles que la SEP.
Ainsi, nous discuterons dans la prochaine partie des récentes découvertes suggérant I’implication d’une

altération de cet axe microbiote-intestin-cerveau dans la physiopathologie de la SEP.

111.4.2. Perturbations de 1’axe microbiote-intestin-cerveau dans la SEP.

L’¢étude du réle du tissu intestinal dans la physiopathologie de la SEP connait depuis une dizaine
d’années, et tout particulierement ces cing dernieres années, un véritable essor. Cependant, 1I’hypothese
d’une implication d’un dysfonctionnement de I’axe microbiote-intestin-cerveau a été soulevée des
I’année 1993 par Goverman et ses collaborateurs. En effet, ces auteurs ont mis en évidence que
I’hébergement de souris transgéniques exprimant un TCR dirigé contre la MBP dans des conditions
exemptes d’agents pathogenes spécifiques (SPF pour « Specific-Pathogen Free ») abolissait toute
déclaration d’une EAE (Goverman et al., 1993). Ces données ont été confortées par des travaux
ultérieurs qui ont utilisé des déplétions des populations microbiennes commensales de la lumiére
intestinale par antibiothérapie. Dans une étude publiée en 2008, les auteurs ont montré qu’une
antibiothérapie (kanamycine + colistine + vancomycine) au long court permettait de réduire 1’incidence
de déclaration d’une EAE-MOG ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires (IFNy, TNFa,
IL-6 et IL-17) et le nombre de lymphocytes Th17 dans les MLN (Yokote et al., 2008). Une autre étude
publiée un an plus tard a permis de confirmer ces résultats dans des modéles d’EAE-MOG et d’EAE-
PLP (Ochoa-Repéaraz et al., 2009). Les auteurs de cette étude ont en outre pu mettre en évidence une
diminution des cytokines pro-inflammatoires précédemment citées, mais également une augmentation
de certaines cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et 1L-13) chez les souris traitées par des antibiotiques.
Cette méme étude a de plus mis en évidence que de tels effets ne pouvaient étre observés que lorsque

ces antibiotiques étaient administrés par voie orale, et non par voie intra-péritonéale, suggérant que leurs
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effets étaient bel et bien dépendants d’une altération du microbiote intestinal. Plus recemment, une étude
a montré qu’une administration prophylactique de courte durée (trois jours) d’un cocktail d’antibiotiques
(ampicilline + métronidazole + sulfate de néomycine + vancomycine) était suffisante pour réduire la
séverité d’une EAE-MOG (Figure 41A ; Seifert et al., 2018). Ces effets observés étaient associés a une
diminution du nombre de lymphocytes Thl et Th17 au niveau des MLN (Figure 41B-C) et a une
augmentation, dans la moelle épiniére des animaux, de I’expression de genes associés au recrutement
de lymphocytes Treg et de macrophages anti-inflammatoires (Seifert et al., 2018).
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Figure 41 : Effet d’un prétraitement antibiotique sur les scores cliniques moyens d’une EAE-MOG (A) et les populations
lymphocytaires Thl (B) et Th17 (C) au niveau des nceuds lymphatiques mésentériques. “P<0.05, **P<0.001 : EAE vs
ABX. ABX : Groupe prétraité par antibiothérapie. Figure adaptée de Seifert et al., 2018.

D’autres auteurs se sont intéressés a 1’étude d’animaux qui, contrairement aux déplétions partielles
induites par les diverses antibiothérapies citées précédemment, étaient totalement dépourvus de
microbiote intestinal. L’une des premiéres études de ’EAE chez des animaux « germ-free », a notre
connaissance, a été publiée en 2011 par Lee et ses collaborateurs. Ces auteurs ont mis en évidence que
la majeure partie des souris « germ-free » immunisées contre le peptide MOGss.s5 ne présentait aucune
manifestation clinique de la pathologie et que, pour la minorité d’entre-elles la déclarant, les scores
cliniques étaient bien inférieurs a ceux observés chez des animaux hébergés en conditions SPF (Figure
42A ; Leeetal., 2011). Les auteurs ont également mis en évidence une diminution de la production des
cytokines pro-inflammatoires INFy et 1L-17 et des populations Thl et Th17 au niveau des intestins et
de lamoelle épiniére des animaux « germ-free » ainsi qu’une augmentation des populations Treg (Figure
42B-C). lls ont également pu mettre en évidence chez ces mémes animaux une diminution de la
propension des DC résidant dans les MLN a induire une réponse pro-inflammatoire. De maniére

intéressante, la colonisation du tube digestif des souris « germ-free » par un groupe particulier de
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bactéries, les bactéries filamenteuses segmentées, était a elle seule suffisante pour déclencher la

pathologie contre laguelle elles étaient alors protégées (Lee et al., 2011).
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Au regard de ces données obtenues dans des modeles animaux de SEP, de nombreuses études se sont
par la suite intéressées a définir s’il existait des altérations du microbiote intestinal chez les patients
atteints de SEP. Une des premiéres preuves d’une modification du microbiote intestinal de ces patients
en lien avec leur pathologie provient d’une étude au cours de laquelle les auteurs ont introduit des
transplants de microbiote fécal issus de patients SEP a des souris génétiqguement susceptibles a
I’apparition d’une EAE spontanée (Berer et al., 2017). En effet, dans cette étude, une telle FMT
augmentait 1’incidence de déclaration spontanée de I’EAE, effet qui n’était pas observé lorsque le
transplant provenait d’individus sains. D’aprés cette étude, les effets de celle-ci étaient médiés par une
diminution de la production d’IL-10 par les splénocytes des souris receveuses. Ainsi, il semble qu’il
existe des modifications dans la composition du microbiote intestinal chez les patients SEP, pouvant
induire des déséquilibres dans la balance anti- / pro-inflammatoire et intervenir dans 1’origine et/ou

I’aggravation de la maladie. Ainsi, la caractérisation d’un archétype de microbiote pathologique associé
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a la SEP semble étre prometteuse quant au développement de nouvelles pistes thérapeutiques.
Cependant, aucun consensus n’a jusqu’a présent émergé quant aux espéces qui seraient régulées a la
hausse ou a la baisse chez les patients atteints de SEP (Wekerle, 2017). Malgreé tout, certaines études
comparatives entre des patients atteints de SEP et des individus sains ont permis de mettre en évidence
un certain nombre de genres plus représentés au sein de microbiotes pathologiques, telles que des
bactéries du genre Akkermansia (Jangi et al., 2016, Berer et al., 2017, Cox et al., 2021). De maniére
intéressante, certains auteurs ont pu mettre en évidence I’existence d’une production intrathécale
d’immunoglobulines-G dirigées contre Akkermansia muciniphila chez des patients atteints de SEP
(Vallino et al., 2020). Les auteurs émettent alors 1’hypothése de I’existence d’un mimétisme moléculaire
entre des peptides microbiens issus de cette espece et des peptides constitutifs de la gaine de myéline
pouvant étre a I’origine de la réaction auto-immune, ainsi qu’une migration de ces lymphocytes B auto-
réactifs depuis les intestins vers le SNC. De manieére similaire, Probstel et ses collaborateurs ont mis en
évidence en 2020 la présence de lymphocytes B, producteurs d’IgA spécifiques du microbiote intestinal,
au niveau de lésions actives chez des patients atteints de SEP (Probstel et al., 2020). Cependant,
contrairement aux travaux précédemment cités de Vallino et ses collaborateurs publiés la méme année,
les auteurs concluent que, en raison d’une production locale d’IL-10 et de I’absence de réactivité croisée
de ces IgA avec des peptides cérébraux, ces lymphocytes B issus du tissu intestinal présenteraient un
phénotype régulateur et permettraient de mettre fin a la réaction inflammatoire centrale. Cette idée que
le microbiote intestinal puisse favoriser le développement de réponses anti-inflammatoires est
corroborée par une étude publiée en 2013 selon laquelle certaines bactéries telles que des bactéries des
genres Clostridium et Bacteroides étaient en mesure d’augmenter les populations intestinales de
lymphocytes Treg (Atarashi et al., 2013). De maniére trés intéressante, il s’avére que ces deux sous-
populations bactériennes se trouvent étre diminuées chez les patients atteints de SEP (Miyake et al.,

2015).

Ainsi, il semble que diverses modifications du microbiote intestinal, via une augmentation de
populations bactériennes pro-inflammatoires et une diminution d’autres anti-inflammatoires seraient

liées, au moins en partie, a la physiopathologie de la SEP (Figure 43).
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Figure 43 : Représentation schématique d’une origine possible de ’activation de lymphocytes T auto-réactifs dans deux
régions distinctes du tractus intestinal.

Dans I’intestin gréle, et majoritairement dans 1’iléon, certaines espéces bactériennes telles que les bactéries segmentées
filamenteuses et Akkermansia muciniphila auraient la capacité d’induire ’activation de lymphocytes T auto-réactifs par
I’intermédiaire des cellules M ou des processus transépithéliaux des cellules dendritiques. Dans le cdlon, des déficits de
certaines espéces bactériennes telles que des bactéries des genres Clostridium et Bacteroides induiraient une diminution des
populations lymphocytaires régulatrices et permettraient ainsi un emballement de la réaction auto-immune. M® : Macrophage ;
DC : Cellule Dentritique ; Treg : Lymphocyte T regulateur ; SFB : Segmented Filamentous Bacteria ; PSA : Polysaccharide A.
Source : Wekerle, 2017.

D’autres modifications, en plus de celles concernant le microbiote intestinal exposées précédemment,
ont pu &tre mise en évidence, a la fois chez les patients atteints de SEP et dans les modeles animaux. Il
s’agit en particulier d’altérations de la barriére épithéliale intestinale et par conséquent une augmentation
de la perméabilité de 1’épithélium. Cette derniére a pu étre mise en évidence dans des modéles animaux
de SEP. Dans une étude publiée en 2014, Nouri et ses collaborateurs ont montré une telle augmentation
de perméabilité intestinale dans une EAE-MOG par immunisation active. En effet, ils ont pu noter une
augmentation, dés le septieme jour aprés immunisation, du passage de molécules a haut poids
moléculaire depuis la lumiére intestinale vers le compartiment plasmatique en comparaison avec des
animaux contrdles (Figure 44A ; Nouri et al., 2014). A cette augmentation de la perméabilité intestinale
était associée une augmentation de 1’expression de la zonuline (protéine responsable du désassemblage
des jonctions serrées entre les entérocytes ; Fasano, 2011 ; Figure 44B), ainsi que des modifications de
structure de la muqueuse au niveau de I’intestin gréle. De telles observations ont également été faites
dans un modele de transfert adoptif de lymphocytes T auto-réactifs préalablement dirigés contre le
peptide MOGss.s5. Les auteurs de cette étude ont également pu mettre en évidence, en parallele des

modifications structurelles précédemment décrites, une augmentation des proportions de lymphocytes
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Th17, aux dépens des populations régulatrices (Treg) au niveau de la lamina propria, des plaques de

Peyer, des MLN et de la rate des animaux (Figure 44C-D ; Nouri et al., 2014).
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Figure 44 : Une augmentation de la perméabilité intestinale est observée de maniére précoce chez des animaux
immunisés contre le pepite MOGss.s5 en association avec une augmentation des populations Th17 et une diminution des
populations Treg intestinales. (A) Evaluation de la perméabilité intestinale, chez des animaux contréles et des animaux EAE
a 7 et 14 jours post-immunisation, par dosage plasmatique d’une molécule a haut poids moléculaire (FITC-BSA) introduite
aux animaux par voie orale. (B) Quantification par immunohistochimie de I’expression de la zonuline dans les trois parties de
I’intestin gréle chez ces mémes animaux. (C-D) Quantification par cytométrie en flux des populations lymphocytaires Th17
(CD3*IL-17*) et Treg (CD4*FoxP3*) au niveau de la lamina propria, des plaques de Peyer, des MLN et de la rate d’animaux
controles et d’animaux EAE a 7 et 14 jours post-immunisation. "P<0.05 ; "*P<0.01 ; **P<0.001, vs controles. Figure adaptée
de Nouri et al., 2014.

D’autres auteurs se sont par la suite intéressés a savoir si de telles perturbations de I’intégrité de la
barriére intestinale étaient présentes dans le cadre de la SEP. Ainsi, il a pu étre mis en évidence une
augmentation des concentrations plasmatigques de zonuline uniguement chez des patients atteints de RR-
SEP et de PP-SEP ayant été sujets a de nouvelles activités de la maladie dans I’année précédant la mesure
(Camara-Lemarroy et al., 2020). En effet, de telles augmentations des concentrations plasmatiques de
zonuline n’étaient pas retrouvées chez les patients n’ayant pas eu de nouvelles activités de la pathologie,

ni chez les patients atteints de RR-SEP présentant des lésions Gd- (Camara-Lemarroy et al., 2020).
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11 est intéressant de noter ici qu’un stress psychologique est en mesure d’induire des altérations de la
physiologie intestinale. En effet, il a été montré que de tels événements stressants chez 1’animal tels
qu’une privation maternelle ou un stress d’évitement de 1’eau (WAS pour « Water Avoidance Stress »),
diminuaient I’expression des protéines de jonctions serrées par les entérocytes, augmentant de ce fait la
perméabilité du tractus intestinal (Barreau et al., 2004 ; Cameron et Perdue, 2005 ; Oines et al., 2012 ;
Vanhaecke et al., 2017). De tels effets du stress sur la barriére intestinale ont également pu étre mis en
¢évidence chez ’humain (Vanuytsel et al., 2014 ; Bischoff et al., 2014). Ainsi, les effets du stress
psychologique sur la physiopathologie de la SEP et ses modéles animaux tels que présentés dans la
partie Il. pourraient étre, au moins en partie, liés a des modifications de la physiologie intestinale, et
notamment a une augmentation de la perméabilité intestinale. En effet, le modele extrinséque entend
gue des peptides mimétiques en périphérie, présentés aux lymphocytes auto-réactifs, pourraient étre a
I’origine de I’apparition de la pathologie auto-immune (voir partie 1.4.1.). Ainsi, une ouverture de la
barriere intestinale, induite ou non par le stress, autoriserait la translocation de certaines especes
bactériennes de la lumiére intestinale vers la lamina propria, facilitant ’activation des potentiels
lymphocytes auto-réactifs y résidant et pourrait se traduire par I’apparition et/ou 1’aggravation de la

réaction auto-immune démyélinisante.

Cependant, cette idée de I’implication d’une ouverture de la barriére intestinale, couplée aux
modifications de la composition du microbiote intestinal discutées précédemment, dans la genése méme
de la pathologie reste encore aujourd’hui discutée (Parodi et Kerlero de Rosbo, 2021). Cependant,
quelques travaux récents arguent en faveur d’une origine intestinale de la pathologie. Par exemple, une
étude récente a montré que la protéine MAdCAM-1 était indispensable a I’apparition de symptomes
moteurs dans ’EAE (Kuhbandner et al., 2019). En effet, dans cette étude, les auteurs ont pu mettre en
évidence une forte diminution de I’incidence de déclaration d’une EAE-MOG chez des souris
déficientes en MAACAM-1 (MAdCAM-1-KO) ainsi qu’une diminution des scores cliniques moyens
chez les rares souris ayant déclaré la pathologie. Les auteurs ont également observé une diminution de
I’abondance de lymphocytes T, qu’ils s’agissent de Thl, Th17 ou Treg, dans la moelle épiniere et

I’intestin gréle des animaux MAdCAM-1-KO par rapport aux animaux contrdles. Dans une autre étude,
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il a été mis en évidence que, dans une EAE obtenue par transfert adoptif de lymphocytes Th17
spécifiqguement dirigés contre le peptide MOGs3s.s5, ces mémes lymphocytes rejoignaient en premier lieu
le colon (Duc et al., 2019). De maniére intéressante, les auteurs de cette étude ont montré une
augmentation progressive du hombre de ces lymphocytes Th17 au niveau du SNC parallélement & leur
diminution au niveau du colon. Ces données suggeérent alors une migration des lymphocytes Th17
autoréactifs du colon vers le SNC des animaux. Les auteurs ont également pu mettre en évidence que le
blocage des interactions entre MAJCAM-1 et son ligand, I’intégrine asf7, par injections intra-
péritonéales répétées d’anticorps monoclonaux, retardait la progression de I’EAE par transfert adoptif
(Figure 45A). A cette diminution de sévérité de la pathologie était associée une diminution du nombre
de lymphocytes Th17 auto-réactifs dans le colon mais également au niveau du SNC des animaux (Figure
45B-C). Les auteurs ont alors suggéré que la migration premiére des lymphocytes Th17 dans la lamina
propria du colon et leur réactivation in situ était une condition sine qua non pour leur migration
postérieure au niveau du SNC ou ils seront responsables des dommages démyélinisants a 1’origine des
perturbations motrices observées (Duc et al., 2019). Enfin, cette étude a mis en exergue des
modifications de la composition du microbiote intestinal des animaux apres transfert adoptif de

lymphocytes Th17 auto-réactifs.
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Figure 45 : Le blocage des interactions MAdCAM-1/intégrine asf7 retarde la progression d’une EAE induite par
transfert adoptif de lymphocytes Th17 spécifiquement dirigés contre le peptide MOGas.ss (A) et diminue leur migration
vers le colon (B) et vers le systeme nerveux central (C). Va3.2* T cells: lymphocytes Th17 exprimant un TCR
spécifiquement dirigé contre le peptide MOGas.s5. "P<0.05, “"P<0.001, "*"P<0.0001. CNS : Central Nervous System. Figure
adaptée de Duc et al., 2019.

Ainsi, les travaux présentés ci-dessus (Kuhbandner et al., 2019 ; Duc et al., 2019) ainsi que les
travaux de Nouri et ses collaborateurs présentés précédemment (Nouri et al., 2014) semblent tous
converger vers des modifications structurelles et immunologiques trés précoces, suggérant une

implication du tissu intestinal dans la genése méme de ces modeles animaux de SEP. Cependant,
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I’évaluation de I’inflammation intestinale n’autorisent que trés peu les suivis longitudinaux de ces
modeles animaux de SEP, notamment du fait qu’il faille dans la majeure partie des cas mettre a mort les
animaux pour avoir acces a 1’état physiopathologique du tractus intestinal. La littérature scientifique
manque alors cruellement de données concernant I’évolution des symptomes cliniques en lien avec le
niveau d’inflammation intestinale initial. Cependant, certaines techniques d’imagerie mises au point
récemment permettent d’évaluer de maniére non invasive le niveau d’inflammation intestinale in vivo.

Nous proposons de présenter une de ces méthodes non invasives, a savoir I’'IRM moléculaire.

11.5. L’IRM moléculaire de ’inflammation intestinale.

L’évaluation de I’inflammation intestinale chez I’humain, notamment dans le cadre des MICI, repose
dans la majeure partie des cas sur I’iléocoloscopie avec biopsies pour le diagnostic, le suivi de la
pathologie et I’évaluation thérapeutique (Taylor et al., 2018). Cependant, de telles procédures entrainent
de I’inconfort chez les patients et peuvent conduire a des complications telles que des perforations de la
paroi intestinale. De plus, cette technique ne permet 1’accés qu’a la partie inférieure du tractus intestinal
a savoir le rectum, le colon et I’iléon terminal (Miles et al., 2019). Cependant, des alternatives moins
invasives existent telles que I’IRM. Bien que cette méthode permette 1’évaluation du tractus intestinal
dans son ensemble, celle-ci ne permet malheureusement que la détection de Iésions intestinales séveres
et ne permet pas de détecter de petites 1€sions inflammatoires circonscrites qui n’auraient pas d’impact
majeur dans la structure anatomique du tractus digestif (Greenup et al., 2016). Ces limitations techniques
existent également chez I’animal, et en particulier chez le rongeur de laboratoire. En effet, bien que de
nouvelles méthodes d’évaluation in vivo de I’inflammation intestinale chez le petit animal émergent
telles que I’imagerie par échographie endoscopique et la biomicroscopie échographique endoluminale
ou bien la tomographie par émission de positons, celles-ci semblent encore insuffisantes notamment du
fait du caractére invasif de ces procédures et de la difficulté a les mettre en place (Pinto de Britto et al.,
2013 ; Bernards et al., 2015). L’TRM moléculaire semble quant a elle étre une technique prometteuse
dans le suivi longitudinal et non invasif de I’inflammation intestinale chez I’humain et chez I’animal.
Cette technique repose sur 1’utilisation d’agents de contraste constitués de microparticules d’oxyde de

fer mesurant environ 1um de diamétre (MPIO pour « Microsized Particle of Iron Oxide » ; Shapiro et
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al., 2004) couplés a des anticorps dirigés contre une molécule d’intérét créant un hyposignal sur les
séquences IRM pondérées en T2*. Ces agents de contraste se trouvent étre particulierement intéressants
pour I’évaluation de 1’expression endothéliale de molécules d’adhésion vasculaire et de ce fait pour
1’étude de I’inflammation du SNC (McAteer et al., 2007 ; Montagne et al., 2012 ; Gauberti et al., 2013 ;
Fournier et al., 2017). Plus récemment, 1’utilisation de ces MPIO a montré un grand intérét dans la
visualisation par IRM moléculaire de I’inflammation intestinale. En effet, dans un article publié¢ en 2020,
les auteurs ont été en mesure de détecter une telle inflammation dans trois modéles murins distincts
d’inflammation intestinale, & savoir une activation endothéliale induite par du lipopolysaccharide (LPS),
un modeéle de rectocolite hémorragique induite par le sulfate de sodium dextran (DSS pour « Dextran
Sodium Sulfate ») ou par 1’acide trinitrobenzeéne sulfonique (TNBS pour « Trinitrobenzene Sufonic
acid »), par IRM moléculaire aprés injection de MPIO couplés a des anticorps dirigés contre MAdCAM-
1 (Fournier et al., 2020). De maniére intéressante, les auteurs de ces travaux ont été en mesure de détecter
une inflammation a tous les niveaux du tractus intestinal (colon et intestin gréle), y compris dans des
conditions d’inflammation trés modérées ot aucune manifestation phénotypique n’était détectée (Figure
46). Ainsi, cette technique semble en mesure de nous permettre une évaluation non invasive et

longitudinale de I’inflammation intestinale dans divers modéles animaux de SEP.
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Figure 46 : Exemple de signaux obtenus en IRM moléculaire de ’inflammation intestinale utilisant des MPIO dirigés
contre MAdCAM-1 (MP1O-aMAdCAM-1).

(A) Représentation schématique de la fixation d’'un MPIO dirigé contre MAdCAM-1 dans un contexte d’inflammation
intestinale. (B) Images représentatives pondérées en T2* de I’intestin gréle de souris traitées avec du LPS (partie supérieure)
avant (T2*WI) et aprés injection des MPIO-aMAdCAM-1 (T2*WI + MPIO-aMAdCAM-1) et de souris controles aprés
injection des MP10-oMAdCAM-1 (partie inférieure ; T2*WI + MP10-aMAdCAM-1) et (C) leurs quantifications respectives.
(D) Images représentatives pondérées en T2 (T2WI) et T2* avant (T2*WI) et apres injection des MPIO-aMAdCAM-1 (T2*WI
+ MPIO-aMAdCAM-1) de colons de souris traitées avec des doses croissantes de DSS et (E) leurs quantifications respectives.
MPIO : Microsized Particle of Iron Oxide ; MAdCAM-1 : Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1 ; LPS :
Lipopolysaccharide ; T2*WI : T2* Weighted Image ; T2WI : T2 Weighted Image ; DSS : Dextran Sodium Sulfate. Source :
Fournier et al., 2020.
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OBIJECTIFS

Au regard des données de la littérature scientifique présentées dans I’introduction, plusieurs

questionnements émergent, dont les résolutions furent I’objet des travaux présentés dans ce manuscrit.

Dans un premier temps, il a été montré que la survenue d’événements stressants était un facteur de
risque a la fois pour le déclenchement de la SEP mais également dans la survenue de poussées chez des
patients atteints de la forme RR-SEP. Des études ont permis de mettre en évidence, dans divers modeles
animaux de SEP, que des paradigmes de stress chroniques semblaient a I’inverse étre protecteur dans
ces modeéles. Peu d’études se sont intéressées aux effets de stress aigus dans de tels modéles, mais
semblent cependant converger dans le sens d’un effet délétére de ceux-ci dans I’apparition des
symptdmes cliniques et leur sévérité. Tout particuliérement, un protocole de stress aigu appliqué pendant
la phase pré-symptomatique d’une RR-EAE (EAE-PLP) précipite la survenue des symptomes cliniques.
Cependant, aucune donnée n’est a notre connaissance disponible dans la littérature scientifique quant
aux effets de tels stress aigus survenant pendant la phase de rémission des symptémes dans 1’occurrence
des rechutes dans le modéle animal de RR-SEP. En effet, cette forme étant la plus fréqguemment
rencontrée chez les patients, 1’étude des effets du stress sur les poussées dans son modéle animal
permettrait d’envisager des méthodes de remédiation plus en accord avec un éventuelle transposition a
I’humain. L’enrichissement environnemental, qui chez I’humain pourrait étre défini comme des
situations autorisant une augmentation de 1’activité cognitive, intellectuelle, motrice et sociale, semble
un bon candidat dans cette remédiation. Outre ses effets protecteurs dans les modéles animaux de SEP
déja décrits par la littérature scientifique, notamment par 1’intermédiaire d’une augmentation de la
plasticité cérébrale, ses effets antagonistes a ceux d’un stress psychologique pourraient permettre d’en
réduire I’impact dans un modéle animal de RR-SEP. Ainsi, les premiers objectifs des travaux présentés

dans ce manuscrit ont donc été les suivants :

= Déterminer les effets d’un stress aigu répété pendant la phase de rémission d’une RR-EAE (EAE-

PLP) sur I’incidence des rechutes et leur sévérité.
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= Déterminer les effets de ’enrichissement environnemental sur I’ensemble de la pathologie dans
ce modele de RR-EAE.
= Déterminer si un tel paradigme permet de réduire I’influence du stress aigu répété sur I’évolution

de la pathologie.

Dans un second temps, nous avons fait 1’état des connaissances de 1’implication du tissu intestinal
dans la physiopathologie de la SEP et ses modéles animaux. Premi¢rement, I’incapacité a induire une
EAE chez des animaux dépourvus de microbiote intestinal, ainsi que les diverses modifications de sa
composition observées chez les patients atteints de SEP, arguent en faveur de son implication dans la
genése méme de la pathologie, et confortent I’hypothése de 1’existence d’un mimétisme moléculaire
entre certains micro-organismes de la flore intestinale et des peptides constitutifs de la gaine de myéline.
De plus, des modifications structurelles précoces, avant toute apparition de symptémes moteurs, telle
qu’une augmentation de la perméabilité intestinale, appuient I’idée d’une origine intestinale de la
pathologie. Plus précisément, des cellules auto-réactives intestinales dirigées contre des peptides
constitutifs de la gaine de myéline seraient activées dans le tractus intestinal avant leur migration vers
le SNC. Cette hypothése est notamment supportée par des travaux ayant mis en évidence que 1’absence
d’expression de la molécule MAdCAM-1, indispensable & la transmigration des lymphocytes vers le
tissu intestinal, ainsi que I’inhibition de son interaction avec son ligand, I’intégrine asB7, a la surface de
ceux-ci, entraine une diminution de ’incidence et de la sévérité de la pathologie dans des modéles
progressifs de SEP. Cependant, la plupart des méthodes mises en ceuvre pour 1’étude d’une telle
dysfonction intestinale dans les modeles animaux de SEP ne permettent pas de suivi longitudinal des
symptdmes cliniques en rapport avec le niveau d’inflammation intestinale. De plus, aucune étude a notre
connaissance ne s’est intéressée a de telles investigations dans un modele animal de RR-SEP. Ainsi, les

objectifs de la seconde partie de ces travaux ont été de :

= Caractériser I’inflammation intestinale dans les deux principaux modéles animaux de SEP (EAE-
MOG et EAE-PLP) par utilisation de I’IRM moléculaire ciblant la protéine MAdCAM-1.
= Caractériser de maniére concomitante I’inflammation intestinale et I’inflammation centrale dans

ces modeles par analyses immunohistochimiques et/ou cytométrie en flux.
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= Déterminer les impacts d’une inflammation intestinale élevée pendant des périodes
asymptomatiques sur 1’évolution future des symptdmes neurologiques dans ces deux mémes

modeles.

Enfin, nous avons rapidement exposé que des événements stressants étaient en mesure, chez 1’humain
comme chez I’animal, d’induire une augmentation de la perméabilité intestinale par I’intermédiaire
d’une déstabilisation des jonctions serrées situées sur la partie apicale des entérocytes. Une telle
augmentation de la perméabilité intestinale pourrait alors étre en mesure d’augmenter la translocation
d’especes bactériennes vers la lamina propria et ainsi participer a une réactivation locale de cellules
immunitaires auto-réactives y résidant. Ainsi, les effets du stress sur la sévérité de I’EAE pourraient étre
au moins en partie médiée par ces modifications structurelles intestinales. Ainsi, I’'un des derniers
objectifs de ces travaux a été de déterminer, par I’intermédiaire de I’utilisation de I’'TRM moléculaire, si

un stress aigu €tait en mesure d’augmenter 1’expression de MAdCAM-1.
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ETUDE N°1 : EFFETS DU STRESS ET DE L’ENRICHISSEMENT
ENVIRONNEMENTAL DANS UN MODELE MURIN DE SEP
RECURRENTE-REMITTENTE

Contexte de 1’étude :

L’identification de facteurs pouvant conduire a des récurrences de symptomes chez les patients
atteints de SEP connait un intérét croissant. De nombreuses observations cliniques indiquent que le
stress psychologique en est un (Mohr et al., 2004). Ainsi, plusieurs études ont tenté de reproduire ces
observations chez 1’animal afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques. Cependant,
la plupart d’entre elles ont pu mettre en évidence un effet protecteur du stress dans ces modeles (Levine
etal., 1962 ; Levine et Saltzman, 1987 ; Correa et al., 1998). L’une des explications privilégiées de cet
effet protecteur repose sur I’utilisation de paradigmes de stress chronique, connus de longue date comme
étant immunosuppresseurs. Peu d’études se sont quant a elles intéressées aux effets d’un stress aigu dans
ces modéles animaux. Parmi elles, une étude a pu mettre en évidence que 1’application d’un protocole
de stress aigu avant déclaration de la pathologie précipitait 1’apparition des symptdmes moteurs
(Chandler et al., 2002). Cependant, aucune étude, a notre connaissance, ne s’est intéressée aux effets de
tels stress aigus survenant pendant la phase de rémission sur I’occurrence de rechutes par la suite.

Des stratégies de réduction du stress tendent a montrer un effet bénéfique dans 1’occurrence des
rechutes chez les patients (Mohr et al., 2012). L’enrichissement environnemental, décrit comme
permettant d’atténuer les réponses au stress chez les animaux, pourrait a ce titre se rapprocher de telles
stratégies (Crofton et al., 2015). Cependant, bien que des travaux se soient intéressés aux effets de telles
conditions d’hébergement dans des mod¢les de PP-EAE (Magalon et al., 2007 ; Bonfiglio et al., 2019 ;
Xiao et al., 2019), aucune a notre connaissance ne s’est intéressée a 1’étude de I’enrichissement
environnemental comme stratégie de réduction de stress chez les animaux atteints de RR-EAE. En effet,
les effets d’un tel enrichissement environnemental dans un modéle récurrent-rémittent de la pathologie

(EAE-PLP), et tout particulierement sur ’incidence des rechutes, ne sont pas connus.
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Objectifs :

o Déterminer les effets d’un stress aigu répété pendant la phase de rémission des symptémes moteurs
sur ’incidence et la sévérité des rechutes dans un modeéle murin récurrent-rémittent de SEP.

e Déterminer les effets de I’enrichissement environnemental sur I’incidence et la sévérité du modeéle.

o Déterminer si de telles conditions d’hébergement en environnement enrichi permettent d’atténuer les

effets du stress aigu répété.

Méthodes :

Des souris femelles de la souche SJL/J ont été hébergées soit en condition d’enrichissement
environnemental par I’intermédiaire de cages de Marlau™, soit dans des conditions standards. Puis, une
EAE récurrente-rémittente a été induite par immunisation contre le peptide PLP139.151. L’évolution des
symptdmes moteurs a été évaluée quotidiennement par attribution d’un score clinique. Aprés deux jours
de rémission compléte a la fin de la premiére poussée, les animaux ont été divisés en deux groupes : un
groupe soumis a un paradigme de stress aigu répété et un groupe controle. Le paradigme de stress aigu
répété a consisté a placer les souris sur une plateforme au centre d’un bac rempli d’eau lh par jour
pendant 4 jours consécutifs (stress d’évitement de I’eau : WAS pour « Water Avoidance Stress » ;
Maonnikes et al., 1993). Les animaux contrbles ont été placés dans des cages d’hébergement standard.
Les scores cliniques des animaux ont continué a étre relevés quotidiennement afin d’évaluer la survenue

et la sévérité des rechutes.

Principaux résultats obtenus :

e Un stress aigu répété appliqué pendant la phase de rémission des symptémes moteurs précipite les
rechutes de la maladie et en augmente I’incidence.

e [’enrichissement environnemental réduit significativement I’incidence de déclaration de I’EAE ainsi
que I’incidence et la sévérité des rechutes.

o L’enrichissement environnemental abolit les effets déléteres du stress aigu répété sur les rechutes de

la pathologie.
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Conclusion :

Ces travaux ont ainsi pu montrer qu’un stress aigu répété appliqué pendant la phase de rémission
d’une EAE-PLP montrait des effets délétéres quant a la survenue de rechutes de la pathologie.
Inversement, I’enrichissement de I’environnement des animaux réduit de maniére importante la sévérité
de celle-ci, et contrecarre les effets délétéres du stress aigu. Ainsi, 1’élaboration de protocoles chez
I’humain basée sur ces observations, en association avec les traitements pharmacologiques disponibles,
pourrait permettre d’optimiser la prise en charge de la maladie, et notamment de diminuer les effets

néfastes d’évenements stressants sur son évolution.

Cette étude a fait ’objet d’une publication en tant que co-premier auteur dans le journal Multiple

Sclerosis Journal — Experimental, Translational and Clinical insérée ci-aprés.
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Environmental enrichment alleviates the
deleterious effects of stress in experimental
autoimmune encephalomyelitis
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Michel Neunlist, Isabelle Bardou and Fabian Docagne &

Abstract

Background: Clinical observations support the hypothesis that stressful events increase relapse occur-
rence in multiple sclerosis patients, while stress-reduction strategies can modulate this effect. However,
a direct cause-effect relationship between stress level and relapse cannot be firmly established from
these data.

Objectives: The purpose of this work was to address whether modulation of stress could interfere with
symptom relapse in an animal model of multiple sclerosis with relapsing-remitting course.

Methods: Mice bred in standard or enriched environment were subjected to repeated acute stress during
the remission phase of relapsing-remitting PLP-induced experimental autoimmune encephalomyelitis.
Results: We report that repeated acute stress induced a twofold increase in relapse incidence in exper-
imental autoimmune encephalomyelitis. On the other hand, environmental enrichment reduced relapse
incidence and severity, and reversed the effects of repeated acute stress.

Conclusion: These data provide the platform for further studies on the biological processes that link
stress and multiple sclerosis relapses in a suitable animal model.

Keywords: Psychological stress, multiple sclerosis, relapse, water avoidance stress, environmental
enrichment

Date received: 11 May 2020; accepted: 29 August 2020

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory
disease of the central nervous system that leads to
various neurological manifestations, including sensi-
tive and motor symptoms. In the most frequent form,
the relapsing-remitting subtype, these symptoms
occur in an unpredictable manner during periods of
relapses, followed by periods of remissions when
signs of disease activity are reduced or absent.
There is considerable interest in identifying the
factors that lead to the occurrence of relapse.

consensus to conclude on the effect of stress on MS
onset and relapses.! However, several studies report
that acute stressful life events (marital separation,
difficulties at work, changes in place of residence,
death of a relative, etc.)? increase the probability for
MS patients to experience a relapsc:‘3 A prospective
study showed that three or more stressful life events
in a four week period led to a fivefold increase of
MS relapse rate, and that the presence of at least one
stressful life events is sufficient to increase by three-
fold the rate of relapse during the following four
weeks.® Conversely, stress reduction strategies
Clinical observations have suggested a link between  have shown positive effects in MS patients.’
acute stress and occurrence of relapses in MS
patients. Considering the lack of prospective studies
using objective measures of stress, there is still no

Considering these clinical observations, several
studies have attempted to reproduce the effects of
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stress in animal models of MS. In most cases, stress
was shown to reduce, rather than increase, the sever-
ity of experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE).® However, most of the studies have used
chronic stress (more than one hour per day for
more than five days),6 which has long been known
to inhibit immune response, rather than acute stress
events. One study reported an advance in the onset
of EAE after repeated acute stress.” More recently,
mild chronic stress was shown to exacerbate and
accelerate the clinical symptoms of rat EAE®
However, in all of these earlier studies, the stress
paradigm was applied in the early phase, prior to
symptom onset, and not during the remission
phase. Thus, these studies did not allow addressing
the effect of stress on relapses in relapsing-remitting
context.

Overall, the question remains of whether acute
stress, when occurring during remission periods,
can influence the incidence and severity of relapses.
In addition, the effect of stress reduction on relapses
was never tested in relapsing-remitting animal
models of MS. To answer these questions, we set
up a paradigm of repeated acute stress applied
during the remission phase of relapsing-remitting
EAE. We observed that stress exposure precipitated
relapse, so that in stressed animals, the incidence of
relapse was doubled, and the delay before the occur-
rence of relapse was significantly reduced.
Conversely, environmental enrichment, previously
shown to reduce stress in rodents, reduced relapse
incidence and severity, and reversed the effects of
stress.

Methods

Animals

Experiments were performed on female SJIL/J mice
(Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) maintained
under specific pathogen-free conditions at the
Centre Universitaire de Ressources Biologiques
(Basse-Normandie, France). This study and the pro-
cedures thereof were approved by the French minis-
try of education and research (Project licence
APAFIS#2887-2015112017418114v2; Center agree-
ment #D14118001) in accordance with the French
(Decree 87/848) and European (Directive 86/609)
guidelines. Animals were monitored once a day for
signs of pain, posture, reactivity, activity, signs of
distress, food/drink consumption and follow-up
of body weight. Humane euthanasia was planned
to be applied to any animal showing at least one of
the following signs: prostration, body weight

loss > 20%, lack of reaction, prolonged inactivity
or other signs of distress, stop of food and/or drink
consumption.

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
Relapsing remitting EAE (PLP-induced EAE) was
induced in 8-week-old female SJL/J mice via subcu-
taneous immunization with 200pg recombinant
myelin proteolipid protein (PLP;39 ;5;, Eurogentec)
in an emulsion mix (volume ratio 1:1) with
Complete  Freund’s Adjuvant (CFA; Difco
Laboratories) containing 800pg of heat-killed
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (MBT; Difco).
The emulsion was administered to regions above the
shoulders and the flanks (total of 4 sites; 50 pl at
each injection site). All animals were injected intra-
peritoneally with 200 ng pertussis toxin derived from
Bordetella pertussis (Sigma-Aldrich) in 200 pL
saline at the time of, and after 48 hours following
immunization. EAE induction was performed with
the application of local analgesia (lidocaine patch) to
prevent discomfort and pain. The animals were
euthanized 80 days after EAE induction under
deep anesthesia (5% isoflurane, O2/N20 1/1) by
exsanguination via intracardiac infusion of saline.

Clinical score

Mice were examined daily for clinical signs of EAE
and were scored as followed: 0, no disease; 1, limp
tail; 2, hindlimb weakness; 3, complete hindlimb
paralysis; 4, hindlimb paralysis plus forelimb paral-
ysis; and 5, moribund or dead. All clinical score
were assessed daily by an examiner blinded to the
EAE group. A relapse was defined as a sustained
increase (minimum duration of 2 days) of at least
0.5 in clinical score.

Water avoidance stress (WAS)

WAS (one hour per day during four days) was per-
formed by placing asymptomatic EAE mice on a
platform (4cm diameter) positioned at the center of
a plastic container filled with water at room temper-
ature up to 1 cm below the top of the platform. EAE
mice were randomly assigned to the two experimen-
tal groups. Non-WAS mice were handled identically,
but placed in an empty and clean cage.

Standard breeding conditions

Mice in standard (STD) conditions were placed in
standard cages [32x 16x 14cm (L xW xH)],
which allowed social interactions (5 mice per
cage). Nesting material was placed in the cage and
renewed if needed. The animals had ad [libitum
access to food and water.

www.sagepub.com/msjete
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Environmental enrichment (EE)

Enriched mice were housed in Marlau™ cages
[Viewpoint; 58 x 40 x 32cm (L x W x H)], which
allowed social interactions (15 mice per cage).
These cages are composed of two floors. The
ground floor has two compartments: one containing
food, the other one containing water bottles, three
running wheels and an elevated nest. The upper floor
contains a maze changed three times a week.
Because of one-way doors between the two ground
compartments, mice had to climb to the upper floor
using a ladder, pass through the maze and go down
to the food compartment using a slide tunnel to reach
food. Enriched mice were housed in these Marlau™
cages from the age of six weeks to the end of the
experiment. Enrichment was thus applied before
EAE induction and during all the phases of EAE,
including presymptomatic phase, first peak, remis-
sion and relapses. There are no documented differ-
ences on stress scores, stress measurements or stress
biomarkers across the two particular breeding
conditions used in the present work. Nevertheless,
environmental enrichment has been described before
to reduce stress in laboratory rodents.’

M

Statistical analysis
Results are presented as the mean=+ SEM.
Normality tests were performed on all samples

(@

/' First relapse \

(D’Agostino-Pearson omnibus test and Shapiro-
Wilk test). When normality could not be assumed,
we used non-parametric tests (Mann-Whitney’s
U-test), which are the most stringent in these con-
ditions. For the comparison of the mean clinical
scores, we used a two-way repeated measures
ANOVA followed by a Bonferroni’s multiple com-
parison post hoc test. For the comparison of the
number of feces in STD, STD+WAS, EE and
EE+WAS groups, we used a Kruskall-Wallis test
followed by a Dunn’s multiple comparison as a
post hoc test. Onset and relapse incidence curves
were analysed with Gehan-Breslow-Wilcoxon test.
Data were analysed using GraphPad Prism 7.0.
Two groups were considered to be significantly dif-
ferent when P< 0.05.

Results

Repeated acute stress has been defined as a short
exposure to stressing stimulus (<1h) repeated once
daily during less than 5 days (as opposed to repeated
chronic stress: >1h during more than 5 days).6 Here,
to induce repeated acute stress, we applied a para-
digm in which mice were exposed to water avoid-
ance stress (WAS) once a day during 4 days during
the remission period of EAE (Figure 1(a) and (b)).
The stressful nature of this paradigm was assessed

(b)

,.\@. 20 days m 1day 60 days @_
1 1 1 ~
EAE induction Complete recovery WAS Clinical scoring
(1h x4 days)  (secondrefapse or not)
C 124 ok
& 101
o
3
ks
W~ 61
8
£ 9
>
2 2
4] T T T T

EAE + WAS

Days

Figure 1. Experimental design for water avoidance stress. (a) Water avoidance stress (WAS, one hour per day for four
days) was applied during the remission phase of PLP-induced relapsing-remitting EAE mice and the clinical scoring was
assessed during 60 days. (b) Photography of the experimental system. Mice were placed for 1 hour on a platform
positioned at the center of a plastic container filled with water at room temperature up to 1 cm below the platform level.
Mice were randomly assigned to the two experimental groups. Non-WAS mice were handled identically, but placed in a
standard cage. (c¢) Measure of fecal pellet outputs in the two experimental groups as an index of stress-induced colonic
motility (n=26 and n =28 for EAE and EAE+WAS groups respectively). ***P<0.001; ****P<(0.0001, Mann

Whitney’s U-test.

www.sagepub.com/msjete



Multiple Sclerosis Journal—Experimental, Translational and Clinical

RESULTATS

by measuring fecal pellet output during the exposure
to stress (Figure 1(c)), as a measure of stress-induced
colonic motility.m This procedure is fully non-
invasive and was preferred to other methods such
as measurement of stress hormones in the blood-
stream that require invasive procedures and thus
constitute a source of stress for the animals.

The exposure to stress induced an increase in clinical
score which reached significance at days 42, 43, 44,
and 58 (Figure 2(a)). These differences in mean clin-
ical score were explained by the fact that WAS
advanced the appearance of the relapse (mean day
of relapse onset: 40.534+3.43 vs. 55.33+4.92;
P =0.0189; mean duration of remission: 23.67 +
3.66 vs. 38.04+4.91; P=0.0273; Table 1), so that
the incidence of relapse was increased by 1.58-fold
at day 75 (Figure 2(b); Supplementary Figure 1A).
Noteworthy, the severity of EAE was not affected by

(a) 2.0
1.84
1.64
1.4
1.2
1.04
0.8+
0.6
0.4

Mean clinical score

0 10 20 30 40 S0 60 70 80
Days post immunization

G
g

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

Relapse incidence

0.1

0.0

0 10 20 30 40 50 60 70 8
Days post immunization

Figure 2. Acute stress precipitates relapse in EAE ani-
mals. (a) Clinical score was assessed daily by an examiner
blinded to the treatment (n= 26 and n =28 for EAE and
EAE4+WAS groups respectively; *P<0.05, two-way
repeated measures ANOVA + Bonferroni’s multiple
comparison). (b) Clinical evaluation expressed as the long-
term relapse incidence in EAE and EAE4+WAS groups
(*P<0.05, Gehan-Breslow-Wilcoxon test).

stress (mean peak score: 2.77 £ 0.29 vs. 2.50 + 0.47.
Table 1).

Environmental enrichment has been described as an
efficient paradigm to reduce stress in laboratory
rodents.” Here, we bred mice in standard or enriched
environment prior to EAE induction and exposure
to repeated acute stress (Figure 3(a) and (b)). This
paradigm of standard enrichment reversed the
increase of fecal pellet output (used as index of
stress-induced colonic motility) induced by WAS
(Figure 3(c)).

Strikingly, animals bred in enriched environment
showed a reduction in the first symptomatic peak
of EAE (Days 12-17 post immunization, Figure 4
(a)) and a drastic reduction of clinical score during
the relapse phase (days 48-71 and 73-78, Figure 4
(a)). These differences in mean clinical score along
the course of EAE were the result of several param-
eters: First, the incidence of the disease and the inci-
dence of relapse were reduced in enriched animals
(Figure 4(b) and (c)), so that the incidence of disease
was decreased by 1.52-fold at day 25 (Figure 4(b),
Supplementary Figure 1B) and the incidence of
relapse was decreased by 2.06-fold at day 70
(Figure 4(c), Supplementary Figure 1C). Second,
the onset of the disease tended to occur later in
enriched animals (mean day of relapse onset:
14.67+041 vs. 13.74+£035 vs; P=0.0581;
Table 2).

Considering that repeated acute stress increased
relapse rate and that environmental enrichment
reduced the severity of EAE, our next question
was to ask as to whether environmental enrichment
may reduce the effects of stress. Mice bred in stan-
dard or enriched environment were subjected to
WAS during the remission period (Figure 3(a)). In
agreement with above results, mice bred in enriched
environment showed a reduction in clinical score
during the first peak of disease (days 13-14 and
16-17, Figure 5(a)). The mean clinical score gradu-
ally increased after the remission period in standard
animals, but not in enriched animals (Figure 5(a)),
reaching statistical difference at day 41, between
days 43 and 50 and from day 52 to the end of the
experiment (day 78). This difference was the reflect
of a dramatic difference in the incidence of relapse
(71.4% vs. 8.3%, P=0.0011; Figure 5(b),
Supplementary Figure 1B). Only one animal (from
n=12) suffered a relapse in the enriched group
(Supplementary Figure 1B), and that relapse
occurred much later than what observed in the

www.sagepub.com/msjetc
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Table 1. Values for mean day of onset or relapses and mean peak clinical score in the EAE and EAE+WAS
groups.
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Figure 3. Experimental design for environment enrichment. (a) Environmental enrichment (EE) was applied from 14
days pre-EAE induction to the end of the protocol. Standard (STD) animals were kept in standard breeding conditions.
WAS was applied to half of the animals of each group during the remission phase of EAE. In total, 4 experimental groups
were studied: STD, STD+WAS, EE, EE4+WAS. (b) Photography of the STD and EE breeding cages (see methods for
details). (c) Measure of fecal pellet outputs in the four experimental groups as an index of stress-induced colonic motility
(n=16, n=21, n=12 and, n= 12 for STD, STD+WAS, EE, and EE4+WAS groups respectively; *P<0.05;
**%P20.001, STD vs. STD+WAS; P<0.0001, EE vs. STD+WAS; """P<0.001, EE+WAS vs. STD-+WAS; Kruskall-

Wallis test+ Dunn’s multiple comparison).

standard group (61 days vs. a mean of 43.73 £3.15
in standard animals; Table 3). The peak score of this
relapse was also reduced as compared to the mean of
the standard group (1.5 £ 0 vs. 2.00 £ 0.32; Table 3).
In addition, although 60% of the animals with a first
relapse (9 animals out of 15) also suffered a second
relapse later in the standard group (58.43 +£4.28

days post immunization; Table 3), no second relapse
was observed in the enriched group.

Discussion
The present study overall shows that repeated acute
stress precipitates relapses in RR-EAE and that

www.sagepub.com/msjete
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Figure 4. Environmental enrichment reduced EAE
severity. (a) Clinical score assessed daily by an examiner
blinded to the treatment in the standard (STD) and
enriched environment (EE) groups (n =53 and n=>51 for
STD and EE groups respectively; *P<0.05; **P<0.01,
two-way repeated measures ANOVA + Bonferroni’s mul-
tiple comparison). (b) Clinical evaluation expressed as the
EAE onset incidence in EE and STD groups (**P<0.01,
Gehan-Breslow-Wilcoxon test). (¢) Clinical evaluation
expressed as the long-term EAE relapse incidence in EE
and STD groups (n=16 and n=12 for STD and EE
groups respectively; P =0.0922, Gehan-Breslow-
Wilcoxon test).

environmental enrichment, previously reported to
reduce stress in laboratory rodents,’ prevents the
occurrence of relapses and alleviates the effect of
repeated acute stress on RR-EAE severity.

Controversial results have been reported in the past
concerning the effects of stress on EAE.'" A general
consensus has emerged to state that chronic stress
ameliorates, while acute stress worsens, disease
course. The outcome of these studies was generally

the evolution of clinical score in a chronic, mono-
phasic model, rather than the effect on relapses in a
relapsing-remitting model, as described here. The
data presented here show that repeated acute stress
during the remission phase of RR-EAE is sufficient
to precipitate relapses in absence of other inducers.
These data complement previous reports of an exac-
erbation of disease by chronic mild stress.® Our data
match clinical observation in MS patients, previous-
ly summarized in a meta-analysis'* and describing
that stressful life events exacerbate MS. The para-
digm developed in the present study may therefore
be used to investigate the mechanisms responsible
for stress-induced occurrence of relapses. In comple-
ment, other paradigms of repeated acute stress, such
as restraint stress or exposure to predator odors may
be used in future studies.

The two major stress response systems, the
hypothalamic-adrenal-pituitary axis and the sympa-
thetic nervous system, have been suggested to medi-
ate the effects of stress on relapses.'® In addition to
these pathways, stress also increases intestinal barri-
er permeability.’ Animal studies give a possible
link between gut inflammation and MS: intestinal
barrier dysfunction occurs at the onset of monopha-
sic EAE" and a pro-inflammatory response in the
gut has been shown to trigger EAE.'®!” Conversely,
the sequestration of Th17 cells in the gut confers
resistance to EAE.'® Together, these studies suggest
a sequence of events involving the gut in the patho-
genesis of EAE: (i) initial expansion and activation
of T-cell in gut-associated lymphoid tissues, leading
to (i) recruitment of auto-antibody-producing B
cells and (iii) migration to brain draining cervical
nodes to finally trigger autoimmune encephalomy-
elitis. Increased permeability of the intestinal barrier
is a key feature of gut inflammation'® and could
thus initiate this cascade of events, which may
potentiated by stress. In addition, stress may also
induce neurovascular pathology, leading to BBB
permeation®®?! which could provide an additional
explanation for the effect of stress in EAE. The par-
adigm described in the present work could be useful
to test these mechanistic hypotheses in further
studies.

While the effects of stress on RR-EAE disease
described here corroborate previous reports in exper-
imental models® and coincide with clinical data,'?
more intriguing and novel are our data concerning
the effects of environmental enrichment. Indeed, we
show that animals bred in enriched environment
show a reduced severity and incidence of the first
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Table 2. Values for mean day of onset, mean day of relapse and mean peak clinical score in the STD or EE
groups.
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Figure 5. Environmental enrichment reversed the effects
of stress on EAE severity. (a) Clinical score assessed daily
by an examiner blinded to the treatment in the STD4+WAS
and EE4+WAS groups (n=21 and n= 12 for STD4+WAS
and EE+WAS groups respectively; *P<0.05; **P<0.01;
*#*%P<0.001, two-way repeated measures ANOVA +
Bonferroni’s multiple comparison). (b) Clinical evaluation
expressed as the long-term EAE relapse incidence in
STD+WAS and EE4+WAS groups (n=21 and n=12 for
STD+WAS and EE+WAS groups respectively;
**P<0.01, Gehan-Breslow-Wilcoxon test).

RR-EAE peak, and a drastic amelioration of the
second phase of the disease. In addition, environ-
mental enrichment alleviated the effects of repeated
acute stress, applied during the remission phase, on
the incidence of relapse. These data suggest that
animals bred in an enriched environment have lost
their sensitivity to repeated acute stress on RR-EAE
symptoms. The fact that environmental enrichment
reduces the severity of RR-EAE from the first peak
suggests that this breeding regimen exert a
“conditioning” effect on animals towards a lesser
sensitivity to EAE. Interestingly, although repeated
acute stress prompts standard animals towards a
higher rate of relapse, this stress paradigm does not
compensate for the beneficial “conditioning™ effect
brought by environmental enrichment. Future
experiments in which enrichment would be applied
only during remission is a very exciting perspective
that would test the possibility of a therapeutic effect
of enrichment in EAE.

The mechanism by which environmental enrichment
alleviates the effects of stress is also an intriguing
question. Previous report suggested that environ-
mental enrichment increases cerebral activity in the
prefrontal cortex and that this increased activity
participates in setting up stress resiliency.” This
suggests that environmental enrichment could drive
a manner of cerebral training in rodents that would
lead to the reported beneficial effects. However, one
cannot exclude that this regimen may reverse the
effects of stress by other-though not necessarily
exclusive- ways. Several positive effects of
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Table 3. Values for mean day of relapse onset and mean peak clinical score in the STD+WAS and
EE+WAS groups.

environmental enrichment, in addition to cerebral
training, may account for its beneficial effects,
including increase in physical activity, or changes
in metabolic parameters.B

In conclusion, this study shows that repeated acute
stress increases relapse rate and incidence in an
experimental paradigm relevant to relapsing-
remitting MS, the most frequent form of this disease.
These data in animal models have to be seen in the
light of recent successful attempts to use stress man-
agement strategies as an adjunct to the available MS
treatments.**%* The use of preclinical animal models
may provide rationales and mechanistic explanations
for the use of these strategies in MS management.
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Supplementary Figure 1: Distribution of animals in experimental groups and clinical outcome along
the course of EAE. The diagram summarizes how animals were distributed in the experimental groups
and the number of animals developing a first clinical peak and the subsequent relapses in the different

conditions.
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ETUDE N°2 : ETUDE DE L'INFLAMMATION INTESTINALE
PAR IRM MOLECULAIRE DE MADCAM-1 DANS DES
MODELES MURINS DE SEP

Contexte de 1’étude :

Bien qu’un grand nombre de facteurs de risque d’apparition d’une SEP ait été mis en évidence par
la littérature scientifique, I’origine exacte de la pathologie, s’il en est une seule, reste encore incertaine.
Cependant, des découvertes récentes arguent en faveur d’une implication d’une réponse immunitaire
périphérique, et notamment au niveau du tractus intestinal, dans la mise en place de la réaction auto-
immune du SNC. En effet, certaines études mettent en avant un réle probable d’un déréglement de 1’axe
microbiote-intestin-cerveau dans la SEP et ses modéles animaux (Goverman et al., 1993 ; Lee et al.,
2011). Par exemple, une étude publi¢e en 2017 a montré qu’une transplantation de microbiote fécal issu
de patients atteints de SEP augmentait 1’incidence d’apparition d’une EAE spontanée (Berer et al.,
2017). Celle-ci suggere ainsi qu’il existerait des changements dans la composition du microbiote
intestinal chez les patients atteints de SEP qui pourraient étre impliqués dans le développement de la
pathologie. D’autres études vont dans le sens d’une implication du tissu intestinal dans 1’apparition
méme de la pathologie. En effet, dans une étude publiée en 2014, les auteurs ont mis en évidence qu’une
augmentation de la perméabilité intestinale précédait 1’apparition des symptomes moteurs dans ’EAE
(Nouri et al., 2014). A celle-ci était de plus associée une augmentation du nombre de lymphocytes Thl
et Th17 et une diminution du nombre de lymphocytes Treg dans la lamina propria, les plagues de Peyer
et les nceuds lymphatiques mésentériques des animaux EAE. Dans une autre étude réalisée sur une EAE
induite par transfert adoptif de lymphocytes Th17 auto-réactifs, les auteurs ont montré que ces cellules
Th17 migraient en premier lieu dans le colon avant de rejoindre le SNC (Duc et al., 2019). De maniere
intéressante, 1’inhibition de 1’extravasation des lymphocytes vers le tissu intestinal par I’intermédiaire
d’une immunothérapie dirigée contre I’intégrine asP7 diminuait la sévérité de ’EAE et diminuait le
nombre de lymphocytes Th17 a la fois dans le colon et dans la moelle épiniere des animaux (Duc et al.,

2019). Les auteurs de cette étude avaient alors émis 1’hypothése selon laquelle une réactivation des

-115-



-116 -

RESULTATS

lymphocytes Th17 dans le colon était nécessaire pour I’induction d’une démyélinisation centrale. Par la
suite, I’implication de ce trafic de lymphocytes vers le tissu intestinal dans la pathogénése de ’EAE a
été étudiée. Des auteurs ont mis en évidence que des souris déficientes en MAJCAM-1 (MAdCAM-1-
KO) étaient plus résistantes a I’induction d’une EAE (Kuhbandner et al., 2019). Ces souris MAdCAM-
1-KO montraient de plus une diminution du nombre de lymphocytes Thl et Th17 dans la lamina propria
et les plaques de Peyer de I’intestin gréle. Enfin, les auteurs de cette étude ont montré que 1’inhibition
de MAdCAM-1 par utilisation d’anticorps monoclonaux retardait 1’apparition des symptomes moteurs
(Kuhbandner et al., 2019). Ainsi, ces études suggérent qu’une premiére migration des cellules auto-
réactives au niveau intestinal est un prérequis dans le déclenchement de la pathologie. Néanmaoins,
aucune d’entre elles ne s’est intéressée a I’étude des niveaux d’expression de MAdCAM-1 au cours de
la pathologie, ni aux conséquences de cette expression sur I’évolution de celle-ci. De plus, ces études ne
se sont focalisées que sur des modeles progressifs de la SEP. Aucune donnée n’est disponible quant a
I’implication d’une inflammation intestinale dans un modéle animal de RR-SEP, qui se trouve étre

cependant la forme la plus fréquente de la pathologie humaine.

Objectifs :

e Caractériser I’inflammation intestinale dans des modéles murins de PP-SEP (EAE-MOG) et de
RR-SEP (EAE-PLP) par utilisation de I’'IRM moléculaire ciblant la protéine MAdCAM-1.

e Caractériser I’inflammation intestinale et I’inflammation centrale dans ces modéles par analyses
immunohistochimiques et/ou cytométrie en flux.

e Déterminer les conséquences d’une telle inflammation intestinale pendant les périodes

asymptomatiques de ces modéles sur I’évolution subséquente des symptomes moteurs.

Méthodes :

Des souris males de la souche C57BL/6J et des souris femelles de la souche SJL/J ont été immunisées
respectivement contre le peptide MOGss.ss et PLP13o.151. L’évolution des symptomes moteurs a été
évaluée quotidiennement par attribution d’un score clinique. Aux scores cliniques choisis, les souris ont

été soumis a un examen en IRM moléculaire ciblant la protéine MAdJCAM-1 afin d’évaluer
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I’inflammation intestinale en lien avec I’évolution des symptomes moteurs. Les animaux ont ensuite été
mis a mort et les colons, iléons et moelles épinieres ont été prélevés pour analyses
immunohistochimiques des populations lymphocytaires. Des animaux aux mémes scores cliniques ont
également été prélevés pour analyses de ces populations par cytométrie en flux. D’autres animaux ont
été soumis a un examen en IRM moléculaire ciblant MAJCAM-1 aux jours 10 a 12 post-immunisation
(EAE-MOG) ou deux jours apres une premiere rémission compléte (EAE-PLP) pour évaluer les
conséquences du niveau d’inflammation intestinale sur 1’évolution future des symptomes moteurs.
Enfin, des souris de la souche C57BL/6J ont été traitées avec du DSS (Dextran Sodium Sulfate) a 1.5%
dans I’eau de boisson pendant 5 jours avant induction d’une EAE-MOG pour évaluer les effets d’une
inflammation intestinale modérée expérimentalement induite sur 1’évolution des symptémes moteurs

par la suite.

Principaux résultats obtenus :

o [’expression de MAJCAM-1 augmente avec le score clinique dans ’EAE-MOG et I’EAE-PLP.

o Les populations lymphocytaires B et Th diminuent avec le score clinique dans [I’iléon
parallélement & leur augmentation dans la moelle épiniére des animaux.

e Un niveau d’expression élevé de MAdCAM-1 pendant la phase présymptomatique d’une EAE-
MOG retarde 1’apparition des symptomes moteurs.

e Un faible niveau d’expression de MAdCAM-1 pendant la phase de rémission d’une EAE-PLP est
associé a un plus grand risque de conversion vers une SP-EAE tandis qu’une expression élevée
semble promouvoir une évolution récurrente-rémittente des symptémes moteurs.

e Une inflammation intestinale (expérimentalement induite par traitement au DSS) avant induction
d’une EAE-MOG semble retarder 1’apparition des symptomes moteurs et promouvoir une

évolution biphasique de ceux-ci.

Conclusion :

Ces travaux ont ainsi permis de confirmer I’implication d’une inflammation intestinale dans la

physiopathologie de la SEP par I’intermédiaire de deux modéles murins distincts de la pathologie.
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Néanmoins, une telle inflammation semble avoir des conséquences différentes en fonction de sa
temporalité. En effet, alors qu'une augmentation de I’inflammation intestinale dans les premiers temps
de la pathologie semble liée a la mise en place de la réaction auto-immune, le maintien de celle-ci dans
le temps semble promouvoir des évolutions récurrentes-rémittentes de la pathologie. A I’inverse, sa
diminution a posteriori semble augmenter le risque de conversion vers une forme secondairement
progressive. D’autres investigations s’avérent nécessaires pour mieux comprendre la cinétique de
I’inflammation intestinale dans ces modeles animaux de SEP et ses conséquences sur 1’évolution de la

maladie.

Cette étude fera prochainement ’objet d’une publication en tant que premier auteur, dont la premiére

version est insérée ci-apres.
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predictive tool for MS evolution?
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Abstract

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the central nervous system (CNS). Although
some risk factors have already been identified, the origin of the disease is still unknown. Recent evidence
suggest that microbiota-gut-brain axis dysfunctions could act as a pathological trigger for MS. Indeed,
MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1), a protein overexpressed during intestinal
inflammation, has been recently associated with the severity of animal models of MS (EAE:
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis). Thus, the purpose of this work was to assess the
inflammatory status of the intestine, through MAdCAM-1 expression, in EAE animals at different stages

of the disease in attempt to predict its evolution.

Here, we show, by molecular magnetic resonance imaging (MRI), an increase of MAdCAM-1
expression with the clinical score in both progressive (MOG-induced) and relapsing-remitting (PLP-
induced) EAE. This increase of MAdCAM-1 expression is also associated with a decrease in T-CD4*
and B lymphocytes in the ileum concomitantly with their increase in the spinal cord, suggesting a
migration of those immune cells from the intestine to the CNS. We then investigated if the level of
MAdCAM-1 expression could be predictive for EAE evolution. We revealed that low MAdCAM-1
expression during the pre-symptomatic phase of a MOG-induced EAE precipitates the occurrence of
motor impairments. Furthermore, low MAJCAM-1 expression during the remission of a PLP-induced

EAE is associated with a higher risk for conversion to a secondary-progressive form.

Altogether, these data reveal that MAJCAM-1 expression assessment, especially during
asymptomatic phases, could predict the disease evolution. Thus, intestinal inflammation evaluation

could be a useful tool in MS patient’s stratification in attempt to personalize treatments.

Keywords: Multiple sclerosis; EAE; MAdCAM-1; gut-brain axis; molecular MRI
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Introduction

Multiple Sclerosis (MS) is a demyelinating autoimmune disease of the central nervous system (CNS)
leading to motor, sensitive and cognitive impairments in patients. Despite some risk factors have already
been associated with the occurrence of the disease like genetic predispositions (International Multiple
Sclerosis Genetics Consortium, 2019), viral infection by the Epstein-Barr virus (EBV; Bjornevik et al.,
2022) and other environmental factors such as a lack of vitamin D (Ascherio et al., 2014) or air pollution

(Cortese et al., 2020), the exact etiology of the pathology is still unknown.

Recent evidence suggests that dysregulations of the microbiota-gut-brain axis could be implicated in
the pathogenesis of MS and in its animal models such as experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE; Lee et al., 2011; Chen et al., 2016; Jangi et al., 2016; Berer et al., 2017). For example, fecal
microbiota transplantations from MS patients into genetically susceptible mice were able to enhance the
occurrence of spontaneous EAE (Berer et al., 2017). This study highlighted that changes in the gut
microbiota composition of MS patients could lead to an increased risk of MS-like symptoms apparition.
Nevertheless, although some studies have shown an increase of some microbial population such as
segmented filamentous bacteria, no pathological microbiota archetype of MS has been clearly identified

(Wekerle, 2017).

Other studies support an early implication of the intestinal tissue in EAE pathogenesis (Nouri et al.,
2014; Duc et al., 2019). Indeed, in EAE animals, intestinal permeability is increased before the
occurrence of motor symptoms and is associated with an increase in Thl and Th17 lymphocytes and a
decrease of Treg populations in the lamina propria (LP), the Peyer’s patches (PP) and the mesenteric
lymph nodes (MLN; Nouri et al., 2014). Moreover, it has been shown in a passive EAE model that
autoreactive Th17 cells adoptively transferred in mice migrated first in the colon before reaching the

CNS (Duc et al., 2019).

Further investigations have tried to figure out the implication of lymphocyte homing to the intestinal
tissue in EAE by blocking the interaction of MAdCAM-1/04p7 integrin (Duc et al., 2019; Kuhbandner

et al., 2019). Indeed, MAJCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1) is a cell adhesion
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molecule mainly expressed by endothelial venules in the LP, MLNs and Gut-Associated Lymphoid
Tissues (GALT) such as PPs (Streeter et al., 1988; Nakache et al., 1989). MAdCAM-1 is the preferential
ligand for a4f7 integrin which is expressed at the surface of activated immune cells. It directs rolling and
adhesion of lymphocytes to the vascular endothelium and could promote their extravasation to the
intestinal tissue (Berlin et al., 1993; Zundler et al., 2019). Moreover, MAdCAM-1 expression is
increased in inflammatory bowel diseases (IBD) such as Crohn’s disease and ulcerative colitis (Connor
et al., 1999; Souza et al., 1999). An immunotherapy targeting MAdCAM-1/a4f7 integrin interactions
reduces lymphocyte homing leading to better outcomes in IBD patients (Sandborn et al., 2013; Feagan
et al., 2013). Such immunological blockage of this interaction in EAE animals have been shown to
decrease the severity of the disease and is associated with a decrease of Th17 cells in both colon and
spinal cord of EAE animals (Duc et al., 2019). In addition, genetic invalidation of MAdCAM-1 in mice
reduced incidence of MOG-induced EAE onset and the Thl and Th17 populations in the LP and the PP
of the small intestine (Kuhbandner et al., 2019). Nevertheless, none study has investigated the level of
MAdCAM-1 expression during the disease course of both relapsing-remitting and chronic EAE models
and its consequences on the disease progression. Our group have recently developed a contrast agent
that allowed non-invasive assessment of MAdCAM-1 using molecular magnetic resonance imaging

(MRI) in several animal models of IBD (Fournier et al., 2020).

In the present study, we first assessed the level of intestinal inflammation through MAdCAM-1
molecular MRI in MOG- and PLP-induced EAE during the disease course. We reported that MAdCAM-
1 expression increases with clinical score in the two different EAE models. Interestingly, we showed a
decrease of B and CD4* T cells in the ileum in both EAE animals concomitantly with their increase in
the spinal cord. Then, we investigated whether the level of MAdCAM-1 expression by molecular MRI
during asymptomatic phases of the disease (i.e. before the occurrence of symptoms in EAE-MOG
animals and during the first remission period in EAE-PLP mice) could predict the disease evolution.
Surprisingly, high MAdCAM-1 expression during the pre-symptomatic phase of EAE-MOG was
associated with a delayed onset of motor impairments. In PLP-induced EAE mice, two profiles of

MAdCAM-1 expression were detected during the remission period (high or low expression). Animals
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expressing high MAdCAM-1 exhibited relapsing-remitting course of the disease whereas mice with low
MAdCAM-1 expression were more able to convert into secondary-progressive EAE. Moreover, by
inducing a model of mild colitis in mice before EAE-MOG immunization, animals presented a delay in
the disease onset and were more able to display a biphasic course of the MOG-induced EAE contrary to

control animals.

Altogether, these data highlight a crucial role of the intestinal tissue in the pathogenesis of MS animal
models and an unexpected link between the level of MAdCAM-1 expression during asymptomatic

phases of the disease and its evolution.

Materials and methods

Animals and ethical statement

Experiments were performed in accordance with the French ethical laws (Decree 87/848; Ministére
de I’Agriculture et de la Forét), European guidelines (Directive 2010/63/UE) and ethical committee
recommendations. Experiments of this study were approved by the French ministry of education,
research and innovation (APAFIS#34308). All experiments were performed following the ARRIVE
guidelines (www.nc3rs.org.uk), including randomization as well as blinded analysis. Male C57BL/6J
and female SJL/J mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) and were
housed at the animal facility “Centre Universitaire de Ressources Biologiques” (Center Agreement
F14118001; Caen, France) under constant temperature (21+1°C) and 12 hours light/dark cycles. All
animals were housed in standard laboratory cages by groups of 5 mice per cage with a minimal
enrichment (nesting materials, cardboard house) and with access to food and water ad libitum. They
were acclimated to the local animal facility for at least 2 weeks before the experiments. Animals were

monitored daily for body weight, disease evolution, food and water consumption and signs of pain.
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Induction and assessment of EAE

Progressive EAE (MOG-induced EAE) was induced in 8-week-old male C57BL/6J mice via
subcutaneous injection above the shoulders and the flanks of an emulsion mix containing 200ug of
recombinant myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide (MOGss.ss, GenScript, RP10245) diluted in
100ul of saline, 100ul of complete Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, F5881) and 800g of heat-killed
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (BD Adjuvants Difco™, 231141). Sham animals received the same
emulsion mix without the MOGss.s5 peptide. All animals were additionally intraperitoneally injected
with 200ng of pertussis toxin derived from Bordetella pertussis (Sigma-Aldrich, P7208) diluted in 200l

of saline at the time of and at 48h after immunization.

Relapsing-remitting EAE (PLP-induced EAE) was induced in 8-week-old female SJL/J mice via
subcutaneous injection above the shoulders and the flanks of an emulsion mix containing 200ug of
recombinant myelin proteolipid protein peptide (PLP13s.151, Eurogentec, AS-63912) diluted in 100pl of
saline, 100ul of complete Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, F5881) and 800ug of heat-killed
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (BD Adjuvants Difco™, 231141). Sham animals received the same
emulsion mix without the PLP139.151 peptide. All animals were additionally intraperitoneally injected
with 200ng of pertussis toxin derived from Bordetella pertussis (Sigma-Aldrich, P7208) diluted in 200ul

of saline at the time of and at 48h after immunization.

Mice were weighted and examined daily for any clinical sign of EAE. In both EAE models, clinical
scores (cs) were recorded in a blinded manner by ascending hind limb paralysis: 0, no sign of the disease;
1, limp tail; 2, hind limb weakness; 3, partial hind limb paralysis; 4, complete hind limb paralysis; and
5, moribund or death. For EAE-MOG, a biphasic course of the disease has been defined if a sustained
increase (> 2 days) of > 1 in cs was observed. For EAE-PLP, a relapse has been defined as a sustained

increase (> 2 days) of > 1 in cs after a remission period (cs 0 or 0.5) during at least 2 days.
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DSS-induced intestinal inflammation before EAE-MOG induction

Dextran Sodium Sulfate (DSS)-treated mice received 1.5% (weight/volume) of DSS (MW ca 40.000,
Thermo Fisher Scientific, J63606) in drinking water for 5 days prior to EAE-MOG induction. Control

animals had access to normal drinking water.

In vivo MAdCAM-1 expression assessment using molecular MRI

Conjugation of MAJCAM-1 targeting antibodies to MP1O: Micro-sized particles of iron oxide (MPIO;

Dynabeads™ MyOne™ Tosylactivated, Invitrogen™, 65501) were covalently conjugated to purified
monoclonal rat anti-mouse antibodies targeting MAJCAM-1 (BD Pharmingen™, Clone MECA-367,
553806) or to purified rat 1gG2a, k isotype control antibodies (BD Pharmingen™, Clone R35-95,
553927) in borate buffer (pH 9.5) for 48h at 37°C as previously described (Gauberti et al., 2013). MPIO
were then washed using phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.5% of bovine serum albumin
(BSA, Sigma-Aldrich, A9647), and incubated 24h at room temperature in PBS with 0.5% of BSA.
MAdCAM-1 or isotype control conjugated MPIO were stored at 4°C under constant agitation to prevent

settling and aggregate formation.

MPIO injection: Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane (Aerrane, Baxter, N°) in 30/70%
02/N20 and then maintained using 2% isoflurane in 30/70% 0,/N20. Then, a catheter was introduced in
the tail vein of the animals to allow intravenous injection of 1.0mg/kg of conjugated MPIOs (conjugated

with anti-MAdJCAM-1 or isotype control antibodies) around 10 minutes before MRI.

Magnetic resonance imaging: MRI scans were acquired at several time points defined by the

experimental protocol using a Pharmascan 7T / 12cm system using surface coils (Bruker).
Morphological imaging of the colon was performed using a T2-weighted sequence using the following
parameters: TE/TR 36ms/2500ms, flip angle 90°, refocusing pulse 180°, acceleration factor 8 with three
excitations, a matrix of 300x300, a field of view of 20x20 mm leading to a 67x67 um spatial resolution,
and a slice thickness of 0.75 mm. Then, to allow molecular MAdCAM-1 imaging, T2*-weighted

sequences of the colon using the following parameters: TE/TR 5.4ms/300ms, flip angle 35°, with four
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excitations, a matrix of 300x300, a field of view of 20x20 mm leading to a 67x67um spatial resolution,
and a slice thickness of 0.35mm, was performed before (T2*weighted images, T2*WI) and after MPIO

injection (T2*WI+MPI10-MAdCAM-1 or T2*WI+MPIO-IgG).

MRI images analysis: All MRI images were analyzed using ImageJ 1.53c software (National Institutes

of Health) implemented with the MRI file manager plugin. The colonic mucosa surface was segmented
using the T2-weighted images. Then, a manual threshold was applied in T2*WI and T2*WI+MPIO-
MAdCAM-1 or T2*WI+MPIO-IgG images to allow the quantification of the percentage of voxels with

a signal superior to the threshold of the selected area (also called signal void).

Tissue collection

At specific time points (cs 1 to 4 for MOG-induced EAE; cs 2, 4 and 2r for PLP-induced EAE; and
their corresponding sham animals), mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane (Aerrane, Baxter)
in 30/70% 0./N,0 and were transcardially perfused with cold heparinized saline solution. Colon, ileum
and spinal cord were then collected. Colon and ileum were longitudinally opened to remove the
intraluminal content, post-fixated for 30 minutes in 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M PBS. Spinal
cords were post-fixated in 4% PFA for 24h at 4°C. All collected tissues were cryoprotected with PBS
buffer containing 20% of sucrose for 24h at 4°C and were then frozen in an embedding resin (Epredia™
Cryomatrix™, Fisher Scientific, 6769006) and stored at -80°C until processing. Transverse sections (10
pm) were obtained using a cryomicrotome (CM3050S, Leica), collected on poly-lysine slides

(Epredia™, Fisher Scientific, 10219280) and stored at -80°C until use.

Immunohistochemistry

Immunostaining: Sections were unfrozen, washed three times in PBS at room temperature (RT) and

then, were co-incubated with the appropriate primary antibodies diluted in PBS + Triton100X at 0.25%
overnight at RT. The following antibodies were used: rabbit polyclonal anti-CD3 (1:400, Abcam,
ab5690), AlexaFluor®488 monoclonal rat anti-CD8a (1:200, BD Biosciences, 557668),

AlexaFluor®488 monoclonal rat anti-CD45R (1:200, BD Biosciences, 557669) and AlexaFluor®647
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monoclonal rat anti-CD4 (1:250, BD Biosciences, 557681). After incubation, all slides were rinsed three
times using PBS and primary antibodies to CD3 were revealed using Cy™3 F(ab’)2 fragment donkey
anti-rabbit 1gG secondary antibodies (1:800, Jackson ImmunoResearch, 711-166-152) diluted in PBS +
Triton 100X at 0.25% for 1h 30min at RT. Omission of the primary antibodies was done for each
immunohistochemistry experiment. No immunostaining was observed revealing that the secondary
antibodies bound specifically to their primary antibody incubated alone. After three more rinses with
PBS, sections were cover-slipped with Fluoromount-G™ mounting medium with DAPI (Fisher

Scientific, 15596276).

Image acquisition: Colon and ileum images were captured using a Leica DMI6000 microscope coupled

with a Hamamatsu Orca Flash 4.0 camera and visualized with Metamorph 7.8.13.0 software. For each
conjugated antibody, the exposition time was set as followed: 500ms for Cy™3 F(ab’)2 fragment
donkey anti-rabbit IgG and AlexaFluor®647 monoclonal rat anti-CD4, 1000ms for AlexaFluor®488
monoclonal rat anti-CD45R and 1500ms for AlexaFluor®488 monoclonal rat anti-CD8a antibodies.
Images from the spinal cord were captured using an Olympus VS120 slide scanning system coupled
with a Hamamatsu Orca Flash 4.0 camera. For each conjugated antibody, the exposition time was set as
followed: 200ms for Cy™3 F(ab’)2 fragment donkey anti-rabbit 1gG and AlexaFluor®647 monoclonal
rat anti-CD4, 400ms for AlexaFluor®488 monoclonal rat anti-CD45R and AlexaFluor®488 monoclonal

rat anti-CD8a antibodies.

Image analysis: All images from the colon, ileum and lumbar part of the spinal cord were analyzed using
QuPath 0.3.2 software. Surface values of each section were automatically obtained by selecting areas of
interest. Number of CD3-positive (CD3+), CD3/CD4-double positive (CD3+CD4+), CD3/CD8-double
positive (CD3+CD8+), CD3-positive and CD4/CD8-double negative (CD3+ CD4- CD8-) and CD45R-
positive (CD45R+) cells for each tissue section were also obtained automatically using the object
classification and visually verified for each image. Representative immunohistological images were
formatted using ImageJ 1.53c (National Institutes of Health) software. All analyses were performed

blinded to the experimental data.

-127 -



-128 -

RESULTATS

Flow cytometry

Cell isolation: Deeply anesthetized mice (MOG-induced EAE animals at ¢s 1 to 4 and sham animals)
were transcardially perfused with DPBS (Gibco™, Fisher Scientific, 12037539). Colon, terminal ileum
and spinal cord were collected. Colon and ileum were opened longitudinally and washed in HBSS
(Gibco™, Fisher Scientific, 12549069) to remove the intraluminal content. Washed colon and ileum
were then cut into 0.5 cm pieces and incubated 3 times in HBSS containing 10mM EDTA (Invitrogen™,
Fisher Scientific, 10135423) for 20 minutes at 37°C under gentle agitation (80 rpm). After each
incubation, cells were collected by filtration on a 70 um cell strainer (Fisherbrand™, Fisher Scientific,
11597522). The remaining tissues were then washed with HBSS to remove EDTA and incubated 2 times
for 20 minutes at 37°C in 5 mL of HBSS containing 1 Wiinsh unit/ml of Liberase™ TL (Sigma Aldrich,
5401020001), 0.01 mg/ml of DNase | (Worthington Biochemical Corporation, LS002058) and 5% of
fetal bovine serum (FBS, Sigma Aldrich, FO804) under gentle agitation (80 rpm). After each incubation,
cells were collected using a 70 um cell strainer. For spinal cord cell collection, tissues were cut into
fragments and incubated in 2 mL of HBSS containing 1 Wiinsh unit/ml of Liberase™ TL, 0.01 mg/ml
of DNase | and 5 % of FBS for 45 minutes at 37°C under gentle agitation (80 rpm). The remaining
tissues were mechanically disaggregated using a syringe fitted with a 25-gauge needle and filtered using
a 70 um cell strainer. Immune cells were isolated from the myelin components by a 70/30% Percoll
(Sigma Aldrich, 17-0891-02) gradient centrifugation at 1200g for 20 minutes at 20°C. All cell
suspensions were filtered using a 40 um cell strainer (Fisherbrand™, Fisher Scientific, 11587522) and
washed by centrifugation at 300g for 10 minutes at 4°C before being resuspended in 1ml of DPBS before

flow cytometry analysis.

Flow cytometry analysis: Cell suspensions were washed in PBS containing 2% of FBS (staining buffer)

by centrifugation at 300g for 10 minutes at 4°C. After supernatant removal, cells were incubated with
rat anti-mouse CD16/32 antibody (BD Biosciences, 553142) for 15 minutes a 4°C to block Fc receptors.
Cells were incubated 20 minutes at 4°C with the following antibodies diluted in 1 mL of staining buffer
+ 50 pL of brilliant stain buffer (BD Biosciences, 566349) when appropriated: FITC rat anti-mouse

CD45 (BD Biosciences, 553080), BV510 hamster anti-mouse CD3e (BD Biosciences, 563024), PE-
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Cy™7 rat anti-mouse CD8o. (BD Biosciences, 552877), APC rat anti-mouse CD4 (BD Biosciences,
553051) and PerCP-Cy™S5.5 rat anti-mouse CD45R/B200 (BD Biosciences, 552771). Cell frequencies
were obtained using a FACS Verse™ cell analyzer (BD Biosciences) and analyzed using FlowJo™

7.6.5 software. The gated strategy is represented in Supplementary Figure 3A.

Statistical analysis

All statistical analysis and data representation were performed using Graphpad Prism 9.3.1. When
possible, data are represented on graphs as mean £ SEM. For each data set, normality has been tested
using Shapiro-Wilk test. For single comparison of two groups, t-tests or Mann-Whitney tests (when
normality could not be assumed) were performed. For multiple comparison defined by a single factor,
one-way ANOVA followed by a Bonferroni’s multiple comparison or Kruskall-Wallis test followed by
a Dunn’s multiple comparison (when normality could not be assumed) were performed. For multiple
comparison defined by two factors, two-way ANOVA followed by a Bonferroni’s multiple comparison
were done. Pearson’s correlation tests were performed for testing correlations. Onset and relapse
incidence curves were analyzed using Mantel-Cox tests. Statistical comparisons of proportion of
relapsing-remitting (RR) and secondary progressive (SP) EAE-PLP also as mono- and biphasic EAE-

MOG were done using Fisher’s exact tests.
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Results

MPI10O-aMAdCAM-1 signal increases with clinical score in MOG-induced EAE

We first assessed the level of intestinal inflammation through molecular MRI during the time course
of MOG-induced EAE (Figure 1A, 1B). To do so, we performed, on sham and EAE animals, T2-
weighted imaging and T2*-weighted imaging, both before and after MP10O-aMAdCAM-1 intravenous
injection (Figure 1C). Images obtained after MPIO-aMAdCAM-1 injection revealed an increase of the
signal voids in the mucosa of imaged intestine of EAE mice (Figure 1C and Supplementary Figure
1A). This enhancement of contrast change has been observed at each clinical score in EAE animals
(Figure 1C and Supplementary Figure 1A). Contrary to EAE-mice, sham animals presented only
minimal MRI signal changes on post-contrast images (Figure 1C). The quantification of signal voids at
each clinical score of MOG-induced EAE animals and sham mice showed a significant enhancement of
signal void of MPIO-aMAdCAM-1 only in the intestine of EAE mice and it is significantly increased
with clinical score (Figure 1D). Indeed, sham animals displayed a very low signal void (12.1+3.5% vs.
31.7+4.4 - 56.8+4.8% for EAE mice; Figure 1D). Overall, MPIO-aMadCAM-1 induced signal void in
the intestinal mucosa positively correlated to clinical score (Figure 1E). In order to verify whether
MPIO-aMAdCAM-1 could bind intestinal endothelial cells, we performed immunohistological analyses
of the ileum 30 min after intravenous injection of MPIO-aMAdCAM-1 in EAE mice. In these mice,
numerous MPIO-aMAdCAM-1 were bound to vessels in the LP of the colon (Figure 1F). Moreover,
by injecting control MPIO (i.e. MP1O-almmunoglobulin G _ algG), that are unable to bind MAdCAM-
1, in sham and EAE animals, we did not observe any MRI signal changes in both groups indicating that
MPI10-aMAdCAM-1 bind specifically the activated intestine endothelium in our MS animal model

(Supplementary Figures 1B and 1C).

Thus, MPIO-aMAdCAM-1-enhanced MRI revealed a greater mucosal inflammation in EAE mice
compared to sham mice which follows the disease activity, and that intestinal inflammation is correlated
with motor symptoms. These data suggest that intestinal inflammation revealed by molecular MRI of

MAdCAM-1 could predict clinical score of MOG-induced EAE mice.
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Figure 1: MAdCAM-1 signal increases with clinical score in EAE-MOG animals.

(A) Schematic representation of the experimental design. EAE-MOG was induced and MPIO-
aMAdCAM-1 enhanced MRI was performed at different clinical scores (cs 1 to 4). (B) Graphical
representation of the mean clinical score in sham (orange squares) and EAE-MOG (blue circles)
animals. (C) Representative T2-weighted (T2WI), T2*-weighted (T2*WI) and T2*-weighted after
injection of MPIO-aMAdCAM-1 (T2*WI + MPIO-aMAdCAM-1) images in sham and in EAE at
clinical score 4 (cs 4) animals. (D) Signal void quantification in sham and in EAE-MOG animals at
several clinical scores (cs 1 to 4; "P<0.05; “P<0.01; *""P<0.0001, One-way ANOVA + Bonferroni’s
multiple comparison). (E) Correlation between the signal void in T2*-weighted images after MPIO-
aMAdCAM-1 and the clinical score in EAE-MOG animals (P=0.0029; R?=0.8543, Pearson’s
correlation test). (F) Representative immunofluorescence staining showing MP1O-aMAdCAM-1 (in
grey) binding to a collagen-1V positive vessel (in green) in the lamina propria of a colon in an EAE-
MOG animal at cs 4 (scale bar 50um; DAPI in blue).
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Supplementary Figure 1: MP1O-aMAdCAM-1 binding to the mucosal surface increases with the
clinical score in EAE-MOG animals while MP10-a1gG fail to induce contrast changes.

(A) Representative T2-weighted (T2WI), T2*-weighted (T2*WI) and T2*-weighted after injection of
MPIO-aMAdCAM-1 (T2*WI + MPIO-aMAdCAM-1) images in EAE at clinical score 2, 3 and 4 (cs 2,
3 and 4) animals. (B) Representative T2-weighted (T2WI), T2*-weighted (T2*WI), T2*-weighted after
injection of MPIO-algG (T2*WI + MPIO-algG) and T2*-weighted after injection of MPIO-
aMAdCAM-1 (T2*WI + MP10-aMAdCAM-1) images in sham and in EAE animals at clinical score 4
(cs 4). (C) Signal void quantification in sham (orange) and in EAE-MOG animals at clinical score 4
(blue) after injection of MPI10-algG (circles) or MPIO-aMAdCAM-1 (squares; “P<0.05; ““P<0.001;
P<0.0001, Two-way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison).
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MPIO-aMAdCAM-1 signal is correlated with spatiotemporal distribution of TCD4" and B

lymphocyte populations in the ileum and the spinal cord of MOG-induced EAE.

Since MAdCAM-1 is involved in lymphocytes trafficking toward intestinal tissue, we next evaluated
if the MAJCAM-1 signal void could be related with this immune cells’ infiltration. For this, we
performed immunohistochemistry and flow cytometry to evaluate the infiltration of T and B
lymphocytes (CD3" and B220* cells, respectively) and more precisely TCD4* (CD3- and CD4-positive
cells) and T-CD8" lymphocytes (CD3- and CD8-positive cells) in the ileum and the colon of sham and

MOG-induced EAE mice.

In the colon, we observed after immunohistological quantification, that EAE animals at clinical score
2 and 4 presented a significant increase of T lymphocytes (CD3 positive cells) compared to sham
animals (Figure 2A, 2B and Supplementary Figure 2A). The exact same profile is observed for TCD8*
lymphocytes (Figure 2A, 2C, and Supplementary Figure 2A). Regarding TCD4* and B lymphocytes,
no significant difference were detected between EAE and sham animals (Figure 2A, 2D, 2E and
Supplementary Figure 2A). Unexpectedly, we were not able to detect any significant difference in
each lymphocyte population between both groups by flow cytometry (Supplementary Figure 3). In
addition, no correlation was detected between the MPIO-aMAdCAM-1 signal void and the number of

each lymphocyte population (Figure 2F, 2G and Supplementary Figure 2B, 2C).

-133 -



-134 -

RESULTATS

CD8 DAPI |

| CD3B220DAPI |

EAE cs 4

CD3 CD8 DAPI

EAE cs 4

§.8 CD3 Ch: CDS DAPI |

| CD3 B220 DAPI

Sham

EAE cs 4

O
W)

m

Number of CD3"* CD4"cells / mm?

I J

A

1000 T 50 T 400 L=
£ ¢ E E - £
£ a0 A 2 400 2 a E 200 -
2 3 a . g . z v
= + + 3
S w0 @ 300 = S 150 &
. ] o X
& o O 200 v S M
8 Al v % v t N
O vt B ] @ 100 .
S N o AR o S 4
5 5 Y ‘5 100 * 5
g 200 v + 100 o A 2 50
E} k] 8 v €
2 : : 2
T T T Z T T T 2 T T T T T T T T T T
NS S NS S NS X NI
- ,1\\"’@ (SRR VY ,7\\"9\ (SRR Y g,\\’f’é\ e e e e g,\\’f’é\ (VAR A
' F 100 G 100
80 80
2. . 2. .
z= 60 o R=01414 7= 604 . .«
$3 p00770 S5 | LR .
EZ 40 TE ad Ty R?=0.0223
£3 £3 M p=05175
7] @
20 20,00
3 ° .
T T T T 1 T T T 1
0 100 200 300 400 0 50 100 150 200

o . < 500 bl
o e E™ o —
£ E ¢ E £
£ 1200 v @ 2 200 E
= 3 600 H 5 30 A
2 3 4, 3 v @
< 1000 D4 - A + “ E I
3 S S 300 8 * .
+ a w o + v
to 800 O s00 A ¢ O v & 200 o4
3 % 7 P B 8 .
O e 2 R 200 a v
] o o 5
& 40 5 400 k] $ 100
E = + 100 3
3 5
£ 0 2 v 2 E
z
5 5 z
T T T T T Z T T T T 2 LI B T T T T T
N > NS S NI IA NV DS S
S c"q’ & & g§$\ (VAR A g)e’&Q [CARVARV IRV é@é\ [CARVARVRVY

)

MAACAM-1

Signal Void
Signal Void (%)
MAdCAM-1

R?=0.2525
p=0.0145

T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Number of CD3* CD4" cells/ mm?

P . Q R
*
400 " E 100 E
t j - E
E 2w 2
~ 300 = =
2 v 3 k<]
= i + +
© S
3 Q w0 b
R 20 © ©
5] A ) o
= a “ Q
E‘ O O
3 100 ‘s G
g o °
z
0 S o - e S
T Z (| z
SIPS I NV DS
;;9'5\ e e e e é\"é\ (SRR Y
T w U
80 R2=0.6396
o . P=0.0003

Signal Void (%)
MAJCAM-1
Signal Void (%)
MAdCAM-1

T T T 1
0 50 100 150 200 250

Number of CD3* CD4" cells / mm?

3004

200

100

0

100+

é\

T T T T “ 1
150 200 250 300 350 400

Number of B220" cells / mm?

S

*x
—_— 100
ek o
N
v )
3 v
60
* k) *
S
N
A @ 4
S
o A
o
S 2
E
E
z
o=
N D S N YD S
Fee e e é\fé(\@@@%
R?=0.3132
p=0.0300

Number of B220" cells / mm?

Figure 2: Immunofluorescence analysis of immune cell populations in the colon, the ileum and the
spinal cord of sham and EAE-MOG animals.
(A-E) Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the colon
of sham and EAE animals at clinical score 4 (A; cs 4; Scale bar 250um) and quantification of the number
of CD3*(B), CD3*/CD8*(C), CD3*/CD4" (D) and B220* (E) cells per mm? in sham and in EAE animals
at clinical score 1 to 4 (cs 1 to 4; "P<0.05; “P<0.01, One-way ANOVA + Bonferroni’s multiple
comparison or Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparison). (F-G) Correlations between
MAdCAM-1 signal void and the number of CD3*/CD4* (F) or B220* (G) cells per mm? respectively in
the colon of sham and EAE animals (P=0.0770; R?=0.1414 and P=0.5175; R2=0.0223 respectively,
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Pearson’s correlation test). (H-L) Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8
and B220 markers in the ileum of sham and EAE animals at clinical score 4 (H; cs 4; Scale bar 250um)
and quantification of the number of CD3" (1), CD3*/CD8" (J), CD3*/CD4" (K) and B220* (L) cells per
mm?2 in sham and in EAE animals at clinical score 1 to 4 (I-L; cs 1 to 4; "P<0.05; “P<0.01, One-way
ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison or Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparison).
(M-N) Correlations between MAdCAM-1 signal void and the number of CD3*/CD4" (M) or B220" (N)
cells per mm? respectively in the ileum of sham and EAE animals (P=0.0145; R?=0.2525 and P=0.0148;
R2=0.2513 respectively, Pearson’s correlation test). (O-S) Representative immunohistological images
of the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the spinal cord of sham and EAE animals at clinical score
4 (O; cs 4; Scale bar 100pm) and quantification of the number of CD3* (P), CD3*/CD8* (Q), CD3*/CD4*
(R) and B220* (S) cells per mm2 in sham and in EAE animals at clinical score 1 to 4 (P-S; cs 1 to 4;
“P<0.05; “P<0.01; ""P<0.001; "*"P<0.0001, One-way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison or
Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparison). (T-U) Correlations between MAdCAM-1 signal
void and the number of CD3*/CD4* (T) or B220* (U) cells per mm? respectively in the spinal cord of
sham and EAE animals (P=0.0003; R*=0.6396 and P=0.0300; R*=0.3132 respectively, Pearson’s
correlation test).

The representativity of the immune cells in the ileum and the colon presents different patterns
(Figure 2H-2N). Indeed, the same quantity of CD3-positive cells were observed at every clinical score
of EAE mice in the ileum by immunohistochemistry and flow cytometry and no difference were detected
between EAE and sham animals (Figure 2H, 21 and Supplementary Figure 2D, Supplementary
Figure 3C). In the ileum, TCD8* population is increased in EAE animals compared to sham animals
and more precisely at clinical score 4 (Figure 2H, 2J, and Supplementary Figure 2D). The TCD4- and
B220-immunopositive cells were significantly decreased at clinical score 4 in EAE animals compared
to sham animals (Figure 2H, 2K, 2L and Supplementary Figure 2D, Supplementary Figure 3C).
Furthermore, a significant diminution is observed during the time course of EAE where the number of
TCD4* and B lymphocytes are significantly lower at high clinical score (4) compared to clinical score
1 (Figure 2H, 2K, 2L). Interestingly, only these two last populations revealed a negative correlation
with the MP1O-aMAdCAM-1 signal void (Figure 2M, 2N and Supplementary Figure 2E, 2F)
showing that in the ileum, a high intestinal inflammation lead to a decrease of B220-positive and TCD4-

positive lymphocytes.
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Supplementary Figure 2: Immunofluorescence analysis of immune cell populations in the colon, the

ileum and the spinal cord of sham and EAE-MOG animals.

(A) Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the colon
of EAE animals at clinical score 1, 2 and 3 (cs 1, 2 and 3; Scale bar 250um). (B-C) Correlations between
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MAdCAM-1 signal void and the number of CD3* (B) or CD3*/CD8" (C) cells per mm2 respectively in
the colon of sham and EAE animals (P=0.0504; R2=0.1703 and P=0.0723; R2=0.1457 respectively,
Pearson’s correlation test). (D) Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8 and
B220 markers in the ileum of EAE animals at clinical score 1, 2 and 3 (cs 1, 2 and 3; Scale bar 250pm).
(E-F) Correlations between MAdCAM-1 signal void and the number of CD3* (E) or CD3*/CD8* (F)
cells per mmz2 respectively in the ileum of sham and EAE animals (P=0.8070; R2=0.0029 and P=0.1101;
R2=0.1171 respectively, Pearson’s correlation test). (G) Representative immunohistological images of
the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the spinal cord of EAE animals at clinical score 1, 2 and 3 (cs
1, 2 and 3; Scale bar 100um). (H-1) Correlations between MAdCAM-1 signal void and the number of
CD3* (H) or CD3*/CD8* (I) cells per mm? respectively in the spinal cord of sham and EAE animals
(P=0.0023; R*=0.5226 and P=0.0200; R*=0.3509 respectively, Pearson’s correlation test).
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Supplementary Figure 3: Flow cytometry analysis of immune cells populations in the colon, the ileum
and the spinal cord of sham and EAE-MOG animals at clinical score 4.

(A) Flow cytometry gating strategy used to identify CD3*, CD3* CD4", CD3" CD8* and B220*
populations. (B-D) Corresponding quantifications in the colon (B), the ileum (C) and the spinal cord
(D) of sham and EAE animals at clinical score 4 (cs 4; “P<0.01; "“P<0.001, t-test).
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These specific distributions of immune cell populations led us to investigate if the intestinal
inflammation (i.e. MP10-aMAdCAM-1 signal void) could match with the lymphocyte infiltration in the
CNS. So, we analyzed, by immunohistochemistry and flow cytometry the same populations as before
in the spinal cord of sham and EAE mice. The number of CD3-positive cells is significantly enhanced
in MOG-induced EAE compared to sham mice (Figure 20, 2P and Supplementary Figure 2G,
Supplementary Figure 3D). Although there is no difference in the number of TCD8-positive cells
between both groups, a surge of TCD4 positive cells was noticed only in the spinal cord of EAE mice
(Figure 20, 2Q, 2R and Supplementary Figure 2G, Supplementary Figure 3D). We detected, only
by flow cytometry, an increase of B lymphocytes quantity in MOG-induced EAE compared to sham
animals (Figure 20, 2S and Supplementary Figure 2G, Supplementary Figure 3D). As previously,
we correlated each lymphocyte population with the MPIO-aMAdCAM-1 signal void. In the spinal cord,
the number of each lymphocyte population (T, TCD4*, TCD8" and B220™) is positively correlated with
the intestinal inflammation (Figure 2T, 2U, and Supplementary Figure 2H, 2I). Hence, we can
conclude that intestinal inflammation, revealed by MPIO-oMAdCAM-1 induced signal perfectly

matched with the lymphocyte distribution in the spinal cord.

Altogether, these data shown that TCD4* and B lymphocytes are negatively correlated with MPIOs-
aMAdCAM-1 signal in the ileum whereas these two populations are positively correlated with
MAdCAM-1 signal void in the spinal cord. This could indicate that during MOG-induced EAE, immune

cells could migrate from the intestine towards the CNS.

High expression of MAdCAM-1 in pre-symptomatic phase delays the disease onset

The correlation between MPIO-aMAdCAM-1 signal and clinical score of MOG-induced EAE mice
lead us to investigate whether this technique would predict the appearance of motor symptoms (Figure
3). Sham and asymptomatic animals (clinical score 0) were injected with MP1O-aMAdCAM-1 at day
10, 11 or 12 and subjected to molecular imaging (Figure 3A, 3B). At pre-symptomatic stages, we
detected that EAE animals displayed two MAdCAM-1 different profiles: MAJCAM-1" and

MAdCAM-1"9" (Figure 3B, 3C). Thus, we separated EAE mice in two groups based on their endothelial



RESULTATS

activation profile (Figure 3B, 3C, 3D). The first group (MAdCAM-1"") showed a signal void in MRI
similar to the signal void obtained in sham animals (15.3+2.3% vs. 16.6+2.1% respectively; Figure 3A,

3B and 3C). The second group (MAdCAM-1"9") displayed substantial MPIO-aMAdCAM-1 signal void

in MRI (40.3+2.5%; Figure 3B, 3D).
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Figure 3: High expression of MAdCAM-1 during pre-symptomatic phase delays the disease onset
while have no effect on disease incidence and severity in EAE-MOG animals.

(A) Schematic representation of the experimental design. EAE-MOG was induced and MPIO-
aMAdCAM-1 enhanced MRI was performed during pre-symptomatic phase at days 10 to 12 after
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immunization. (B) Representative T2-weighted (T2W1), T2*-weighted (T2*WI) and T2*-weighted after
injection of MP10O-aMAdCAM-1 (T2*WI + MPIO-aMAdCAM-1) images in sham and in MAdCAM-
1'% and MAdCAM-1"9" EAE animals. (C-D) Signal void quantification in sham (orange squares) and
in EAE (blue circles) animals at days 10 to 12 after immunization before (C; t-test) and after split
between MAJCAM-1""" (dark blue circles) and MAdCAM-1"9" (light blue circles) animals (D ;
“"P<0.0001, One-way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison). (E) Mean clinical score in
MAdCAM-1"" dark blue circles) and MAdCAM-1"¢" (light blue circles) EAE animals (‘P<0.05, Two-
way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison). (F) Onset incidence over time after immunization
in MAdCAM-1"" (dark blue circles) and MAdCAM-1"9" (light blue circles) EAE animals (Mantel-Cox
test). (G-1) Maximal score (G), cumulative score (H) and day of disease onset (I) in MAdCAM-1'ow
(dark blue circles) and MAdCAM-1"9" (light blue circles) EAE animals ("P<0.01, t-test or Mann
Whitney test). (J) Correlation between the MAdCAM-1 signal void at days 10 to 12 after immunization
and the day of onset in EAE animals (P=0.0102; R?=0.3295, Pearson’s correlation test).

Then, we evaluated the clinical score of these animals (MAdCAM-1"" and MAdCAM-1"9" mice)
for 40 days (Figure 3A, E). Both groups showed a classical course of MOG-induced EAE (Figure 3E)
with no significant differences in the incidence, the maximal clinical score and the cumulative clinical
score (Figure 3F, 3G, 3H, respectively). Interestingly, MAdCAM-1'" mice exhibited an earlier day of
onset compared to MAdCAM-1"9" (13.9+0.3 vs. 16.1+0.6; Figure 3E, 31). Accordingly, MPIO-

aMAdCAM-1 signal void is positively correlated with the day of onset (Figure 3J).

These results indicated that high expression of MAdCAM-1 in the intestine during pre-symptomatic
phase delays the onset of the disease suggesting that intestinal inflammation is implicated is the early

development of the disease and gut could be a privileged site of autoreactive immune cells reactivation.

MAdCAM-1 signal is highly detected from high clinical scores in PLP-induced EAE.

Next, we addressed whether MPIO-aMAdCAM-1 signal could also follow the disease activity in a
relapsing-remitting model (PLP-induced EAE). For this, we assessed the MPIO-aMAdCAM-1 signal
void (T2*-weighted imaging before and after MPIO-aMAdCAM-1 intravenous injection) by MRI at
typical stages of PLP-induced EAE (clinical scores 2, 4 and remitting score 2; Figure 4A, 4B). In sham
animals, after intravenous injection of MPIO-aMAdCAM-1, signal void was low (around 20% of
structure area) in the intestine (Figure 4C and 4D). In EAE mice, at clinical score 2, thanks to
morphological T2-weighted images, the signal of MAdCAM-1 is not significantly different from sham
animals (Figure 4C, 4D, and Supplementary Figure 4A). With increase of motor symptoms (clinical

score 4), we observed an enhancement of MPIO-aMAdCAM-1-signal compared to sham animals
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(Figure 4C, 4D). Injection of untargeted MPIO-algG failed to induce substantial contrast change,
confirming the specificity of the contrast agent in this model (Supplementary Figure 4B, 4C).
Moreover, in these mice (PLP-induced EAE at clinical score 4), numerous MP10-aMAdCAM-1 were
fixed to vessels in the LP of the colon (Figure 4E). Interestingly, during remitting phase (at clinical
score 2 remitting), MPIO-aMAdCAM-1 signal void display an equivalent pattern compared with the
clinical score 4 (Figure 4C, 4D and Supplementary Figure 4A). At this stage, we can spot that
MAdCAM-1 imaging in these animals presents two specific profiles: one with higher signal void

compared to clinical score 4 and another one with lower signal void (Figure 4D).

Thus, the MP10-aMAdCAM-1 signal is increased and last in EAE relapsing-remitting model only
from severe motor symptoms contrary to MOG-induced EAE model where it is highly correlated with

clinical scores.
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Figure 4: MAdCAM-1 signal increases from high clinical score in EAE-PLP animals.

(A) Schematic representation of the experimental design. EAE-PLP was induced and MPIO-
aMAdJCAM-1 enhanced MRI was performed at several clinical scores (cs 2, 4, 2r). (B) Graphical
representation of the mean clinical score in sham (orange squares) and EAE-PLP (blue circles) animals.
(C) Representative T2-weighted (T2WI), T2*-weighted (T2*WI) and T2*-weighted after injection of
MP10-aMAdCAM-1 (T2*WI + MP10-aMAdCAM-1) images in sham and in EAE-PLP animals at
clinical score 4 (cs 4). (D) Signal void quantification in sham (orange squares) and in EAE-PLP (blue
circles) animals at several clinical score (cs 2, 4, 2r; "P<0.05; *P<0.01; "*P<0.001, One-way ANOVA
+ Bonferroni’s multiple comparison). (E) Representative immunofluorescence staining showing MP1O-
aMAdCAM-1 (in grey) binding to a collagen 1V positive vessel (in green) in the lamina propria from a
colon of an EAE-PLP at cs 4 animal (scale bar 50um; DAPI in blue).
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Supplementary Figure 4: MP10-aMAdCAM-1 binding to the mucosal surface increases from high
clinical score in EAE-PLP animals while MP10-algG fail to induce contrast changes.

(A) Representative T2-weighted (T2WI), T2*-weighted (T2*W!I) and T2*-weighted after injection of
MPI10-aMAdCAM-1 (T2*WI + MP10-aMAdCAM-1) images in EAE at clinical score 2 and 2 remitting
(cs 2 and 2r) animals. (B) Representative T2-weighted (T2WI), T2*-weighted (T2*WI), T2*-weighted
after injection of MPIO-algG (T2*WI + MPIO-algG) and T2*-weighted after injection of MPIO-
aMAdCAM-1 (T2*WI + MP10-aMAdCAM-1) images in sham and in EAE animals at clinical score 4
(cs 4). (C) Signal void quantification in sham (orange) and in EAE-PLP animals at clinical score 4 (blue)
after injection of MPIO-algG (circles) or MPIO-aMAdCAM-1 (squares; “P<0.01; "“P<0.001;
“"P<0.0001, Two-way ANOVA -+ Bonferroni’s multiple comparison).
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Distribution of TCD4 and B lymphocyte populations in PLP-induced EAE.

After performing molecular imaging of MAdCAM-1, we collected colon, ileum and spinal cord from
sham and PLP-induced EAE animals (at clinical score 2, 4 and remitting score 2) and performed

immunostaining to characterize the number of T (CD4* and CD8*) and B lymphocytes.

In the colon, although the number of CD3 positive cells decreased between the clinical score 2 and
2 remitting in EAE mice, it does not significantly change between sham and EAE animals (Figure 5A,
5B and Supplementary Figure 5A, 5B). By focusing on T lymphocytes, the number of TCD8* remain
stable between groups whereas TCD4* cells paralleled the pattern of lymphocyte CD3* (Figure 5A, 5C,
5D and Supplementary Figure 5A). No difference was detected on B220* lymphocytes quantification
between groups (Figure 5A, 5E and Supplementary Figure 5A). Furthermore, MP10-aMAdJCAM-1
signal void did not correlate with any lymphocyte population (Figure 5F, 5G and Supplementary

Figure 5B, 5C).

By measuring the quantity of several lymphocyte population in the ileum, we did not notice any
significant difference in the number of CD3- and T-CD8-positive cells between the groups (Figure 5H,
51, 5J, and Supplementary Figure 5D) and no correlation between their quantity and the MPIO-
aMAdCAM-1 signal void is detected (Supplementary Figure 5E, 5F). The quantity of CD3/CD4-
positive lymphocytes is significantly decreased in PLP-induced EAE animals at score 2 remitting
compared to sham mice (Figure 5H, 5K and Supplementary Figure 5D). We also observed a
significant diminution during the time course of EAE (between the score 2 and the score 2 remitting) in
EAE mice (Figure 5H, 5K and Supplementary Figure 5D). Interestingly, in the ileum, MPIO-
aMAdCAM-1 signal void is negatively correlated with the number of TCD4-positive cells and tends

towards significative diminution with B lymphocyte (Figure 5M, 5N).
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Figure. 5: Immunohistofluorescence analysis of immune cells populations in the colon, the ileum
and the spinal cord of sham and EAE-PLP animals.

(A-E) Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the colon
of sham and EAE animals at clinical score 4 (A; cs 4; Scale bar 250um) and quantification of the number
of CD3*(B), CD3*/CD8*(C), CD3*/CD4* (D) and B220" (E) cells per mm? in sham and in EAE animals
at clinical score 2, 4 and 2 remitting (B-E; cs 1, 2 and 2r; "P<0.05, One-way ANOVA + Bonferroni’s
multiple comparison or Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparison). (F-G) Correlations between
MAdCAM-1 signal void and the number of CD3*/CD4* (F) or B220* (G) cells per mm? respectively in
the colon of sham and EAE animals (P=0.5207; R?=0.0300 and P=0.2362; R?=0.0986 respectively,
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Pearson’s correlation test). (H-L) Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8
and B220 markers in the ileum of sham and EAE animals at clinical score 4 (H; cs 4; Scale bar 250um)
and quantification of the number of CD3" (1), CD3*/CD8" (J), CD3*/CD4" (K) and B220* (L) cells per
mm?2 in sham and in EAE animals at clinical score 2, 4 and 2 remitting (I-L; cs 1, 2 and 2r; "P<0.05;
“P<0.01, One-way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison or Kruskal-Wallis test + Dunn’s
multiple comparison). (M-N) Correlations between MAdCAM-1 signal void and the number of
CD3*/CD4* (M) or B220* (N) cells per mm? respectively in the ileum of sham and EAE animals
(P=0.0130; R>=0.3660 and P=0.1129; R>=0.1696 respectively, Pearson’s correlation test). (O-S)
Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the spinal cord
of sham and EAE animals at clinical score 4 (O; cs 4; Scale bar 100um) and quantification of the number
of CD3*(P), CD3*/CD8" (Q), CD3*/CD4* (R) and B220* (S) cells per mmz2 in sham and in EAE animals
at clinical score 2, 4 and 2 remitting (P-S; ¢s 1, 2 and 2r; "P<0.05; "P<0.01; ""*P<0.0001, One-way
ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison or Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparison).
(T-U) Correlations between MAJCAM-1 signal void and the number of CD3*/CD4* (T) or B220* (U)
cells per mmz2 respectively in the spinal cord of sham and EAE animals (P=0.1749; R2=0.1273 and
P=0.0774; R>=0.2060 respectively, Pearson’s correlation test).

In the spinal cord, the number of CD3-positive cells follows the disease activity in EAE animals.
Indeed, we noted that CD3-positive cells increased from score 2 to score 4 and then decreased during
remitting phase (Figure 50, 5P and Supplementary Figure 5G). Thus, the MPIO-aMAdCAM-1 signal
void is not correlated with this quantification (Supplementary Figure 5H). No CD3 positive cells are
detected in sham animals (Figure 50, 5P). The number of TCD8-positive cells did not differ between
groups (Figure 50, 5Q and Supplementary Figure 5G). Accordingly, there is no correlation between
intestinal inflammation and CD8 quantification (Supplementary Figure 5I1). The number of CD4-
positive cells is significantly enhanced in PLP-induced EAE compared to sham mice (Figure 50, 5R
and Supplementary Figure 5G). In sham animals, we did not detect any B lymphocytes while in EAE
animals, an increase is seen during the time course of the disease (e.g. a significant enhancement is
observed between the score 2 remitting and the score 2; Figure 50, 5S and Supplementary Figure
5G). By correlating the MPIO-aMAdCAM-1 signal void with the number of TCD4" and B220*
lymphocyte, we noticed that the number of these immune cells increases with the intestinal inflammation

(Figure 5T, 5U).
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Supplementary Figure 5: Immunofluorescence analysis of immune cell populations in the colon, the

ileum and the spinal cord of sham and EAE-PLP animals.

(A) Representative immunohistological images of the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the colon
of EAE animals at clinical score 2 and 2 remitting (cs 2 and 2r; Scale bar 250um). (B-C) Correlations
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between MAdCAM-1 signal void and the number of CD3* (B) or CD3*/CD8* (C) cells per mm?
respectively in the colon of sham and EAE animals (P=0.3132; R2=0.0725 and P=0.2935; R2=0.0784
respectively, Pearson’s correlation test). (D) Representative immunohistological images of the CD3,
CD4, CD8 and B220 markers in the ileum of EAE animals at clinical score 2 and 2 remitting (cs 2 and
2r; Scale bar 250um). (E-F) Correlations between MAdCAM-1 signal void and the number of CD3*
(E) or CD3*/CD8" (F) cells per mm? respectively in the ileum of sham and EAE animals (P=0.1691;
R?=0.1306 and P=0.1901; R>=0.1193 respectively, Pearson’s correlation test). (G) Representative
immunohistological images of the CD3, CD4, CD8 and B220 markers in the spinal cord of EAE animals
at clinical score 2 and 2 remitting (cs 2 and 2r; Scale bar 100um). (H-1) Correlations between
MAdCAM-1 signal void and the number CD3* (H) or CD3*/CD8* (I) cells per mm? respectively in the
spinal cord of sham and EAE animals (P=0.2710; R2=0.0857 and P=0.5108; R2=0.0315 respectively,
Pearson’s correlation test).

Thus, these data shown that, in PLP-induced EAE model, TCD4* and B lymphocytes are negatively
correlated with MP1O-aMAdCAM-1 signal in the ileum whereas these two populations tend to be
positively correlated with MAdCAM-1 signal void in the spinal cord. This could indicate that, like in
MOG-induced EAE model, immune cells could migrate from the intestine towards the CNS in PLP-

induced EAE animals.

Low expression of MAdCAM-1 during remission phase of PLP-induced EAE is associated to a

higher risk for conversion into secondary-progressive EAE.

The presence of two MPIO-aMAdCAM-1 signal profiles at clinical score 2 remitting of PLP mice
suggests a different evolution of the disease in these both groups. Thus, we investigated the impact of
intestinal inflammation on relapses in PLP animals. To do so, after two consecutive days of complete
recovery, we administered intravenously MPIO-aMAdCAM-1 and performed molecular imaging on
asymptomatic animals (clinical score 0; Figure 6A). The same experiment was realized on sham mice.
After quantifying the signal void in PLP-induced EAE mice, we observed that animals with a complete
recovery presented various profiles of MAJCAM-1 expression (Figure 6B, 6C). By comparing the
signal void of MAdCAM-1 in EAE mice with sham animals, we decided to separate PLP animals into
two groups (MAdCAM-1"" and MAdCAM-1"9"; Figure 6C). The split was applied at the highest signal
void in MRI obtained in sham animals (40%; Figure 6B and 6C). So, the MP10-aMAdCAM-1 signal
void in MRI is significantly higher in MAdCAM-1"9" group compared to MAdCAM-1"" and sham

animals (47.9+£2.1% vs. 25.9£2.1% and 20.0+3.4% respectively; Figure 6B, 6C, 6D).
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Figure 6: High MAdCAM-1 expression during the remission period of EAE-PLP is associated with
a higher proportion of relapsing-remitting form of the disease while its low expression is associated
with a higher risk for conversion to secondary-progressive EAE.

(A) Schematic representation of the experimental design. EAE-PLP was induced and MPIO-
aMAdJCAM-1 enhanced MRI was performed two days after complete remission. (B) Representative T2-
weighted (T2WI), T2*-weighted (T2*WI) and T2*-weighted after injection of MPIO-aMAJCAM-1
(T2*WI + MP10-aMAdCAM-1) images in sham, in MAdCAM-1"" and MAdCAM-1"9" EAE animals.
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(C-D) Signal void quantification in sham (orange squares) and in EAE (blue circles) animals at days 10
to 12 after immunization before (C ; "P<0.01, t-test) and after split between MAdCAM-1'" (dark blue
circles) and MAdCAM-1"9" (light blue circles) animals (D ; "P<0.0001, One-way ANOVA +
Bonferroni’s multiple comparison). (E) Mean clinical score in MAdCAM-1"" (dark blue circles) and
MAdCAM-1"da" (light blue circles) EAE animals (Two-way ANOVA + Bonferroni’s multiple
comparison). (F) Relapse incidence over time in MAdCAM-1"" (dark blue circles) and MAdCAM-1Mo"
(light blue circles) EAE animals (Mantel-Cox test). (G-1) Day of first relapse (G), score at first day of
relapse (H) and maximal score at first relapse (1) in MAdCAM-1"" (dark blue circles) and MAdCAM-
M9 (light blue circles) EAE animals ("P<0.05, t-test or Mann Whitney test). (J) Representative example
of a secondary progressive (SP-EAE) and a relapsing-remitting (RR-EAE) course of the disease. (K)
Proportions of SP-EAE and RR-EAE in MAdCAM-1""" (dark blue circles) and MAdCAM-1"9" (light
blue circles) EAE-PLP animals ("P<0.05, Fisher’s exact test).

Next, we looked at PLP-induced EAE disease course in the two MAdCAM-1 groups (Figure 6E).
In both groups, we observed a classical course of EAE with a first surge between 10 dpi and 14 dpi, a
progressive recovery between 15 dpi and 22 dpi and a nearly complete remission between 23 dpi and
34 dpi (Figure 6E). By clinically monitoring the occurrence of relapses for 80 days, we noticed that the
expression of MAdCAM-1 did not influence the incidence, the day and the score of the first relapse
(Figure 6F, 6G, 6H). Interestingly, animals with MAdCAM-1"°" signal during remission experienced a
first relapse with a higher clinical score compared to MAdCAM-1"9" mice (2.4+0.2 vs. 1.5+0.3; Figure

61).

After the first relapse, we continued to clinically monitor MAJCAM-1"" and MAdCAM-1"igh
animals (Figure 6E). Surprisingly, we identified various profiles (relapsing-remitting form and
secondary progressive form; Figure 6E). For the relapsing-remitting form, a relapse is defined as a
sustained increase of > 1 in clinical score after a remission period (cs 0 or 0.5) during at least 2 days.
The other profiles are defined as secondary progressive form. We noticed that 100% of MadCAM-1"e"
animals had a relapsing-remitting form while only 54.2% of MadCAM-1"" mice presented this form
(Figure 6E, 6J, 6K). Indeed, 45.8% of MadCAM-1'"" mice has a secondary progressive form (Figure

6K).

Altogether, these data suggest that a maintenance of an elevated intestinal inflammation could
influence the disease course by promoting relapsing-remitting form while its decrease is linked with a

higher susceptibility to a chronic installation of motor deficits.
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Mild intestinal inflammation before EAE-MOG induction modifies disease evolution

Our previous results showed that intestinal inflammation modifications can influence disease
evolution. In order to investigate whether an early intestinal inflammation (before the induction of the
pathology) could modify the disease evolution, animals were subjected to DSS model of acute colitis
(Fournier et al., 2020). DSS induces intestinal inflammation by disrupting epithelium, leading to the
entry of luminal bacteria and associated antigens into the mucosa, triggering an immune response. Mice
were fed during 5 days with 1.5% of DSS in the drinking water (Figure 7A). At baseline and after 5
days of treatment, we performed molecular imaging of the colon with T2*-weighted sequences both
before and after MP1O-aMAdCAM-1 injection. Clinical symptoms of colitis were evident in mice
treated with 1.5% of DSS. Indeed, mice treated with DSS had a loss of weight compared to control
animals (Figure 7B). Furthermore, we observed that DSS treated animals presents a MAdCAM-1 signal
void significantly superior to control animals (Figure 7C, 7D). All these observations confirmed disease

activity.
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Figure 7: Moderate DSS-induced intestinal inflammation before EAE induction tends to delay the
disease onset and to increase the proportion of biphasic EAE-MOG.

(A) Schematic representation of the experimental design. Animals were treated with or without DSS
1.5% in drinking water during 5 days before EAE-MOG induction and MP10O-aMAdCAM-1 enhanced
MRI was performed at baseline and at day 5. (B) Body weight after 5 days of water (filled blue circles)
or DSS 1.5% treatment (empty blue circles; “P<0.05, t-test). (C) Representative T2-weighted (T2WI),
T2*-weighted (T2*WI) and T2*-weighted after injection of MPIO-aMAdCAM-1 (T2*WI + MPIO-
aMAdJCAM-1) images in water and DSS 1.5% treated animals at baseline and 5 days after. (D) Signal
void quantification in water (dark blue) and in DSS 1.5% (light blue) treated animals at baseline (circles)
and day 5 (squares; "P<0.05; “P<0.01, Two-way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison). (E)
Mean clinical score in water (filled blue circles) and DSS 1.5% (empty blue circles) pretreated animals
("P<0.05, Two-way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparison). (F) Onset incidence over time after
immunization in water (filled blue circles) and DSS 1.5% (empty blue circles) pretreated EAE animals
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(Mantel-Cox test). (G-1) Day of disease onset (G), maximal score (H) and cumulative score () in water
(filled blue circles) and DSS 1.5% (empty blue circles) pretreated EAE animals (t-test or Mann Whitney
test). (J) Representative example of a monophasic (in red) and a biphasic (in yellow) course of the
disease. (K) Proportions of monophasic (in red) and biphasic (in yellow) course of the disease in water
and DSS 1.5% pretreated EAE-MOG animals (P=0,0768, Fisher’s exact test).

Then, animals were subjected to a MOG-induced EAE and their clinical score were evaluated for 60
days (Figure 7A, 7E). Both groups displayed a similar clinical score curve (Figure 7E). Although DSS-
animals presented an intestinal inflammation compared to water-treated animals, no significant
differences were detected on the onset incidence, the day of disease onset, the maximal clinical score
and their cumulative score during the disease (Figure 7F, 7G, 7H, 71, respectively). We continued to
clinically monitor these both groups for 60 days. Most of the animals presented a classical MOG-induced
EAE clinical curve corresponding to a monophasic curve with an increase of clinical symptoms, a
decrease of around 1 point on the clinical score scale and then, this clinical score lasts until the end of
the experiment (Figure 7E, 7J). Astonishingly, we observed that some animals presented a different
profile. After the slight decrease of clinical score, they had a relapse with an increase of > 1 in clinical
score for at least two days (Figure 7J). We noticed that 92,3% of water-treated animals had a
monophasic form while only 57.1% of DSS-treated mice presented this form (Figure 7K). Moreover,

almost 43% of DSS-treated animals presented a biphasic form compared to 7.7% of controls animals.

Thus, this data showed that an early moderated intestinal inflammation can modify the EAE disease

course without having effect on disease severity.

Discussion

The present study reported the kinetic of MAdCAM-1 expression in the two main animal models of
MS (EAE-MOG and EAE-PLP) by molecular MRI directed against MAdCAM-1. We first showed that
MAdCAM-1 signal increases with clinical score in EAE-MOG and that a high expression of MAdCAM-

1 during the pre-symptomatic phase delays the disease onset without affecting disease incidence and
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severity in EAE-MOG animals. Then, regarding PLP-induced EAE, we noticed that MAJCAM-1
expression is increased only at high clinical score in EAE animals. Moreover, two different profiles
were observed during remission period. A high MAdCAM-1 expression during the remission period is
associated with a higher proportion of relapsing-remitting form of the disease while its low expression
is associated with a higher risk for conversion to secondary-progressive EAE. Furthermore, MPIO-
aMAdCAM-1 signal is correlated with spatiotemporal distribution of T-CD4* and B lymphocyte
populations in the ileum and the spinal cord of EAE animals. Finally, moderate DSS-induced intestinal
inflammation before EAE induction tends to delay the disease onset and to increase the proportion of

biphasic EAE-MOG.

By investigating the expression of MAdCAM-1 by molecular MRI in the intestine during EAE time
course, we first showed that MAdCAM-1 signal increases with the clinical score in both EAE-MOG
and EAE-PLP animals. While several studies have shown an upregulation of MAdCAM-1 expression
in the intestine of IBD patients as well as their animal models (Souza et al., 1999; Connor et al., 1999;
Avrihiro et al., 2002), only a few have investigated its expression during EAE (Kuhbandner et al., 2019;
Duc et al., 2019). Nevertheless, none study in our knowledge characterized such MAdJCAM-1
expression profile at several stages of the disease. Thanks to a novel method of in vivo MRI assessment
of MAdCAM-1 expression developed by our group (Fournier et al., 2020), we were able for the first
time to evaluate its expression all along the disease course in two different models of EAE. Thus, our

study allows us to determine that MAdCAM-1 signal could be predictive for the disease evolution.

Then, we analyzed the quantity of lymphocytes population and more precisely the T (CD4* and
CD8") and B lymphocytes by immunohistochemistry in the ileum, colon and spinal cord of MOG- and
PLP-induced EAE animals. A decrease in B and T-CD4* cells in the ileum of EAE animals
concomitantly with their increase in the spinal cord was revealed in both models. These results suggest
a migration from the ileum to the spinal cord in the two EAE models we used. These data are in
agreement with a recent study reporting that adoptively transferred autoreactive T cells migrated first in
the colon before reaching the spinal cord in EAE- animals (Duc et al., 2019). These results suggest that

an intestinal reactivation of those autoreactive T cells is necessary before their migration to the CNS.
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Ongoing experiments will determine the specific lymphocyte subpopulations such as Th17, Thl and
Treg populations. Indeed, these subpopulations are known to be implicated in MS and in EAE models
(Stromnes et al., 2008; Reddy et al., 2004; Gartner et al., 2006). Furthermore, these data support the
hypothesis of a peripheral origin of the disease, especially by cross-reactivity or molecular mimicry with
pathogen agents (Olson et al., 2001; Harkiolaki et al., 2009). So, autoreactive immune cells activated in
peripheral organs, such as the intestine, would migrate through the peripheral lymph nodes and then to
the CNS where they will be able to promote myelin sheath damages (Henderson et al., 2009; Hemmer
et al., 2015). Nevertheless, in our study, although we observed a decrease in the B and T-CD4" cells in
the small intestine concomitant to an increase of these cells in the CNS, we are not able to confirm that
the same B and T-CD4" cells migrate from the small intestine to the CNS. Moreover, we could not
confirm the autoreactive nature of B and T-CD4" cells observed in the ileum. Future works may address

this hypothesis.

We then investigated if the level of MAJCAM-1 expression before the disease onset could predict
the apparition of motor symptoms in EAE-MOG animals. We showed that MAdCAM-1 MRI signal at
days 10 to 12 after immunization was positively correlated with the day of onset of the disease. These
data suggest that an early intestinal inflammation influences the development of motor impairments and
that a low MAdCAM-1 expression lead to an early disease onset compared to high MAdCAM-1
expression. In order to confirm the influence of an early intestinal inflammation on disease course, we
next pretreated animals with DSS before the induction of EAE. We observed that DSS pretreatment
trends to delay the EAE-MOG disease onset confirming the influence of intestinal inflammation in onset
disease. In the literature, it has been shown that in Th17 cell adoptive transfer EAE model, treatment
with monoclonal antibodies directed against the a7 integrin delayed the disease onset and reduced
EAE severity (Duc et al., 2019). Altogether, we hypothesize that high MAdCAM-1 expression could
promote immune cell retention in the intestinal tissue, and especially in the ileum, and thus delay their
migration to the CNS. Conversely, EAE animals that exhibit low MAdCAM-1 MRI signals at days 10-
12 after immunization have probably already finalized the immune cells reactivation in the intestine,

which allow them to migrate to the spinal cord leading to the appearance of motor symptoms. Further
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investigations appear necessary to better understand the link between differential MAJCAM-1

expressions at early stage of the disease and the dynamic of leucocytes populations in EAE animals.

In the last part of this study, we investigated if MAdCAM-1 expression during the remission period
of PLP-induced EAE animals could influence relapses during the disease. Regarding the MAdCAM-1
MRI signal, we were able to distinguish two different profiles (MAdCAM-1"°" and MAdCAM-1"" like
during pre-symptomatic phase in EAE-MOG mice). Interestingly, we found that EAE animals with low
expression of MAdJCAM-1 during the remission period (MAdCAM-1"") were more likely to convert
into a secondary-progressive EAE contrary to MAdCAM-1"%" animals. Moreover, MAdCAM-1"i9
animals showed a decrease of the maximal clinical score reached during the first relapse. Thus, these
data suggest that high MAdCAM-1 expression during the remission period dampened the severity of

relapses and promote a relapsing-remitting course of the disease.

Furthermore, MAdCAM-1 MRI signal assessment seems to highlight two distinct MAdCAM-1
expression profile during the remitting phase (clinical score 2 remitting). Indeed, some animals keep a
high expression of MAdCAM-1 during the remitting phase while others exhibited a MAdCAM-1
decrease. These data could lead us to hypothesize that the MAdCAM-1 signal during remitting phase
could foreshadow the maintenance or the diminution of intestinal inflammation at the remission period.
These data could be reinforced by the DSS experiment. Indeed, DSS pretreated EAE-MOG mice were

more likely to display a biphasic course compared to control animals.

Therefore, we presumed that the intestinal inflammation continuity (via a high MAdCAM-1
expression) could lead to the development of an immune tolerance against autoantigens causing the
relapsing-remitting course of the disease. This hypothesis is reinforced by several studies. Indeed, a
study has highlighted that MAdCAM-1 expression was needed to induce oral immunological tolerance
(Cassani et al., 2011). Treg are well known to be implicated in the establishment of immune tolerance
(Lu et al., 2017). Moreover, a depletion of Treg in EAE-PLP animals is associated with a conversion to
a secondary-progressive disease course (Gartner et al., 2006). Finally, an increase of microbial strains

such as Clostridium, already identified as promoting regulatory phenotypes in T-cells, has been observed
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in relapsing-remitting EAE in comparison with primary-progressive EAE (Atarashi et al., 2013; Gandy
et al., 2019). Further studies would help us to better understand the relationship between intestinal

inflammation and autoimmune tolerance in relapsing-remitting multiple sclerosis.

Conclusion

Molecular MRI targeting MAdCAM-1 allowed us to assess the inflammatory status of the gut in
animal models of MS. We highlighted two profiles of MAdCAM-1 expression in EAE animals during
asymptomatic phases. Indeed, low MAdCAM-1 expression during the pre-symptomatic phase of a
MOG-induced EAE or during the remission period of a PLP-induced EAE precipitates the disease onset
and increases the risk for conversion to secondary progressive EAE, respectively. Altogether, these data
suggest that the level of MAdCAM-1 expression could foreshadowed the evolution of the disease. So,
its assessment, by using molecular MRI for example, could be a useful tool to stratify MS patients in

order to provide personalized cares.
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|I. Etude du stress et de I’enrichissement environnemental dans PEAE-PLP.

I.1.  Un stress aigu répété pendant la phase de rémission des symptomes de I’EAE-PLP précipite

la survenue de poussées et en augmente 1’incidence.

Les données de la littérature scientifique semblent toutes converger vers un effet délétere du stress
psychologique a la fois dans le déclenchement de la SEP (voir Table 3) et dans la survenue de poussées
chez les patients atteints de la forme RR (voir Table 4). Cependant, les études des effets du stress dans
les divers modeles animaux de SEP s’avérent moins unanimes. En effet, il apparait que le stress puisse
étre bénéfique ou délétere en fonction qu’il s’agisse d’un stress chronique ou aigu (voir partie 11.2.). De
plus, les études ayant utilisé des modeles animaux de RR-SEP sont trés minoritaires. Seule une étude, a
notre connaissance, s’était intéressée a explorer les effets d’un stress aigu dans I’EAE-PLP. Dans celle-
ci, les auteurs avaient conclu a une précipitation de I’apparition des symptomes moteurs chez des
animaux ayant été soumis a un stress aigu aux jours 2 et 3 post-immunisation (Chandler et al., 2002).
Cependant, aucune étude ne s’était intéressée aux effets d’un tel stress aigu appliqué pendant la phase
de rémission des symptdmes moteurs d’une EAE-PLP sur 1’évolution future de ceux-ci. A I’instar des
résultats obtenus par Chandler et ses collaborateurs, notre étude a mis en évidence qu’une exposition
aigiie répétée a un stress d’évitement de 1’eau (WAS) pendant la phase de rémission d’une EAE-PLP
précipitait la survenue des rechutes (jour 40.53 + 3.43 vs 55.33 + 4.92, WAS vs contr6le respectivement)
et en augmentait leur incidence (53.6% vs 34.6%, WAS vs controle respectivement). Bien que notre
étude ait été en mesure de montrer qu’un stress aigu répété survenant pendant la phase de rémission
d’une EAE-PLP augmentait le risque de survenue de poussées d’un facteur 1.58, celle-ci ne permet

cependant pas de trancher quant aux origines physiopathologiques de ces effets déléteres observés.

L’une des explications privilégiées par Chandler et ses collaborateurs pour expliquer les effets
délétéres observés d’un tel stress aigu repose sur I’ouverture de la BHE (Chandler et al., 2002). En effet,
les auteurs avaient pu mettre en évidence que les souris stressées montraient une augmentation de la

perméabilité de la BHE en comparaison avec leurs homologues non stressées. Cette hypothése d’un
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effet délétére de stress aigu médiée par une ouverture de la BHE est supportée par d’autres travaux ayant
montré une telle association (Esposito et al., 2001). En effet, les auteurs de cette étude ont également
mis en évidence, chez des animaux soumis a un stress aigu, une ouverture de la BHE due a une activation
des mastocytes. De plus, d’autres travaux réalisés par cette équipe ont montré qu’un tel événement
stressant était dans 1’incapacité d’induire une ouverture de la BHE chez des animaux déficients en

mastocytes (Esposito et al., 2002).

Les effets délétéres du stress aigu pourraient également étre la conséquence d’une activation accrue
des cellules microgliales. En effet, il a ét¢ montré que ’exposition a un stress aigu était en mesure
d’activer les cellules microgliales, notamment par I’intermédiaire d’une production accrue de CRH, et
de permettre ainsi la production et la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1, I’TL-

6 et le TNFo (Sugama et al., 2011 ; Zhang et al., 2012).

Enfin, une autre hypothése, non exclusive, pourrait permettre d’expliquer au moins en partie les effets
déléteres du stress aigu sur I’occurrence des poussées dans I’EAE-PLP. Celle-ci entend que I’arrivée a
échéance de I’événement stressant, plus que I’événement en lui-méme, entrainerait un emballement de
la réaction auto-immune. En effet, la baisse des concentrations plasmatiques de corticostérone a la fin
de I’événement stressant induirait une levée d’inhibition des cellules immunitaires entrainant une sur-

activation de celles-ci (Moht et Pelletier, 2006).

Ainsi, d’autres études semblent nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes déléteres du
stress aigu observés dans notre étude. Notamment, il apparait nécessaire d’évaluer des effets du WAS
sur la perméabilité de la BHE, et sur 1’état d’activation des mastocytes et des cellules microgliales,
Enfin, des mesures longitudinales des concentrations plasmatiques de corticostérone au cours et a la
suite du stress aigu répété, ainsi qu’une étude de 1’état d’activation des cellules auto-réactives permettrait
de confronter la véracité de I’hypotheése de la résolution du stress comme facteur aggravant de la

pathologie (Mohr et Pelletier, 2006).
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1.2. L’enrichissement environnemental diminue I’incidence et la sévérité de ’EAE-PLP.

L’enrichissement environnemental, un paradigme chez I’animal pouvant se rapporter chez I’humain
a une augmentation de [’activité physique, cognitive et sociale, apporte de nombreux bénéfices
notamment en termes de plasticité cérébrale (Li et Tang, 2005 ; Nithianantharajah et Hannan, 2006). En
effet, il a été montré que des animaux hébergés dans ce type d’environnement complexe par groupes
sociaux importants présentaient une neurogénése hippocampique optimisée, un nombre plus important
ainsi qu’une plus grande ramification des dendrites, et une LTP plus efficiente se traduisant par une
augmentation de leurs capacités de mémoire et d’apprentissage (Kempermann et al., 1998 ; Faherty et
al., 2003 ; Greenough et Volkmar, 1973 ; Foster et Dumas, 2001 ; Tang et al., 2001). Ainsi, certains
auteurs ont émis I’hypotheése qu’un tel hébergement pouvait présenter des effets protecteurs dans des
modéles animaux de SEP. Ceci a notamment été démontré dans une étude publiée en 2007 dans laquelle
des animaux immunisés contre le peptide MOGss.s5 et hébergés dans un environnement enrichi
déclaraient la pathologie plus tardivement que leurs homologues hébergés en environnement standard
et, contrairement a ces derniers, présentaient une récupération compléte des symptdmes moteurs
(Magalon et al., 2007). A I’instar des observations soulevées par ces travaux, nous avons, dans notre
étude, été en mesure de montrer que I’enrichissement environnemental (EE) tendait a retarder
I’apparition des symptomes moteurs dans une EAE-PLP en comparaison avec des animaux hébergés en
conditions standard (STD ; jour 14.67 £ 0.41 vs 13.74 + 0.35 respectivement). Cependant, contrairement
a I’étude de Magalon et ses collaborateurs, nous avons également montré qu’un tel hébergement
permettait de réduire de fagon importante I’incidence de déclaration de la pathologie (47.1% vs 71.7%,
EE vs STD). De plus, I’originalité de nos investigations a été de s’intéresser a la survenue de rechutes
dans le modeéle murin de RR-SEP (EAE-PLP). Nous avons ainsi pu montrer que 1’enrichissement
environnemental permettait également de protéger contre la survenue de poussées surnuméraires
(incidence de rechute : 33.3% vs 68.8%, EE vs STD). Enfin, a I’instar d’autres travaux réalisés dans le
modeéle d’EAE-MOG (Bonfiglio et al., 2019 ; Xiao et al., 2019), nous avons mis en évidence que
I’enrichissement de I’environnement diminuait la sévérité des symptdmes moteurs a la fois pendant la

premiére poussée et dans les rechutes suivantes (score maximal premiere poussée : 1.27 + 0.16 vs 1.64
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+ 0.17, EE vs STD ; rechutes: 1.63 + 0.47 vs 2.77 + 0.37, EE vs STD). Bien que les effets de
I’enrichissement environnemental dans I’EAE-PLP soient frappant, notre étude ne s’est
malheureusement pas intéressée aux mécanismes physiologiques sous-jacents. Cependant, la littérature
préexistante propose quelques mécanismes permettant d’expliquer ces effets. Par exemple, dans leurs
travaux publiés en 2007, Magalon et ses collaborateurs ont mis en évidence une augmentation de la
prolifération de progéniteurs neuraux issus de la zone sous-ventriculaire ainsi qu’une augmentation de
leur différenciation en oligodendrocytes matures. Bien que cette hypothese explicative permette de
rendre compte des effets observés sur la récupération fonctionnelle, elle ne permet pas d’élucider les
effets de I’enrichissement environnemental sur ’incidence de déclaration et sur la sévérité de la
pathologie. Ainsi, d’autres mécanismes semblent étre impliqués dans la protection contre la pathologie
induite par I’enrichissement environnemental. Notamment, des auteurs ont pu mettre en évidence que
ce type d’hébergement permettait de diminuer la prolifération et la différenciation des thymocytes par
I’intermédiaire d’une activation de 1’axe HPA et des récepteurs aux glucocorticoides par la
corticostérone plasmatique (Xiao et al., 2019). Les auteurs avaient de plus mis en évidence une
diminution des populations lymphocytaires Thl et Th17 ainsi qu’une augmentation des populations
Treg au niveau du SNC des animaux hébergés en environnement enrichi. Cependant, 1’absence de
consensus quant aux effets de 1’enrichissement environnemental sur I’activité de 1’axe HPA et
notamment sur les concentrations plasmatiques de corticostéroides nous laisse a penser que d’autres
mécanismes pourraient étre impliqués. Ces effets pourraient en particulier étre médiés par une
augmentation de 1’intégrité de la BHE. En effet, il a été mis en évidence que 1’hébergement d’animaux
dans un environnement enrichi diminuait son altération dans un mod¢le d’hypoxie-ischémie cérébrale
(Diaz et al., 2016). Ainsi, la caractérisation des effets de I’enrichissement environnemental dans les
modeles animaux de SEP nécessiterait davantage d’investigations. Notamment, il semble nécessaire de
mieux caractériser ses effets sur les populations lymphocytaires impliquées dans la physiopathologie de
la SEP. De plus, caractériser les effets d’un tel hébergement sur 1’intégrité de la BHE dans le mod¢le de

RR-SEP que nous avons utilisé apparait une piste intéressante.
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1.3. L’enrichissement environnemental inhibe les effets délétéres d’un stress aigu répété sur

I’incidence des rechutes.

L’utilisation de stratégies de réduction du stress chez I’humain semble apporter des bénéfices aux
patients atteints de SEP, et notamment sur I’occurrence des poussées chez ceux atteints de la forme RR
(Mohr et al., 2002). L’enrichissement environnemental, outre ses effets sur la plasticité cérébrale
précédemment exposés, peut se rapprocher, chez 1’animal, de telles stratégies de réduction du stress. En
effet, les études sur le sujet convergent vers une association entre enrichissement de 1’environnement et
diminution de la réponse a un évenement stressant. Ainsi, hous nous sommes intéressés a savoir si un
tel paradigme permettait de protéger les animaux des effets délétéres d’un stress aigu appliqué pendant
la phase de rémission des symptémes moteurs. Nous avons pu mettre en évidence que 1’hébergement
d’animaux en environnement enrichi abolissait totalement la précipitation des rechutes (jour 61.00 = 0
vs 43.73 + 3.15) et I’augmentation de leur incidence (8.3% vs 71.4%) induites par le stress aigu répété.
Plusieurs hypothéses ont été soulevées par la littérature scientifique pour tenter d’expliquer cet effet
antagoniste entre enrichissement environnemental et stress. Certains auteurs ont pu mettre en évidence
que I’hébergement d’animaux dans un environnement enrichi entrainait une augmentation des
concentrations plasmatiques basales de corticostérone. Néanmoins, ces animaux ne présentaient pas
d’augmentation de la production de corticostéroides a la suite de leur exposition a un évenement
stressant (Figure 47A ; Benaroya-Milshtein et al., 2004). Ainsi, ’enrichissement environnemental
réduirait les effets du stress par I’intermédiaire d’une diminution de la réactivité de 1’axe HPA,
probablement induite par les concentrations plasmatiques anormalement élevées de corticostéroides a
I’état basal. Cependant, une autre étude a mis en évidence qu’il n’existait aucune différence dans les
concentrations plasmatiques en corticostérone entre animaux hébergés en environnement enrichi et
animaux hébergés en environnement standard, que ce soit a I’état basal ou aprés exposition a un
évenement stressant (Figure 47B ; Novaes et al., 2017). Dans cette étude, les auteurs avaient conclu a
un effet protecteur de I’enrichissement environnemental non pas médié par des modifications de
concentrations plasmatiques en glucocorticoides mais par une plus grande résistance a ceux-ci. En effet,
les auteurs avaient mis en évidence une diminution de la translocation nucléaire de leurs récepteurs (GR)

au niveau des cellules de I’amygdale basolatérale. Nous avons également souhaité déterminer les
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conséquences du WAS et de I’enrichissement environnemental sur I’axe HPA et notamment la synthése
de corticostéroides. Cependant, nous n’avons pas souhaité réaliser des dosages plasmatiques de cette
hormone en raison du caractére potentiellement stressant que peuvent avoir les prélévements sanguins
in vivo (Gartner et al., 1980 ; Amario et al., 1986 ; Haemisch et al., 1999). Ainsi, nous avons effectué
des dosages immuno-enzymatiques des métabolites fécaux de la corticostérone pour nous affranchir du
caractére stressant des prélévements répétés (Touma et al., 2004). Cependant, la nécessité de rassembler
les féces de plusieurs animaux pour disposer d’échantillons suffisants pour de tels dosages nous empéche
de réaliser les tests statistiques nécessaires a 1’obtention d’une conclusion certaine quant a ceux-ci. Nos
résultats préliminaires paraissent aller dans le sens des observations de Novaes et ses collaborateurs. En
effet, ceux-ci semblent ne pas montrer de différence dans les concentrations des métabolites fécaux de
la corticostérone entre animaux hébergés dans un environnement enrichi et animaux hébergés dans un

environnement standard, que ce soit a 1’état basal ou pendant le WAS (Figure 47C).
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Figure 47 : Comparaison des résultats de trois études concernant les effets de ’enrichissement environnemental sur les
concentrations en corticostérone. (A) La premiere étude montre une augmentation des concentrations plasmatiques en
corticostérone a I’état basal chez des animaux hébergés en environnement enrichi (EE). Cependant, la survenue d’un événement
stressant échoue a provoquer une augmentation des concentrations plasmatiques en corticostérone chez les animaux hébergés
en EE contrairement aux animaux hébergés en conditions standards (STD ; adapté de Benaroya-Milshtein et al., 2004). (B) La
seconde étude quant a elle ne montre aucune différence dans les concentrations plasmatiques en corticostérone a 1’état basal
entre animaux EE et animaux STD. De plus, I’exposition a un évenement stressant des animaux EE et des animaux STD
entraine une augmentation similaire de ces concentrations plasmatiques (adapté de Novaes et al., 2017). (C) Les dosages des
métabolites de la corticostérone dans les feces des animaux de notre étude ne montrent pas non plus de différence entre animaux
EE et STD. STD : Environnement standard ; EE : Environnement Enrichi.

Cependant, bien que nos résultats et ceux de Novaes et ses collaborateurs semblent converger, ils
remettent en question les résultats de Xiao et ses collaborateurs publiés en 2019 selon lesquels
I’enrichissement environnemental atténuait une EAE-MOG par I’intermédiaire d’une inhibition des
thymocytes médiée par la corticostérone circulante. Ainsi, d’autres investigations pourraient permettre

de mieux comprendre les mécanismes physiologiques a 1’origine des effets bénéfiques de

I’enrichissement environnemental sur I’EAE. Une des pistes pourrait faire intervenir une réduction de
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I’ouverture de la BHE, possiblement médiée par une inhibition des mastocytes. En effet, certaines études
ont mis en évidence que 1’enrichissement environnemental permettait le maintien de 1’intégrité de la
BHE dans des modeles dans lesquels celle-ci est normalement altérée (Diaz et al., 2016). De plus, alors
que I’étude de Belz et ses collaborateurs ne montrait pas de différence dans les concentrations
plasmatiques en corticostérone entre animaux hébergés en environnement enrichi et animaux controles,
ni a 1’état basal, ni a la suite d’un stress modéré, une forte diminution des concentration plasmatiques
d’ACTH avait pu étre mise en évidence chez ces animaux (Belz et al., 2003). Celle-ci pourrait alors étre
le reflet d’une diminution de la production hypothalamique de CRH. Or, il a été montré qu’un événement
stressant conduisait a une ouverture de la BHE, notamment via I’activation des mastocytes par la CRH
(Esposito et al., 2002). Ainsi, une diminution de la production hypothalamique de CRH induite par
I’enrichissement environnemental pourrait étre a 1’origine de maintien de I’intégrité de la BHE et réduire
de ce fait I’apparition et la sévérité des symptomes moteurs dans I’EAE. Ainsi, une caractérisation plus
précise des effets de I’enrichissement environnemental sur 1’activité de ’axe HPA, ne se basant pas
uniquement sur les concentrations plasmatiques de corticostérone, mais prenant également en compte la
production de CRH et d’ACTH par I’hypothalamus et I’hypophyse respectivement, permettrait

d’appuyer cette hypotheése.

Bien que les mécanismes a 1’origine des bienfaits de 1’enrichissement environnemental ne soient pas
completement €lucidés, ce type d’environnement a montré des bénéfices assez remarquables dans les
modeles animaux de SEP. Cependant, notre étude n’a seulement exploré les effets d’un tel
environnement appliqué pendant toute la durée de 1’expérimentation. En effet, nous n’avons pas évalué
si un enrichissement de I’environnement pouvait avoir les mémes effets bénéfiques lorsqu’appliqué
aprés 1’apparition des premiers symptdmes moteurs. Néanmoins, 1’élaboration de protocoles
standardisés chez I’humain, couplant activité physique, sociale et intellectuelle, en addition avec les
traitements pharmacologiques disponibles, pourrait permettre d’atténuer les symptdmes de la SEP et
d’en réduire I’occurrence. En effet, certaines fonctions stimulées par I’enrichissement environnemental
ont déja montré chez I’humain des résultats bénéfiques. Par exemple, I’activité physique adaptée semble

augmenter les capacités ambulatoires des patients et réduire les symptémes dépressifs et la fatigue
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ressentie. De plus, une telle activité physique semble diminuer I’incidence des poussées et ralentir la

progression de la maladie (Motl et al., 2017).

1. Etude de Pinflammation intestinale dans PEAE-MOG et PEAE-PLP.

De nombreuses études indiquent qu’une dysbiose intestinale serait impliquée dans la
physiopathologie de la SEP et ses modéles animaux (Goverman et al., 1993 ; Lee et al., 2011 ; Berer et
al., 2017). De plus, des modifications précoces de I’homéostasie intestinale ont été révélées dans I’EAE.
Notamment, une augmentation de la perméabilité intestinale a été identifiée dés les premiers jours apres
induction d’une EAE en association avec une augmentation des populations lymphocytaires Thl et Th17
et une diminution des populations Treg au niveau de la lamina propria, des plaques de Peyer et des
MLN (Nouri et al., 2014). D’autres auteurs ont étudié les effets d’une inhibition du trafic lymphocytaire
vers le tissu intestinal en inhibant les interactions entre 1’intégrine aufz exprimée a la surface des
lymphocytes et la protéine MAJCAM-1 exprimée par les cellules endothéliales intestinales
(Kuhbandner et al., 2019 ; Duc et al., 2019). Ces études ont ainsi pu mettre en évidence que de telles
inhibitions diminuaient le recrutement de lymphocytes Thl et Th17 a la fois au niveau du tractus
intestinal mais également au niveau de la moelle épiniére des animaux, et diminuait par conséquent la

sévérité des pathologies induites.

Dans notre seconde étude, nous avons souhaité mieux comprendre la cinétique d’expression de
MAJCAM-1 et son implication dans I’émergence des symptomes moteurs dans les deux principaux
modeles animaux de SEP : ’EAE-MOG et ’EAE-PLP. Pour accéder a cette expression in vivo, nous
avons utilisé I'IRM moléculaire dirigée contre MAdCAM-1 telle que précédemment décrite dans une

autre étude de notre groupe (Fournier et al., 2020).

1.L1. L’expression de MAdJCAM-1 augmente avec les symptomes moteurs dans I’EAE-MOG et
I’EAE-PLP.

Notre étude a permis de mettre en évidence une augmentation de 1’expression de la protéine
MAdCAM-1 avec le score clinique dans ’EAE-MOG. De plus, nous avons pu mettre en évidence une

diminution significative des populations lymphocytaires Th et B dans la lamina propria de I’iléon avec
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le score clinique, parallelement a leur augmentation dans la moelle épiniere des animaux. L’étude des
populations lymphocytaires par cytométrie en flux a permis de confirmer ces résultats, a savoir une
diminution de 1’abondance en cellules Th et B dans la lamina propria de I’iléon des animaux EAE-
MOG parallelement a leur augmentation dans la moelle épiniére. Cette méme étude a de plus permis de
mettre en évidence une diminution de 1’abondance de lymphocytes Th17 et Th2 au niveau de I’iléon de
ces mémes animaux (Figure 48). Cependant, nous ne disposons malheureusement pas de cette donnée
au niveau de la moelle épiniére en raison du trop faible nombre de cellules qu’il nous a été capable

d’obtenir.
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Figure 48 : Analyse des sous-populations lymphocytaires T par cytométrie en flux au niveau (A) du colon et (B) de
I’iléon de souris EAE-MOG aux scores cliniques (cs) 1 & 4 et de souris sham. Les Thl, Th2, Th17 et Treg ont été révélées
en ciblant respectivement les marqueurs T-bet, GATA-3, RORyt et FoxP3. "P<0.05, One-way ANOVA + comparaison multiple
de Bonferroni.

Ainsi, ces données suggeérent qu’il puisse exister une migration de cellules auto-réactives appartenant
aux populations lymphocytaires B et Th, et notamment Th17, depuis I’iléon vers la moelle épiniére ou
elles causeront les dommages a la gaine de myéline a 1’origine des symptomes moteurs observés
(Panitch et al., 1987 ; Langrish et al., 2005 ; Kroenke et al., 2008 ; Lovato et al., 2011). Cette idée d’une
migration des cellules auto-réactives depuis le tissu intestinal vers le SNC d’animaux EAE est confortée

par la littérature préexistante. En effet, dans une étude publiée en 2019, les auteurs avaient montré une
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diminution du nombre de lymphocytes Th17 auto-réactifs dans le colon d’animaux EAE parallélement
a leur augmentation au niveau de la moelle épiniére (Duc et al., 2019). Cette étude et la ndtre semblent
ainsi étayer 1’hypothése selon laquelle une activation des lymphocytes auto-réactifs dans des organes
périphériques (poumons, intestins), par réactivité croisée ou mimétisme moléculaire avec des antigénes
provenant d’agents infectieux, pourrait étre a 1’origine du déclenchement de la pathologie (Olson et al.,
2001 ; Harkiolaki et al., 2009). Les lymphocytes ainsi activés migreraient ensuite vers les ganglions
lymphatiques puis le SNC ou ils seront en mesure d’induire les dommages a la gaine de myéline a
I’origine des symptomes observés (Henderson et al., 2009 ; Hemmer et al., 2015). Cependant, alors que
cette migration semblait avoir lieu entre le colon et la moelle épiniére des animaux dans 1’étude de Duc
et ses collaborateurs, notre étude semble quant a elle démontrer qu’elle proviendrait davantage de
I’iléon. En effet, les résultats des analyses histologiques au niveau du colon semblent a I’inverse montrer
une augmentation des populations lymphocytaires Th et B. Cependant, notre étude ne permet pas de
conclure de fagon certaines quant & la nature auto-réactive de ces populations lymphocytaires retrouvées
dans I’iléon, ni que leur diminution soit effectivement liée a une migration vers le SNC. Ainsi, il apparait
nécessaire de confirmer dans un premier temps la présence de lymphocytes auto-réactifs au niveau de
la muqueuse intestinale par I’intermédiaire par exemple de techniques de cytométrie en flux utilisant
des tétraméres du CMH-II couplés a I’antigéne de myéline utilisés pour I’'immunisation (Reddy et al.,
2003 ; Korn et al., 2007). De plus, des méthodes de suivi des populations lymphocytaires, par exemple
par utilisation de transfert adoptifs de lymphocytes auto-réactifs préalablement marqués par un
fluorochrome, permettrait de confirmer la suite d’événements proposée dans la mise en place de la

réaction auto-immune (Berger et al., 2007).

Ensuite, nous avons souhaité accéder au niveau d’expression d¢ MAdCAM-1 dans un modéle de
RR-EAE. Ainsi, nous avons pu observer que I’expression de MAJdCAM-1 semblait également
augmenter avec le score clinique dans ’EAE-PLP, bien que nous ne disposions pas de suffisamment de
données pour I’affirmer avec certitude. De plus, 1’étude histologique des populations lymphocytaires
semble montrer une diminution du nombre de lymphocytes Th dans la lamina propria de I’iléon,

parallelement a une augmentation de ceux-ci dans la moelle épiniere des animaux. Cependant, a
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I’inverse de 1’étude réalisée sur des animaux immunisés contre le peptide MOGss.s5, NOUS N'avons pas
été en mesure d’observer une diminution significative du nombre de lymphocytes B dans la lamina
propria de I’iléon, bien qu’une augmentation de leur nombre soit observée dans la moelle épiniére. De
maniére générale, les changements observés dans ’EAE-MOG semblent beaucoup moins flagrants dans
I’EAE-PLP. L’une des explications possible quant aux différences observées entre ces deux modeles
pourrait &tre liée aux souches murines utilisées et a une différence dans les structures anatomiques
intestinales impliquées. En effet, alors que les signaux MAdCAM-1 obtenus a I'IRM semblent
équivalents entre animaux EAE-MOG et animaux EAE-PLP, les observations histologiques des tissus
intestinaux divergent. Il semble que les souris de la souche SJL/J immunisées contre le peptide PLP13s.
151 montrent une fixation réduite des MPIOs-MAdCAM-1 dans les vaisseaux sanguins de la lamina
propria comparativement aux animaux de la souche C57BL/6J immunisés contre le peptide MOGgs.ss.
Ainsi, nous émettons 1’hypothése selon laquelle I’augmentation du signal MAdCAM-1 observée chez
les souris EAE-PLP refleterait une augmentation de I’expression de MAdCAM-1 au niveau des
vaisseaux sanguins des GALT et non de la lamina propria. Ainsi, a I’inverse de ce qui est observé dans
I’EAE-MOG, les GALT seraient les structures intestinales les plus impliquées dans la physiopathologie
de ’EAE-PLP. Cette hypothése est notamment confortée par la susceptibilité génétique inhérente a la
souche murine SJL/J a développer spontanément des sarcomes débutant de maniére privilégiée dans les
plaques de Peyer et les nceuds lymphatiques mésentériques (Haran-Ghera et al., 1967 ; Chow et Ho,
1988). Ainsi, cette implication différentielle probable des GALT, et notamment des plaques de Peyer,
dans la physiopathologie de I’EAE en fonction de la souche murine utilisée mériterait davantage
d’investigations. Notamment, I’inclusion de 1’é¢tude des populations lymphocytaires y résidant, par
cytométrie en flux par exemple, pourrait répondre a ce questionnement. D’autre part, augmenter la
sensibilité de I’IRM moléculaire dirigée contre MAdCAM-1 pourrait nous permettre de distinguer le

signal provenant de la lamina propria de celui des GALT.

Ainsi, la premiére partie de cette étude conforte I’idée d’une implication du tissu intestinal, et

notamment de 1’iléon, dans la physiopathologie de 'EAE-MOG et de I’EAE-PLP. De plus, celle-ci
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confirme P’efficacité de I’'IRM moléculaire dirigée contre MAdCAM-1 dans la visualisation non

invasive de I’inflammation intestinale dans ces deux modéeles animaux de SEP.

I1.2. Le niveau d’expression de MAdCAM-1 pendant la phase présymptomatigue influe sur

I’apparition des symptomes moteurs dans I’EAE-MOG.

Dans la seconde partie de cette étude, nous nous sommes intéressés a évaluer le niveau d’expression
de MAdACAM-1 par IRM moléculaire avant I’apparition des symptémes moteurs suite a I’immunisation
d’animaux contre le peptide MOGss.ss. Ainsi, nous avons constate que les souris présentant un signal
MAdCAM-1 en IRM plus élevés aux jours 10 a 12 post-immunisation (MAdCAM-1"9") déclaraient la
pathologie plus tardivement que les animaux avec un signal MAdCAM-1 plus faible (MAdCAM-1"" ;
jour 16.2 + 1.5 vs 13.9 + 1.3 respectivement). De maniére intéressante, plus le signal MAdCAM-1 était
élevé a ce stade, plus les symptdmes moteurs apparaissaient tardivement. De facon similaire, le pré-
traitement d’animaux, avant 1’induction d’une EAE-MOG, avec une faible dose de DSS, a I’origine
d’une inflammation intestinale minime sans symptomes apparents, semblait retarder 1’apparition des
symptémes moteurs, bien qu’aucune différence significative n’ait été observée. Ainsi, une inflammation
intestinale précoce, notamment par I’intermédiaire d’une augmentation de I’expression de MAdCAM-
1 semble retarder le début de la pathologie. Cependant, ces données apparaissent de prime abord en
contradiction avec la littérature scientifique. A I’instar des études ayant mis en évidence les effets
protecteurs d’immunothérapies dirigées contre I’intégrine asf3z dans les MICI (Feagan et al., 2013 ;
Sandborn et al., 2013), certains auteurs se sont intéressés aux effets d’une inhibition des interactions
entre la protéine MAJCAM-1 et I’intégrine asf37 dans le développement de I’EAE. Dans la premiére
d’entre elles, les auteurs avaient pu mettre en évidence une forte réduction dans I’incidence de
déclaration d’une EAE-MOG ainsi qu’une réduction de la séveérité de celle-ci chez des animaux
déficients en MAdCAM-1 (MAdCAM-1-KO ; Kuhbandner et al., 2019). Ces animaux présentaient de
plus une réduction des populations lymphocytaires Th1, Th17 et B dans la moelle épiniére et I’intestin
gréle. Cependant, le traitement d’animaux EAE de type sauvage par des anticorps monoclonaux dirigés
contre MAdCAM-1 entre le jour 5 et le jour 15 aprés immunisation ne permettait pas une telle réduction

de la sévérité de la maladie. D’autres auteurs ont ainsi proposé que ’absence d’effet d’une telle
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immunothérapie résultait d une intervention trop tardive (Duc et al., 2019). Ces auteurs ont en effet pu
mettre en évidence que des injections répétées d’anticorps monoclonaux dirigés contre I’intégrine a.4f7
pendant la phase pré-symptomatique d’animaux immunisés par transfert adoptif de lymphocytes Th17
auto-réactifs diminuait la sévérité de ’EAE. Cependant, ils n’avaient pas pu mettre en évidence
d’influence d’un tel traitement sur une EAE induite par immunisation active. Ainsi, nos résultats ne sont
pas contradictoires avec les études précedemment citées. En effet, ’originalité de nos travaux a été
d’évaluer le niveau d’expression de MAdCAM-1 a un instant unique précédant I’apparition des premiers
symptdbmes de I’EAE sans en inhiber la fonction. Notre étude ne nous a pas permis d’accéder aux
niveaux d’expression de MAdCAM-1 en amont de cet instant. Ainsi, nous émettons 1’hypothése selon
laquelle une forte expression de MAdCAM-1 pendant la période pré-symptomatique d’'une EAE-MOG
entraine une rétention des cellules auto-réactives, et en particulier des lymphocytes Th17 et B, au niveau
du tissu intestinal, retardant de ce fait leur migration vers le SNC et par conséquent 1’apparition des
symptémes moteurs. Inversement, les animaux MAdCAM-1"" auraient aux jours 10 a 12 déja achevé
la réactivation intestinale de ces mémes lymphocytes alors en mesure de migrer vers le SNC et
d’entrainer les dommages a la gaine de myéline responsables de I’apparition des déficits moteurs (Figure

49).
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Figure 49 : Proposition d’une suite temporelle d’événements quant a ’implication d’une inflammation intestinale dans
le développement d’'une EAE-MOG.

Notre hypothése propose qu’une augmentation de 1’expression de MAdCAM-1 se produise dans les premiers jours aprés
I’immunisation des animaux contre le peptide MOGss-ss. A cette augmentation est associée une rétention des lymphocytes T et
B auto-réactifs dans 1’iléon des animaux ainsi que leur réactivation in situ. Une fois cette premiere phase de réactivation
terminée, les lymphocytes T et B vont commencer leur migration vers la moelle épiniére des animaux, parallélement & une
diminution de I’expression de MAdCAM-1. Apres une infiltration suffisante de ceux-ci au niveau du SNC, les premiers
symptomes moteurs vont apparaitre. S’en suivra alors une inflammation systémique croissante a 1’origine d’ une augmentation
secondaire de I’expression de MAdCAM-1. Le retard de déclaration de ’EAE chez les animaux MAdCAMM9" s’ expliquerait
alors par une phase de réactivation intestinale prolongée retardant de ce fait la suite des évenements précédemment présentés.

Cependant, aucune donnée a notre disposition ne permet de confirmer de fagcon certaine notre
hypothése. En effet, d’autres investigations semblent nécessaires pour confirmer la proposition faite
quant a la suite d’événements impliquant le tissu intestinal dans la physiopathologie de ’EAE-MOG.

En effet, il serait intéressant d’évaluer plus précocement le niveau d’expression de MAdCAM-1 par
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I’intermédiaire de I’IRM moléculaire et de le mettre en relation avec d’éventuelles modifications dans
I’abondance des diverses populations lymphocytaires, en particulier B et Th17. Nous avons cependant
¢été en mesure d’obtenir quelques données préliminaires quant a ces populations lymphocytaires en

phases pré-symptomatique, aux jours 11 et 12 post-immunisation (Figure 50).
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Figure 50 : Analyses des populations lymphocytaires Th, Tc et B, ainsi que les sous-populations lymphocytaires Thi,
Th2, Th17 et Treg par cytométrie en flux au niveau de (A) la moelle épiniére, (B) du colon et (C) de I’iléon de souris
EAE-MOG aux jours 11 et 12 apres immunisation et de souris sham. Les lymphocytes T totaux, Th, Tc et B ont été révélés
en ciblant respectivement les marqueurs CD3, CD4, CD8 et B220. Les Th1, Th2, Th17 et Treg ont été révélées en ciblant
respectivement les marqueurs T-bet, GATA-3, RORyt et FoxP3. “P<0.05, t-test ou test de Mann-Whitney.
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Nous n’avons pas été capables d’observer quelconques modifications que ce soit en termes de
représentation des lymphocytes B et T, ou dans les sous-populations de lymphocytes Th étudiées (Th1,
Th2, Th17 et Treg) au niveau de la moelle épiniére, du colon et de I’iléon des animaux. De plus, nous
n'avions pas eu accés au signal MAdCAM-1 en IRM chez les animaux utilisés dans cette étude.
Néanmoins, le faible nombre d’animaux utilisés pour cette étude (n=3) ne permet pas d’obtenir une
représentation statistiquement satisfaisante, d’autant que les animaux MAdCAM-1"9"aux temps étudiés
ne représentent qu’environ 1/3 de la population générale. Cependant, nos résultats sesmblent montrer une
certaine diversité dans 1’abondance des populations lymphocytaires B et Th dans I’iléon chez les
animaux EAE comparativement aux animaux sham. L’augmentation du nombre d’animaux pour 1’étude
des populations lymphocytaires a ces temps pré-symptomatiques, ainsi que leur mise en relation avec
les niveaux d’expression de MAdCAM-1, nous permettrait d’étayer davantage notre hypothese quant a

la rétention ou non des cellules immunitaires en lien avec 1’expression de MAdCAM-1.

11.3. Le niveau d’expression de MAJCAM-1 pendant la phase de rémission d’'une EAE-PLP

conditionne I’évolution subséquente des symptdmes moteurs.

Au regard de nos précédentes observations faites dans ’EAE-MOG quant au retard d’apparition des
symptdmes moteurs chez les animaux présentant une plus grande expression de MAdCAM-1 a la fin de
la période pré-symptomatique, nous avons souhaité savoir si une telle hétérogénéité d’expression de
MAJCAM-1 était également retrouvée pendant la phase de rémission d’une EAE-PLP et si, le cas
échéant, celle-ci pouvait avoir une conséquence quant a la survenue des poussées par la suite. Nous
avons ainsi ét¢ capables de distinguer deux populations d’animaux en fonction du signal MAdCAM-1
obtenu par IRM pendant la phase de rémission des symptdmes moteurs. En effet, certains animaux
présentaient des niveaux d’expression de MAdCAM-1 relativement faibles (MAdCAM-1') et d’autres
montraient inversement des niveaux plus élevés (MAdJCAM-1"9"). Cependant, contrairement aux
observations faites dans le modele EAE-MOG, ce niveau d’expression de MAACAM-1 n’influengait ni
le délai d’apparition des rechutes par la suite, ni leur incidence. Nous avons néanmoins mis en évidence
des différences entre animaux MAdCAM-1"" et animaux MAJCAM-1"9" dans la cinétique des

poussées. En effet, alors que I’ensemble des animaux MAdCAM-1"9" montraient une évolution
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récurrente-rémittente des symptomes, 45.8% des animaux MAdCAM-1" avaient montré une
conversion vers une EAE secondairement progressive (SP-EAE). De plus, les scores cliniques
maximaux atteints pendant la premiere rechute chez les animaux MAdCAM-1"9" étaient
significativement inférieurs a ceux observés chez les animaux MAdCAM-1"". Ainsi, une forte
expression de MAdCAM-1 pendant la phase de rémission d’une EAE-PLP semble promouvoir une
diminution de la sévérité des symptomes et une évolution récurrente-rémittente de ceux-ci. De maniére
étonnante, nous avons pu mettre en évidence que des souris de la souche C57BL/6J immunisées contre
le peptide MOGss.s5 et prétraitées avec du DSS étaient plus a méme de présenter une évolution

biphasique de leurs symptdmes moteurs que leurs homologues contréles (42.9% vs 7.7%).

De plus, notre étude du niveau d’expression de MAdCAM-1 pendant la premiére poussée de I’EAE-
PLP semble dégager deux profils distincts d’expression dés la phase de récupération des symptomes
moteurs. En effet, au score clinique 2r, deux populations semblent se dessiner, a savoir une population
d’animaux présentant de forts signaux MAdCAM-1 a I’IRM et une population voyant son expression
diminuer avec le score clinique. Ainsi, les animaux MAJdCAM-1""" verraient leur expression de
MAdJCAM-1 diminuer au cours de la récupération pour devenir minimale pendant la phase de rémission
tandis que les animaux MAdCAM-1"9" verraient son expression se maintenir a un niveau élevé. Le
maintien de cette inflammation intestinale pourrait alors étre a I’origine d’un changement dans la balance
pro/anti-inflammatoire conduisant vers une évolution récurrente-rémittente des symptdmes, notamment
par ’intermédiaire de I’induction d’une tolérance immunitaire. En effet, une étude a mis en avant le
caractére nécessaire de I’expression de MAdCAM-1 dans I’induction d’une tolérance immunitaire dans
un modéle d’EAE (Cassani et al., 2011). Alors que I’introduction par voie orale du peptide MOGgs.ss
chez des animaux précédemment immunisés contre celui-ci induisait une tolérance immunitaire,
I’administration conjointe d’anticorps monoclonaux dirigés contre MAdCAM-1 inhibait cet effet. Une
telle tolérance immunitaire est en particulier médiée par 1’induction de lymphocytes Treg. De maniére
intéressante, ces populations Treg ont montré un role primordial dans 1’occurrence des rémissions d’une
EAE-PLP (Gértner et al., 2006). De fait, les auteurs de cette étude ont mis en évidence qu’une déplétion

en Treg empéche les phases de rémission, conduisant a la mise en place d’une SP-EAE. De plus, certains
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auteurs ont montré gque certaines bactéries commensales du tractus intestinal, telles que des bactéries
des genres Clostridium et Bacteroides, et certains métabolites microbiens, tels que les acides gras a
chaine courte, étaient en mesure d’induire un phénotype régulateur a des lymphocytes T (Atarashi et al.,
2013 ; Arpaia et al., 2013 ; Smith et al., 2013 ; Miyake et al., 2015). Ainsi, nous émettons 1’hypothése
selon laquelle une inflammation intestinale persistante entrainerait des modifications structurelles
durables du tissu intestinal, telle qu’une ouverture de la barriére intestinale, conduisant au
développement d’une tolérance immunitaire croisée entre microorganismes commensaux de la lumiére
intestinale et antigénes de la gaine de myéline. Des données préliminaires obtenues par microscope
STED (STimulated-Emission-Depletion) semblent de plus indiquer qu’une telle ouverture de la barriére
intestinale se produise, tout particuliérement a un stade de la pathologie ou I’expression de MAdCAM-
1 est maximale (cs 4 ; Figure 51). Inversement, les animaux voyant leur niveau d’expression de
MAJCAM-1 diminuer seraient moins a méme de développer cette tolérance et par conséquent plus a
risque de convertir vers une forme secondairement progressive. Cette hypothese se trouve de plus étre
en adéquation avec les résultats de Cassani et ses collaborateurs mettant en évidence la nécessité d une

expression de MAdCAM-1 pour I’induction d’une tolérance immunitaire (Cassani et al., 2011).

EAE cs 4 Sham

Figure 51 : Images en immunohistofluorescence de la protéine ZO-1 obtenues par microscopie STED chez une souris
EAE-MOG au score clinique 4 (cs4) et une souris controle (sham). Les fleches pointent les zones ou la barriére intestinale
apparait altérée. Les barres d’échelles correspondent a 2 um.
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Cette hypothese d’un lien entre tolérance induite par le microbiote intestinal et type d’évolution de
la pathologie est confortée par une étude s’étant intéressée a comparer les microbiotes intestinaux des
deux principales souches murines utilisées pour I’induction d’EAE, a savoir les souches C57BL/6J et
SJL/J (Gandy et al., 2019). Les auteurs de cette étude ont en effet pu mettre une évidence une
augmentation des populations Treg chez les animaux RR-EAE (SJL/J) contrairement aux animaux PP-
EAE (C57BL/6J). De telles différences dans les populations Treg étaient de plus associées a une plus
grande représentation de souches microbiennes a méme d’induire une tolérance immunitaire telles que
des bactéries du genre Clostridium chez les souris RR-EAE et inversement, une plus grande
représentation de souches décrites comme promouvant les phénotypes pro-inflammatoires Thl et Th17

telles qu 'Akkermansia muciniphila chez les souris PP-EAE (Gandy et al., 2019).

Bien que ces travaux semblent mettre en évidence un lien entre inflammation intestinale et évolution
récurrente-rémittente des symptomes moteurs dans I’EAE, de nombreuses autres investigations
apparaissent nécessaires pour mieux appréhender les mécanismes sous-jacents impliqués. Notamment,
la nécessité de maintenir les animaux vivants afin de suivre I’évolution des scores cliniques ne nous a
pas permis d’évaluer les éventuelles modifications des populations lymphocytaires, notamment
régulatrices, en lien avec le niveau d’expression de MAdCAM-1. De plus, nous n’avons pu évaluer
I’expression de MAdCAM-1 que de maniére ponctuelle et, qui plus est, sur des animaux différents.
Ainsi, une étude longitudinale en IRM du signal MAdCAM-1 permettrait de confirmer I’installation
d’une inflammation intestinale chronique chez les animaux MAJCAM-1"¢" 3 [’origine du
développement d’une tolérance immunitaire. Enfin, des investigations plus poussées de 1’intégrité de la
barriére intestinale chez les animaux MAJCAM-1"9" et MAdCAM-1°" en lien avec I’étude des
populations lymphocytaires Treg intestinales permettraient de confronter notre hypothése d’une
évolution récurrente-rémittente des symptémes induite par I’installation chronique d’une inflammation

intestinale.

Globalement, I’expression de la protéine MAdCAM-1, a laquelle nous sommes en mesure d’accéder
de maniere non-invasive, apparait étroitement liée a la physiopathologie de I’EAE. Cependant, il s’avére

que la cinétique de son expression puisse différentiellement influencer 1’évolution des symptémes. En
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effet, alors qu’une augmentation de son expression aux premiers jours d’une EAE a été associée a la
mise en place des déficits moteurs, notamment en promouvant une réactivation intestinale de
lymphocytes auto-réactifs, un maintien de son expression semble a I’inverse promouvoir le
développement d’une tolérance immunitaire a 1’origine d’une évolution récurrente-rémittente des

symptomes.

I11. Stress, inflammation intestinale et EAE.

Dans les travaux présenteés précédemment, nous avons mis en évidence un effet délétére d’un stress
aigu répété dans I’occurrence des rechutes dans un modele murin de RR-SEP. Ses effets délétéres du
stress aigu pourraient étre au moins en partie imputables a 1’ouverture de la barriére intestinale. En effet,
le paradigme de stress que nous avons utilisé (WAS) a été décrit par la littérature scientifique comme
modifiant I’intégrité de la barriére intestinale via des modifications d’expression de certaines protéines
constitutives des jonctions serrées telle que ZO-1 (Cameron et Perdue, 2005 ; Vanhaecke et al., 2016).
De plus, d’autres auteurs ont mis en évidence une augmentation de la perméabilité intestinale pendant
la phase pré-symptomatique d’'une EAE-MOG, en association avec une augmentation des populations
lymphocytaires Th17 au niveau de la lamina propria, des plaques de Peyer et des nceuds lymphatiques
mésentériques (Nouri et al., 2014). Les auteurs avaient également pu mettre en évidence une
augmentation de I’expression de la zonuline (une protéine impliquée dans le désassemblage des
jonctions serrées ; Fasano et al., 2011). D’autres études ont également pu mettre en évidence une
augmentation de la perméabilité intestinale chez des patients atteints de SEP. Parmi elles, une étude
publiée par Buscarinu et ses collaborateurs a montré une augmentation de la perméabilité intestinale
chez des patients atteints de RR-SEP, sans pour autant pouvoir 1’associer a une activité de la pathologie
(Buscarinu et al., 2017). Néanmoins, d’autres auteurs ont mis en évidence une altération de la barriére
intestinale par I’intermédiaire d’une augmentation des concentrations plasmatiques de zonuline chez des
patients SEP ayant été confronté a de nouvelles activités de la pathologie durant 1’année précédente
(Camara-Lemarroy et al., 2020). Ainsi, il semble que les phases actives de la pathologie puissent étre

associées a une augmentation de la perméabilité intestinale.
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La perte soudaine d’intégrité de la barriere intestinale induite par le stress autoriserait une
présentation accrue d’antigénes provenant du microbiote intestinal aux cellules immunitaires résidant
dans le tissu intestinal et favoriserait I’emballement de la réaction auto-immune par mimétisme
moléculaire (lichmann-Diounou et Menard, 2020). En effet, certaines études ont montré qu’une
perméabilité intestinale élevée chez des patients atteints de la maladie de Crohn était associée a une
augmentation du risque de rechutes de la pathologie (Wyatt et al., 1993 ; D’Inca et al., 1999). Nous
avons ainsi souhaité savoir si le stress pouvait également induire une augmentation de 1’expression de
MAdCAM-1. Pour ce faire, nous avons effectué des IRM moléculaires dirigées contre MAdCAM-1
chez des animaux stressés au lendemain de la fin du protocole de WAS et chez des animaux contréles.
Cependant, nous n’avons pas été en mesure d’observer de différences significatives dans le signal obtenu
a IRM entre animaux stressés et animaux contrdles, bien qu’une tendance a I’augmentation de
I’expression de MAdACAM-1 induite par le stress semble apparaitre (Figure 52). D’autres investigations
seraient nécessaires pour confirmer cette augmentation de I’expression de MAdCAM-1 induite par le

stress.
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Figure 52 : Effets d’un stress aigu répété (WAS) sur I’expression de la protéine MAdCAM-1. (A) Quantité de feces émises
par les souris soumises au WAS et les souris controles comme indice d’une augmentation de la motilité colique induite par le
stress (*P<0.05 : WAS jour 4 vs WAS jour 1 ; $P<0.05 : Control jour 4 vs Control jour 3 ; Two-way ANOVA + comparaison
multiple de Bonferroni). (B) Quantification des signaux MAdCAM-1 en IRM au lendemain du dernier jour de WAS ou du
dernier jour en condition contrdle (t-test). WAS : Water Avoidance Stress.

Par conséquent, I’augmentation de la perméabilité intestinale couplée a une augmentation de
I’expression de MAdCAM-1, autorisant de ce fait une plus grande extravasation des cellules
immunitaires vers la lamina propria et les GALT, pourrait expliquer en partie les effets déléteres

d’événements stressants dans la SEP et ses modéles animaux.
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Les travaux présentés dans ce manuscrit ont dans un premier temps permis de mettre en évidence les
effets délétéres d’un stress aigu répété sur I’occurrence des rechutes dans un modéle murin de RR-
SEP. A I’inverse, un milieu de vie autorisant de plus grandes activités motrices, sensitives, cognitives
et sociales (enrichissement environnemental) montre une réduction flagrante de la sévérité de la maladie,

et contrecarre les effets délétéres du stress.

Dans un second temps, nous avons été en mesure d’appuyer I’hypothése d’une implication du tractus
intestinal dans la physiopathologie de la SEP. En effet, ’imagerie par résonnance magnétique dirigée
contre la protéine MAdCAM-1 nous a permis d’évaluer I’inflammation intestinale a différents temps de
la pathologie et dans les deux principaux modéles murins de SEP (EAE-MOG et EAE-PLP). Cependant,
nos résultats semblent indiquer des implications différentes d’une telle inflammation intestinale en
fonction de la temporalité des événements observés. En effet, alors qu’une augmentation de I’expression
de MAdCAM-1 dans les premiers jours de ces modéles semble étre impliquée dans la mise en place de
la réaction auto-immune, le maintien d’une inflammation intestinale élevée par la suite pourrait étre a
I’origine de I’apparition d’une tolérance immunitaire et conduire a des formes récurrente-rémittentes de
la pathologie. Inversement, il semble qu’une diminution de 1’expression de MAdCAM-1 soit associée a
un plus grand risque de conversion vers une forme secondairement progressive. D’autres investigations
s’aveérent alors nécessaires pour mieux comprendre la cinétique de I’inflammation intestinale au cours

de la pathologie et son impact sur 1’évolution de celle-Ci.
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Stress et inflammation intestinale dans des modéles murins de sclérose en plaques

RESUME

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune démyélinisante du systéme nerveux central. Bien que 1’étiologie
de cette pathologie reste inconnue, de nombreux facteurs de risques ont été identifiés tels que le stress psychologique et une
dysbiose intestinale. En effet, des données cliniques montrent que le stress serait associé a un plus grand risque d’apparition et
d’aggravation de la pathologie. Cependant, le risque differe en fonction du type de stress utilisé dans les modeles murins de
SEP, et peu d’études se sont intéressées a évaluer des stratégies de réduction du stress dans ceux-ci. De plus, des travaux récents
montrent que I’inflammation intestinale serait impliquée dans la mise en place de la réaction auto-immune. Il apparait donc
pertinent de savoir si cette inflammation intestinale (caractérisée par une augmentation de I’expression de la protéine
MAdCAM-1 « Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1 ») peut prédire I’apparition et I’évolution de la SEP.

Ainsi, les objectifs mon doctorat ont été : 1) de caractériser les effets d’un stress aigu et d’une stratégie de réduction du
stress (1’enrichissement environnemental) dans 1’évolution d’un modéle murin de SEP ; 2) d’évaluer I’inflammation intestinale
en lien avec les symptdmes moteurs de la pathologie, dans les deux principaux modeles murins de SEP.

Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence un effet délétére d’un stress aigu répété sur I’incidence des rechutes
dans un modele murin de SEP, que I’enrichissement environnemental était en mesure de contrecarrer. Dans la seconde étude,
nous avons montré, grace a de ’imagerie par résonnance magnétique moléculaire dirigée contre la protéine MAACAM-1, une
augmentation de I’inflammation intestinale avec les symptomes moteurs dans les modeles animaux de SEP. De plus, une
diminution des populations lymphocytaires B et Th dans 1’iléon parallélement a leur augmentation dans la moelle épinicre a
été observée au cours de I’évolution de la maladie. Enfin, nous avons montré que la persistance d’une inflammation intestinale
entrainait des formes récurrentes-rémittentes de la pathologie tandis qu’une diminution de celle-ci était associée a une
augmentation du risque de conversion vers une forme secondairement progressive.

Ainsi, ces résultats ouvrent la voie a davantage d’investigations quant aux effets du stress et de I’inflammation intestinale
dans la SEP. Des stratégies visant a contrdler ces deux facteurs pourraient a terme permettre d’optimiser la prise en charge de
la pathologie.

Mots clés : Sclérose en plaques; Encéphalomyélite autoimmune expérimentale ; Stress psychologique ; Enrichissement
environnemental ; Axe intestin-cerveau ; Inflammation intestinale ; IRM moléculaire.

Stress and intestinal inflammation in animal models of multiple sclerosis

ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the central nervous system. Although the exact etiology of the disease
remains unknown, several risk factors have already been identified such as psychological stress and intestinal dysbiosis. Indeed,
clinical data support a link between stressful events and the risk of development and/or aggravation of the disease. The stress-
induced effects on the disease depends of the stressful event used in animal models of MS and none studies have investigated
the consequences of stress reduction strategies on those animal models. Furthermore, recent evidence suggest that an intestinal
inflammation could be implicated in the development of the autoimmune reaction. Therefore, studying the impact of intestinal
inflammation (characterized by an increased expression of MAdCAM-1 “Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-17) in
the disease course would be pertinent.

Thus, the objectives of my doctorate were to: 1) characterize the impact of acute stress and a stress reduction strategy
(environmental enrichment) on the disease course of an animal model of MS; 2) assess the intestinal inflammation according
to motor symptoms of the disease, in the two main animal models of MS.

These studies have shown that repeated acute stress increases the relapse incidence in an animal model of MS. Furthermore,
environmental enrichment could reverse stress effects. In a second part, we have shown, using molecular magnetic resonance
imaging targeting MAdCAM-1, an increase of intestinal inflammation with the motor symptoms in animal models of MS.
Furthermore, we observed a decrease in B and Th lymphocytes in the ileum concomitantly with their increase in the spinal cord
during the disease. Finally, we showed that a maintenance of intestinal inflammation was associated with relapsing-remitting
course of the disease while its decrease was associated with a higher risk of conversion to a secondary-progressive course.

Altogether, these results lead the way for further investigations regarding the effect of stress and intestinal inflammation in
MS. Especially, establishing new strategies to modulate the consequences of those two factors could provide better cares of the
disease.

Key words : Multiple sclerosis; Experimental autoimmune encephalomyelitis; Psychological stress; Environmental enrichment;
Gut-Brain axis; Intestinal inflammation; molecular MRI.
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