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La sclérose en plaques (SEP) constitue I'un des troubles neuro-immunologiques chroniques
affectant le systeme nerveux central (SNC). Il s’agit d’une maladie inflammatoire chronique
autoimmune démyeélinisante du cerveau et de la moelle épiniére (Filippi et al., 2018; Simkins
et al., 2021). Elle fat décrite pour la premiére fois en 1868 par Jean-Martin Charcot (Papeix,
2011). Aujourd’hui, elle affecte entre 2 et 3 millions de personnes dans le monde dont 2,8
millions de personnes en 2020. Ses manifestations cliniques commencent généralement au
cours de la troisieme et de la quatrieme décennie de la vie et elle représente la premiere cause
d’atteinte neurologique et d’handicap chez les jeunes adultes. Elle affecte préférentiellement
les femmes, avec un sexe ratio F/H proche de 3:1 (Atlas de SEP, 2020).

La SEP est classée comme une maladie multifactorielle, a étiologie complexe et encore mal
connue. Elle se caractérise par une inflammation auto-immune qui entraine un
endommagement de la gaine de myéline et des axones, donc essentiellement de la substance
blanche. Elle progresse habituellement en deux phases : une phase antérieure caractérisée par
une attaque inflammatoire auto-immune contre les composants de la gaine de myeline, suivie
d'une phase chronique de neurodégénérescence de la gaine de myéline et des axones sous-
jacents. Entre ces deux grandes phases, plusieurs processus pathologiques ont été décrits y
compris I’inflammation, la démyélinisation, 1'apoptose des oligodendrocytes, la destruction
des axones, la neurodégénérescence, ’arrét de la différenciation des cellules progénitrices des
oligodendrocytes et 1’échec de la remyélinisation, ainsi que le dysfonctionnement des
astrocytes (Pegoretti et al., 2020). De nombreuses preuves suggérent 1I’implication du stress
oxydant dans I'étiologie, la progression et les symptdmes cliniques de la SEP. Il joue un réle
crucial dans la demyélinisation, les dommages axonaux et la neurodégénérescence. L'une des
caractéristiques communes du stress oxydant est l'altération de I'équilibre des pro-
oxydants/antioxydants, avec des concentrations accrues d'espéces réactives de I'oxygene
(ROS). Une attention a été accordée a 1’augmentation de la péroxydation lipidique, de la
teneur en protéines carbonylées, des dommages a I'ADN, des antioxydants enzymatiques et
non enzymatiques (Adamczyk and Adamczyk-Sowa, 2016 ; Pegoretti et al., 2020 ; Zhang
et al., 2020).

Cette maladie existe sous différentes formes cliniques. La formes récurrente-rémittente (RR)
qui concerne environ 85% des patients et qui se caractérise par I’alternance de phases de

démyélinisation et de remission. Aprés une quinzaine d’année en moyenne, la forme RR peut
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évoluer vers une forme secondairement progressive (SP) chez 80% des patients se
caractérisant par des poussées qui deviennent de plus en plus rares ou qui disparaissent
totalement pour céder la place a une progression continue avec des signes neurologiques
irréversibles. Chez 10 a 15% des patients, cette maladie commence par une forme
progressive primaire (PP) avec une progression permanente d’handicap et des signes
neurologiques réguliers (Lublin et al., 2020).

En fonction de la localisation des Iésions démyélinisantes, plusieurs affections neurologiques
ont été observees chez les patients atteints de la SEP, dont notamment des troubles sensitifs,
moteurs et cognitifs (Filippi et al., 2018). Parmi les troubles sensitifs les plus fréquents, la
douleur neuropathique chronique persistante est observée chez environ 60% des patients, y
compris lors des premiers stades de la maladie réduisant considérablement leur qualité de vie
et leur activité sociale au quotidien (Heitmann et al., 2020 ; Yilmazer et al., 2020).La SEP
est une maladie incurable et malgré une amélioration significative de la prise en charge
thérapeutique des patients au cours des 20 derniéres années, certains symptdmes résistent
encore au traitement ;des études ont suggéré que la douleur liée a la SEP n’est pas
suffisamment soulagée (Thompson et al., 2010). Les traitements actuels permettent de
réduire les poussées et améliorent la qualité de vie des patients, mais ils sont sans effet sur la
progression de la maladie. Ils ne sont que partiellement efficaces puisqu’ils visent
principalement la phase inflammatoire de la maladie alors que la phase neurodégénérative est
probablement le principal défi pour les nouvelles approches thérapeutiques (Bittner et al.,
2014),d’ou le besoin urgent d’innovation thérapeutique dans ce domaine.

L'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) est un modéle animal bien établi pour
I'étude de la pathogenése de la SEP qui partage de nombreuses caractéristiques cliniques et
neuropathologiques avec celles observées chez les patients et est largement utilisé pour
développer de nouvelles thérapies. 1l a été décrit pour la premiere fois il y a plus de 75 ans et
représentetoujours un modele largement utilisé (Constantinescu et al., 2011 ; Palumbo and
Pellegrini, 2017).

Au cours de ces dernieres années, de nombreuses preuves suggéerent que les molécules actives
des plantes, en particulier les polyphénols végétaux, pourraient avoir des avantages
thérapeutiques dans la régulation du stress oxydant et la neuroprotection, notamment dans la
SEP (Mojaverrostami et al., 2018 ; Miller et al., 2019).

L’extrait de pépins de raisin (Grape Seed Extract « GSE ») a été largement décrit pour ses
effets thérapeutiques et pharmacologiques. Il s’agit d’'un mélange complexe de polyphénols

composés,dont les flavonoides et les proanthocyanidines, qui sont la classe la plus abondante
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depolyphénols classés comme monomeres de catéchine et d'épicatéchine avec des
oligomerescomplexes (Ma and Zhang, 2017 ; Unusan, 2020). Grace a sa richesse en
moléculesil posséde des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et neuroprotectrices
(Rodriguez-Pérez et al., 2019 ; Gupta et al., 2020). De plus, de nombreuses études
précliniques ont montré leurs effets bénéfiques sur différents organes tels que le foie, le cceur,
les poumons et le cerveau (Mokni et al., 2012 ; Charradi et al., 2013 ; Kadri et al., 2014 ;
Smine et al., 2017 ; El Ayed et al., 2018). Dans ce contexte et au cours de cette thése, nous
envisageons d’étudier 1’effet correcteur du GSE sur les processus physiopathologiques de la
SEP sur le modéle EAE chez les souris.

Dans un premier temps, nous avons évalué I’effet du traitement précoce par le GSE sur
I’évolution clinique de I’EAE, et ce a travers une évaluation des troubles sensitifs, moteurs et
cognitifs.

Dans un deuxieme temps, nous avons deéterminé ses effets au niveau du cerveau et de la
moelle épiniére en évaluant les dommages oxydatifs, 1’altération de la myéline et la
prolifération astrogliale et microgliale, par des études biochimiques et moléculaires.

Enfin, dans une troisiéme partienous nous sommes intéressésa 1’é¢tude des mécanismes
d’action du GSE a I’origine de ses effets grace aune approche de protéomique.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons essayé¢ de répondre a 1’ensemble des questions
suivantes :

-Quelle est la composition du GSE utilisé comme traitement ?

-Quelles sont les caractéristiques du modele EAE choisi d’un point de vue comportemental,
ainsi que sur le plan biochimique et protéique ?

-Quelle est la capacité du GSE a corriger I’ensemble des dégats observés ?

-Quels pourraient étre les mécanismes d’actions impliqués ?
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l. La sclérose en plaques

1. Définition
La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire chronique, démyélinisante du
systeme nerveux central (SNC) touchant a la fois le cerveau, la moelle épiniere (ME) et le
nerf optique. Les atteintes pathologiques principales sont I’apparition deplaques focales de
démyélinisation et une neurodégénérescence de la substance grise et de la substance blanche
(Lassmann et al., 2007). Le nom de la maladie donne par Alfred Vulpian en 1866 illustre
cette physiopathologie (Charcot, 1868) :le mot « Sclérose » définit une dégénérescence des
tissus encéphaliques et médullaires conduisant a la destruction de la gaine de myéline qui est
remplacée dans le cas de la SEP par un tissu cicatriciel et le terme « Plaque » définit une
atteinte disséminée qui peut atteindre la gaine de myéline sur plusieurs sites.
Deux évenements cliniques caractérisent la SEP : la poussée et la progression. Le terme
pousséecorrespond a I’apparition de nouveaux signes neurologiques ou a 1’aggravation des
signes préexistants sur une durée de plus de vingt-quatre heures. Une poussée est
individualisée si elle a lieu a plus d’'un mois de la derniére poussée. La progression
correspond au stade d’aggravation des signes cliniques durant une période de six mois et plus
(Harris and Sadiq, 2009).
Les symptomes de la SEP apparaissent quand les influx nerveux sont ralentis ou interrompus
au niveau des plaques de démyélinisation. Le nombre et la fréquence d’apparition des plaques
sont variables d’une personne a une autre au cours de 1’évolution de la maladie. Par ailleurs,
selon la localisation de ces plaques, la SEP se présente sous forme d’un déficit sensitif,
moteur, visuel ou cognitif accompagné de troubles de 1’équilibre et de douleurs; ces déficits
pouvant étre associés chez certains patients (Lassmann et al., 2012).
Il existe différents types de SEP : la SEP récurrente-rémittente (SEP-RR), la SEP progressive
secondaire (SEP-SP), la SEP progressive primaire (SEP-PP) et la SEP progressive a rechute
(SEP-PR)(Lassmann et al., 2012).

2. Historique
Pour revue : Defer et al., 2019
La premiére description précise de la maladie et de son évolution a été donnée par le
neurologue francais Jean-Martin en 1868 a 1’Hopital de la Salpétriere. Au debut, elle est
mentionnée par les termes « sclérose en ile », dans 1’ouvrage du chirurgien frangais Jean
Cruveilher « Anatomie pathologique du corps humain », puis dans [I’atlas «

Pathologicalanatomy »de 1’écossais Robert Carswell en 1838 (Carswell, 1838). Dans ce
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dernier ouvrage des dessins des lésions de la moelle épiniére sont représentés (Figure 1).

Figure 1:Dessins des lésions de la moelle épiniere

Extrait de ’ouvrage de Robert Carswell « Pathological anatomy »

(Papeix, 2011)

Les principales altérations histologiques de la maladie (inflammation et démyélinisation
axonale) n’ont été établies que dans les années 1860. En 1863, Eduard Rindfleisch a not¢ la
présence d'infiltrats inflammatoires périvasculaires au sein des plaques qui peuvent étre a
I’origine de de la démyélinisation.C’est Alfred Vulpian, en 1866, qui a utilisé pour la
premiere fois le terme “sclérose en plaques’. En 1868, le neurologue et
professeurd’anatomopathologie frangais, Jean Martin Charcot, a donné une description
précise des lésions observées au cours de lIaSEP. En effet, il a observé de petites lésions, «
scléroses », disséminées sous formes de « plaques » sur des coupes histologiques du cerveau
et de moelle épiniere et a précisé ensuite que ce sont ces plaques qui sont
responsablesdel’apparition des symptomes de la maladie (Charcot, 1868).
En 1906, Otto Marburg a présenté le premier compte rendu clinique et pathologique détaillé
de la SEP aigué fulminante. En 1928, Joseph Balo a décrit des lésions particuliéres chez les
patients hongrois atteints de SEP progressive. En 1930, apparaissent les premieres
étudesepidemiologiques par Russel Brain qui a collecté des informations sur la fréquence et

I'dge d'apparition de la SEP (Papeix, 2011).
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3. Epidémiologie
Pour revue : Leray et al., 2016 ; Moreau et al., 2017 ; Thompson et al., 2018b ; Walton et
al., 2020
La SEP est I'un des troubles neuro-immunologiques chroniques les plus fréquents chez le
jeune adulte, avec un age moyen de survenue de 30 ans, alors que la disponibilité des
ressources et des services pour les personnes atteintes de SEP est rare dans de nombreuses
régions du monde.
Selon I’Atlas de la SEP, cette maladie affecte 2,8 millions de personnes dans le monde en
2020 (Atlas de SEP, 2020). Le nombre de personnes atteintes de SEP est en hausse dans
toutes les régions du monde depuis 2013 sans savoir s’il s’agit d’une recrudescence de la
maladie ou d’un artefact méthodologique li¢é au développement des moyens de diagnostic
(Ouallet et Brochet, 2004 ; Thompson et al., 2018b).
La prévalence de la SEP dans le monde est hétérogéne et varie de 25 a 300 cas pour 100 000
habitants avec une forte prévalence dans certaines régions. La SEP est trés fréquente en
Amérique du Nord, au nord de I’Ecosse (250 cas pour 100 000 habitants) ainsi qu’en Europe
du Nord (Scandinavie, Allemagne) (Kingwell et al., 2013). A I’inverse, une faible prévalence
est trouvée en Asie, en Amerique du sud et en Afrique sub-saharienne ainsi que dans les pays
arabes (Walton et al., 2020)(Figure 2).

Nombre de personnes
atteintes de SEP.
Prévalence par 100 000 personne

Inconnu
0-25
26-50
51-100
101-200

=200

Figure 2 : Prévalence de la sclérose en plaques dans le monde
Extrait de Walton et al., 2020

Les femmes sont les plus touchées par cette maladie avec un sexe ratio estimé de I’Homme
pour 3 femmes pour la forme la plus fréquente, la SEP-RR, alors que les statistiques pour la
SEP-PP sont différentes avec autant d’hommes atteints que de femmes (Atlas de SEP,
2020).Cette prédominanceféminine pourrait étre liée aux cycles hormonaux. Les faibles taux
d’estrogénes chez la femme jeune favoriseraient la sécrétion de cytokines Thl pro-

inflammatoires, alors que lors de la grossesse (taux élevés d’estrogenes) la voie Th2 anti-
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inflammatoire serait favorisée, ce qui expliquerait la plus faible incidence des poussees
retrouvees. Par ailleurs, chez 'Homme (taux élevés de testostérone), la voie Th2 anti-
inflammatoire serait également favorisée (Tintoréand Arrambide, 2009).

La SEP est la premiére cause de handicap du jeune adulte ; elle débute généralement entre 20
et 50 ans dont 70% des cas entre 20 et 40 ans, 10% aprés 40 ans, 10% avant 20 ans. Il existe
des formes pédiatriques de SEP dont la prévalence mondiale n’est pas connue. Cependant, les
données obtenues dans plusieurs études estiment que cette prévalence est de 3,6 pour 100 000
habitants. Un déséquilibre du sexe ratio est également retrouvé et apparait vers I’adge de 10 ans
(Boiko et al., 2002 ; Chitnis et al., 2011).

3.1. Prevalence en France

La France est considérée comme un pays de moyenne a forte prévalence pour la SEPavec plus
de 110 000 personnes atteintes et une incidence de 5000 nouveaux cas diagnostiquéspar an
(Atlas de SEP, 2020). En 1994, la prévalence de la SEP a étéestimeée entre 37 et 47 pour 100
000 habitants (Fender et al., 1997). En 2003, une premiereétude réalisée a partir des données
d’affection de longue durée (ALD) de la MutualitéSociale Agricole (MSA) avait estimé la
prévalence de la SEP a 65,5 pour 100 000 habitantsavec une prédominance féminine (96,3
pour 100 000 habitants chez les femmes contre 41,9habitants pour 100 000 habitants chez les
hommes) (Vukusic et al., 2007).Une autre étude réalisée en 2012 par Fromont et al.a estimé
que I’incidence de cettemaladie est de 8,8 pour 100 000 habitants avec une prédominance
féminine de71% (Fromont et al., 2012).

En France, une hétérogénéité de la prévalence est observée a I’intérieur méme du pays avec
des prévalences plus élevées au Nord-Est qu’au Sud-Ouest (Pivot et al., 2016 ; Foulon et al.,
2017) (Figure 3).

[J114-134
0135141
0 142153
W 154179
W 180-235

Figure 3: Carte des prévalences régionales de la sclérose en plaques en France métropolitaine en
2012 pour 100 000 habitants
Extrait de Foulon et al., 2017
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3.2. Prévalence en Tunisie
Peu de travaux ont été faits sur la SEP en Afrique du Nord et en particulier en Tunisie. La
premiere étude a été menée entre 1974 et 1978 au Centre de Neurologie de Tunisie, avec 200
patients hospitalisés sur toute la Tunisie avec une prévalence estimée a 3,34 pour 100 000
habitants (Ammar et al., 2006). Sur cette base, la Tunisie est considérée comme une zone de

faible prévalence pour la SEP.

4. Facteurs de risque
Bien que cette maladie soit décrite depuis le 19°™siécle, les causes exactes restent inconnues
a ce jour. Cependant, elle est considérée comme une maladie multifactorielle complexe

résultant de I’association de plusieurs facteurs environnementaux et génétiques.

4.1.Facteurs environnementaux
4.1.1. Infection virale

A ce jour, aucun virus spécifique n’a été identifié comme une cause certaine de la SEP, mais
certains virus seraient plus probablement impliqués que d’autres. Parmi ces virus, ont
étésuspectés : le virus Epstein-Barr (EBV), le cytomégalovirus, le virus herpés simplex de
type 1 et 2 (HSV1, HSV2), I’herpésvirus humain de type 6 (HHV®6), le paramyxovirus et le
virus ourlien (Giraudon and Bernard, 2009 ; Milo and Kahana, 2010 ; Simon et al.,
2015).Ces virus provoqueraient une altération du systeme immunitaire, favorisant ainsi la
destruction de la myéline. Plusieurs hypotheses sont établies pour expliquer 1’association des
infections virales a la SEP. Il pourrait s’agir d’une activation des lymphocytes T (LT)auto-
réactifs, soit de maniere non spécifique par les molécules inflammatoires induites par
I’infection, soit par mimétisme moléculaire(Koch et al., 2013).La notion de mimétisme
moléculaire repose sur I’idée de la présence et du partage d’épitopes communs entre certains
antigénes (Ag) d’agents infectieux et les Ag du soi (présence d’une similitude de séquences
d’acides aminés entre le peptide exprime par le virus et une protéine du soi). Dans ce cas, et
suite a une infection, 1I’organisme déclencheraitune réponse immunitaire contre cet antigene
viral et contre son propre Ag (auto-Ag), entrainant la destruction de 1’agent infectieux et de la
structure portant 1’auto-Ag par leslymphocytes auto-réactifs. Dans le cas de la SEP, I’auto-Ag
le plus souvent suspecté est la protéine basique de la myéline (MBP) (Moreau, 2012).

Parmi les virus incriminés dans le développement de la SEP, le plusfréquemment retrouvé est
I’EBV. Ce virus infecte environ 90% de la population et la primo-infection a lieu le plus

souvent pendant I’enfance ou elle est alors asymptomatique. Elle peut
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aussi avoir lieu plus tard, pendant 1’adolescence ou a I’age adulte, en se manifestant alors par
une mononucléose infectieuse. Les personnes ayant eu une manifestation clinique de ’EBV
présentent un risque 2,3 fois plus élevé par rapport aux personnes infectées durant leur
enfance de développer une SEP, selon les résultats d’une méta-analyse (Thacker et al., 2006).
Ainsi, le risque de développer un SEP pourrait étre augmenté dans les 5 ans apres avoir eu
une infection par ’EBV et jusqu’a 30 ans apres ce risque reste élevé (Nielsen et al., 2007). Il
a également été montré que le taux d’anticorps (Ac) dirigés contre I’EBV est plus élevé dans
le sang des personnes qui développeront une SEP dans les années suivantes (Ascherio et al.,
2007). Selon des travaux de recherche qui ont été récemment publiés danslaprestigieuse revue
Science, le risque de contracter la SEP est multiplié par 32 apres avoir été infecté par ’EBV,
mais reste inchangé apres l'infection par d'autres virus (Bjornevik et al., 2022). Ceci a été
conclu suite a un suivi durant vingt ans de plus de 10 millions de jeunes adultes engagés dans

I'armée américaine, dont 955 ont été diagnostiqués pour la SEP durant leur service.

4.1.2. Localisation géographique
Pour revue : Ouallet and Brochet., 2004 ; Marrie, 2004 ; Dobson and Giovannoni, 2019
A. Gradient de prévalence en fonction de la latitude

Comme déja dit, la répartition de la SEP a travers le monde n’est pas homogéne, avec
I’existence d’un gradient Nord - Sud (de haute a faible prévalence) dans 1’hémisphére Nord
qui est inversé¢ dans I’hémisphere Sud. Plusieurs arguments sont avancés afin d’expliquer ce
gradient géographique, notamment I’implication d’un agent viral qui serait plus exprimé dans
certaines régions du monde (cf 4.1.1 Infection virale), I’existence d’isolats ancestraux des
premiers patients porteurs de la SEP issus des régions du nord dont la Scandinavie (cf 4.2.
Facteurs génétiques) et enfin I’influence de 1’ensoleillement. Concernant ce dernier argument,
une plus faible prévalence de la maladie a été observée dansles pays les plus ensoleillés,
proches de I’équateur. L’existence d’une corrélation inverse entrele risque de développer une
SEP et I’exposition solaire a été montré par plusieurs études (Vander Mei et al., 2007 ;
Jelinek et al., 2015 ; Kocovska et al., 2017). L’ensoleillement et notamment 1’exposition aux
UV modulerait I’immunité par I’intermédiaire d’une synthéseaccrue de vitamine D, tandis que
le manque d’ensoleillement provoquerait une carence en vitamine D qui favoriserait le
développement de maladies auto-immunes (Sloka et al., 2011 ;Lucas et al.,2015). Plusieurs
études ont montre des effets bénéfiques de la vitamine D dans laprévention et méme le
traitement de la SEP (Ascherio et al., 2010 ; Milo and Kahana, 2010). Ceci pourrait

s’expliquer par le fait que la forme active de la vitamine D stimule I'immunité innée et joue un
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role dans la défense de I'hdte contre l'infection. Plus précisément, la vitamine D inhibe la
production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12, IL-17, l'interféron gamma (IFN-y)
et le facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor, TNF—a) (Milo andKahana, 2010),
favorise la production de cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, TFGp-1) et facilite le
développement de LT régulateurs. Elle joue également un réle important dans la modulation
des cellules T helper (Th), eninhibant les cellules Thl7 pro-inflammatoires, en modifiant
I’équilibre Th1/Th2 et en empéchant les cellules Thl et Th17 activées de franchir la barriére
hémato-encéphalique (BHE) (Cantorna, 2006 ; Lysandropoulos et al., 2011 ; Grishkan et
al., 2013).

B. Rale clé de I’adolescence et populations migrantes
Les données obtenues lors des études de migration des populations entre des zones de
prévalence de SEP différentes ont permis de confirmer le rdle des facteurs environnementaux
dans ledéveloppement de la SEP. Par comparaison de I’incidence et de la prévalence de la
SEP dans les pays d’origine des migrants de différentes ethnies a celles des populations du
pays d’accueil, il a ét¢ mis en évidence que des facteurs environnementaux acquis et
intervenant lors de I’enfance ou de I’adolescence détermineraient le risque de développer une
SEP. Ces études ont montré que les personnes qui migrent avant 1’adolescence présentent un
risque de développer uneSEP comparable a celui de leur lieu d’immigration alors que celles
qui migrent aprésl’adolescence conservent le risque de développer une SEP de leur région
d’origine, comme si I’exposition environnementale au moment de 1’adolescence déclenchait
un événement capital plusieurs années avant le début clinique de la maladie. Cette hypothése
a été renforcée par les données de 1’étude de I’incidence de la maladie chez les descendants de
migrants africains et asiatiques en Europe. Ces travaux montrent une évolutionau cours des
générations du risque de développer une SEP tendant a se rapprocher de celle du pays de

résidence (Moreau et al., 2017).

4.1.3. Mode de vie
Pour revue : Riccio and Rossano, 2015 ; Fanara et al., 2021
A. Régime alimentaire
Des études ont montré que les pays ayant une forte prévalence de la SEP ont un mode de
viesédentarisé avec des habitudes alimentaires particuliéres selon 1’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS). Ainsi, une alimentation riche en graisses saturées animales, alcool, caféine,

viandes fumées pourrait étre considérée comme un facteur de risque de la survenue de la SEP
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(Habek et al., 2010). Le surpoids et I’obésité ont également été rapportés comme associés a la
SEP (Munger et al., 2009 ;Hedstrom et al., 2012). Une augmentation de 2,25 du risque de
développer une SEP a été observée chez les patients avec un IMC supérieur a 30 kg/m? a ’age
de 18 ans. Ce surrisque n’est pas retrouvé chez les enfants en surpoids a 1’dge de 5 et 10 ans
(Mokry et al., 2016). Cette idée est confortée par 1’étude d’Hedstrom etal.qui montre qu’un
IMC supérieur a 27 kg/m? a 20 ans double le risque de développer une SEP par rapport aux
sujets de poids normal (Hedstrom et al., 2012).

L’implication de 1’alimentation et du mode de vie a été mise en évidence par des études
menées au Japon ayant montré une augmentation tres importante de la prévalence de la
maladie au cours de ces 15 derniéres années (8,1 pour 100 000 habitants en 2001 versus 18,6
pour 100 000 habitants en 2016) ; ceci pouvant étre expliqué par des changements des
habitudes alimentaires se rapprochant de celles des Occidentaux (Houzen et al., 2018).
Plusieurs études ont suggéré que les régimes alimentaires occidentaux pourraient modifier la
flore microbienne intestinale ou le microbiote, conduisant notamment & une situation de
dysbiose pro-inflammatoire pouvant favoriser la perméabilisation de la BHE et le

développement de la neuro-inflammation (Jorg et al., 2016 ; Riccio and Rossano, 2018).

B. Tabagisme

Un autre facteur incriminé dans le déclenchement de la SEP est le tabagisme. Plusieurs études
rapportent une augmentation du risque de développer une SEP dans la population des fumeurs
par rapport celle des non-fumeurs (Pekmezovic et al., 2006 ; Handel etal., 2011). Cette
augmentation du risque est cependant modérée selon la méta-analyse de Hawkes publiée en
2007 qui reprend les résultats de six études. Celle-ci montre que le risque de développer une
SEP est de 1,2 a 1,5 foisplus important chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs
(Hawkes, 2007).

Les mécanismes d’action exacts du tabac pour développer une SEP restent mal connus.
Cependant, on admet que la nicotine joue le réle d’un immunosuppresseur (Stampfli and
Anderson, 2009). Elle semble également capable de modifier la permeabilité de laBHE
(Hawkes, 2007), favorisant ainsi le passage des LT activés et descomposés toxiques dirigés
contre la myéline dans le cerveau. De plus, elle stimule la production du monoxyde d’azote
(NO) endogene considéré comme un composé potentiellement neurotoxique pour de trés
fortes concentrations, qui pourrait &tre impliqué dans le processus de dégéenérescence axonale
et d’altération de D’influx nerveux, tous deux retrouvés dans la pathogénése et le

développement de la SEP (Suemaru et al., 1997 ; Encinas et al., 2005).
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4.2. Facteursgenetiques

Pour revue : Sawcer, 2009 ; Hollenbach and Oksenberg, 2015 ; Didonna and Oksenberg,
2017

De nombreuses études épidémiologiques ont montré que la SEP n’est pas héréditaire, mais
qu’il existe des facteurs génétiques influengant sa survenue, c’est-a-dire des facteurs
favorables a son développement, sous I’influence d’autres facteurs (Zalc, 2014). En effet,
dans 10% a 15% des cas, plusieurs membres d’une méme famille sont atteints suggérant
I’existence d’un risque familial. Le risque de développer une SEP est augmenté en fonction du
degré de parenté avec un individu malade : élevé pour les jumeaux monozygotes (25%),
moyennement élevé pour les parentsau 1°" degré (elle est de 4% entre fréres et sceurs et de
2,75% entre parents et enfants) et faible pour les parentsdu 2°™ ou du 3°™ degré (Dyment et
al., 2004 ; Sawcer, 2008). Différents génes ou locus chromosomiques ont été identifiés

comme participant au risque génétique de développer une SEP.

4.2.1. Complexe majeur d’histocompatibilité
Le réle du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) dans la susceptibilité génétique a la
SEP est connu depuis une cinquantaine des années (Ramagopalan et al., 2009). Ce complexe
de geneslocalisés sur le bras court du chromosome 6 codent des glycoprotéines qui assurent la
fonctionde présentation de 1’antigéne et 1’histocompatibilité permettant ainsi au systéme
immunitaire de différencier le soi du non-soi (Malluci et al., 2015). La région HLA-DRB1
sur le bras court du chromosome 6 (6p21) est considérée comme le plus puissant facteur de
susceptibilité génétique a la SEP avec notamment une association entre le développement de
la maladie et 1’allele HLA-DRB1*1501 (Yaouanq et al., 1997 ; Magy, 2009 ; Lindberg et
al., 2010). Le risque de développer la SEP est de 3 a 4 fois plus important chez les individus

porteurs de cet allele (Patsopoulos, 2018).

4.2.2. Autres genes
Grace au développement des méthodes d’analyse du génome a haut débit, telles que les études
d’association pangénomique (Genome Wide Association studies : GWAS), plusieurs génes
ont été décrits comme associés a la SEP (Malluci et al., 2015 ; Hollenbach and Oksenberg,
2015 ; Parnell and Booth, 2017 ; Thompson et al., 2018b). En effet, le gene codant lachaine
a du récepteur a I’IL-7 (IL7RA ou CD127) et le gene codant la chaine a du récepteur a 1’TL-2
(IL2RA0u CD25) ont été identifiés comme facteur de risque génétique dans la SEP (Parnell
and Booth, 2017).L’interleukine 7 (IL-7) est une cytokine primordiale pour la survie, la

prolifération et la différentiation des lymphocytes B (LB) et des LT.
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D’autres facteurs de susceptibilité génétique exprimés par les cellules immunitaires auto-
réactives et par leurs cellules régulatrices semblent également contribuer au développement de
la SEP (Parnell and Booth, 2017). Parmi eux, il y a les genes codants le cluster de
differenciation CD58, certains genes codant des protéines kinases de la famille des Jun
kinases, le gene codant le facteur transducteur de signal et activateur de la transcription 3
(STAT3) ou encore celui codant le récepteur au TNF-a (Thompson et al., 2018b).

En conclusion de ce chapitre concernant les facteurs de risque de développer une SEP, chaque
facteur pris individuellement ne confere qu'un faible risque de développer la maladie. En
revanche, l'interaction entre des facteurs environnementaux et génétiques favorise la survenue

de la maladie.

5. Physiopathologie de la sclérose en plaques
5.1. Généralités sur I’organisation du systéme nerveux central

Pour revue : Ransom et al., 2009 ; Stadelmann et al., 2019 ; Pour livre : Nieuwenhuys et
al., 2008 ; Kandel et al., 2013
Le systéme nerveux (SN) est un ensemble de structures qui commandent des fonctions
vitaleset contrdlent I’ensemble du corps. Il constitue 1’'un des moyens de communication les
plusimportants de I’organisme permettant de conduire, transmettre et traiter les messages
nerveux. Il est composé de deux parties : i) le systeme nerveux central (SNC), dont le réle est
d’intégrer, d’analyser et d’interpréterles signaux provenant de la périphérie et d’organiser la
réponse a transmettre, et ii) le systeme nerveux périphérique (SNP) dont le rble est la
conduction des signaux périphériques jusqu’au SNC et de relayer les ordres émis par le SNC
(Ransom et al., 2009).
Le SNP comprend 1’ensemble des nerfs et leurs renflements (ganglions). Ces nerfs
sontrattachés au SNC par une extrémité alors que 1’autre extrémité est une ramification de
finesbranches innervant 1’ensemble du corps.
Le SNC est constitué de ’encéphale et de la ME. L’encéphale comprend 3 grands domaines
de haut en bas : le prosencéphale constitué du télencéphale et du diencéphale (cerveau), le
cervelet etle tronc cérébral. L’encéphale est situé dans la boite cranienne alors quela MEest
située dansla colonne vertébrale (Figure 4). Le SNC est formé de tissus nerveux : la
substance blanche (SB) et la substance grise (SG) et d’un systéme vasculaire finement

ramifié, le tout entouré de membranes protectrices, les méninges.
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Figure 4 : Composants anatomiques majeurs du systeme nerveux central
Adapté de Ransom, 2009

e Les neurones
Le SNC est compos¢ de cellules hautement spécialisées appelées neurones constituant 1’unité
structurale et fonctionnelle responsable de 1’émission et de la propagation d’informations
nerveuses. Un neurone est constitué de quatre grandes régions: le corps cellulaire, les

dendrites,les axones et les terminaisons présynaptiques (Figure 5).
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure d’un neurone

Extrait de Démosthénes, 2018

Le neurone est une cellule « excitable » mais également une cellule « sécrétrice » trés
particuliére dont le produit de sécrétion est le neurotransmetteur. En effet, elle transmet et
propage des signaux électriques en fonction des informations qu’elle regoit et cette propriété
est due a la présence dans la membrane plasmique des canaux ioniques permettant le passage
sélectif d’ions. Ainsi, la sécrétion de neurotransmetteur, qui se fait au niveau des synapses, est
tres focalisée et dirigée uniquement vers les cellules avec lesquelles le neurone est connecte.

Chaque neurone est unique par leur forme particuliére, leur position dans le SNC et les

15

——
| —



Synthése bibliographique

connexions qu’il établit avec d’autres neurones ou avec des cellules réceptrices, sensorielles,
ou effectrices, musculaires ou glandulaire.

Les axones sont des prolongements cytoplasmiques des neurones dont le role est la
conduction de I’influx nerveux. Il existe deux types distincts d’axones : les myélinisés et les
non myélinisés. Les axones myélinisés sont recouverts d’une gaine de myéline. La myéline
est formée par I’extension des membranes plasmiques des oligodendrocytes (OLG) dans le
SNC qui sont capables de myéliniser plusieurs axones en méme temps et par des cellules de

Schwann dans le SNP qui ne peuvent myeliniser qu’un seul axone.

- Structure, composition et fonction de la myéline centrale
La my¢line est formée de deux feuillets membranaires de I’OLG qui s’enroulent en spirale
autour d’un segment d’axone. A chaque extrémité de I’inter-nceud, il y a les nceuds deRanvier
qui sont des régions riches en canaux ioniques, principalement des canaux sodiques.
La myeéline posséde des propriétés biochimiques particulieres et spécifiques. Elle est tres
richeen lipides (70%), notamment en cholestérol, et aussi en glycolipides sulfatés, ce qui
explique son imperméabilité aux ions. De méme, elle est riche en protéines spécifiques qui
constituent 65% des composants de la myéline. La composition protéique de la myéline
estdifférente entre le SNC et le SNP avec des protéines spécifiques de la myéline du SNC ou
du SNPet des protéines présentes dans les deux systémes.
Les protéolipoprotéines (PLP et son isoforme DM20) et les protéines basiques de la myéline
(MBP) sont les protéines majeures de la myéline du SNC représentant 80 % des protéines
constituantes. Présente dans le SNC et dans une moindre mesure dans le SNP, la MBP joue un
role dans la compaction de la myéline (Jahn et al., 2009) tandis que la PLP est spécifique de
la myéline du SNC et serait impliquée dans ladifférenciation oligodendrocytaire, et dans la
compaction de la gaine de myéline (Martini and Schachner, 1997 ; Stadelmann et al.,
2019). 1l existe d’autres protéines minoritaires comme la glycoprotéine oligodendrocytaire de
myéline (MOGQG), la glycoprotéine associée a la myéline (MAG) et la 2°,3’-nucléotide cyclique
3’-phosphodiestérase (CNPase) (Nave and Werner, 2014) (Figure 6).

16

——
| —



Synthése bibliographique

Myelin sheath

L @
Eﬁ \\Q Oligodendrocyte

Figure 6: Structure de la gaine de myéline

La gaine de myéline est une structure spécialisée comprenant environ 80% de lipides et 20%
de protéines spécifiques. La protéolipoprotéine de myéline (PLP) est une protéine
membranaire hydrophobe a 4 domaines transmembranaires permettant de maintenirla
structure myélinique. En revanche, la protéine basique de la myéline (MBP) est localisée a la
surface cytoplasmique de la myéline compacte ou elle forme des dimeres et participerait
ainsi a la stabilisation des lignes denses majeures en interagissant avec des lipides chargés
négativement. La glycoprotéine associée a la myéline (MAG) qui représente 1% des
protéines de la myéline est associée a la surface de I’axolemme et a une fonction de guidance
axonale et de maintien structurel. Enfin, la glycoprotéine oligodendrocytaire de myéline
(MOG)est confinée a la surface cytoplasmique interne de la myéline et a encore un rdle
inconnu, mais pourrait étre importante dans la définition de 1’intégrité structurale de la gaine
de myéline.
Adapté de Hemmer et al., 2002

Grace a son caractere lipidique conférant des propriétés d’isolant électrique, la myélinisation
des axones accélére la conduction de I’influx nerveux qui estsaltatoire, en sautant d’un nceud
de Ranvier a unautre. Ceci est différent de la propagation de procheen proche qui est plus

lente et qui se produit dans les axones non myélinisés (Scherer,1999).

e Lescellules gliales

A Tinstar des axones, les cellules gliales sont principalement retrouvées dans la SB et elles
sont étroitement liées aux neurones qui eux constituent la SG. Elles ont comme fonction
principale le soutien structural et métabolique de ces derniers. Malgre leurs petites tailles en
comparaisonavec les neurones, elles occupent environ la moitié du volume total du SNC.
Outre les oligodendrocytes dont nous avons parlé précédemment, il existe 3 autres types de

cellulesgliales (Figure 7) :
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Figure 7 : lllustration des différents types de cellules gliales
Le systeme nerveux central se divise en deux compartiments structurellement distincts, la
substance grise contenant les corps cellulaires de neurones et la substance blanche
comprenant les cellules gliales non myélinisantes (les astrocytes, les cellules de la microglie
et les épendymocytes) et les cellules gliales myélinisantes, les oligodendrocytes qui
permettent 1’¢élaboration de la gaine de myéline autour de 1’axone.

Adapté de Mescher, 2015

- Les astrocytes
Les astrocytes sont les cellules gliales les plus abondantes. Ce sont de petites cellules en
forme d’¢toile avec des prolongements cellulaires et un petit volume cytoplasmique. Les
prolongements sont en contact avec les capillaires sanguins, les neurones, les méninges ou
lesparois des ventricules permettant ainsi le contrdle des échanges moléculaires et/ou
cellulairesentre le sang, les neurones et le liquide céphalo-rachidien (LCR).
Il existe deux principales catégories d’astrocytes, les astrocytes fibrillaires (ou fibreux)
présentent de longs prolongements radiaires riches en gliofilaments et les
astrocytesprotoplasmiques présentent des prolongements courts et contenant peu de
gliofilaments.Les astrocytes possedent de nombreuses fonctions :
* |ls participent a la constitution de la BHE au niveau de leurs pieds astrocytaires ;
* 1ls possedent un rdle dans la régulation de la transmission synaptique en capturant les
neurotransmetteurs au niveau synaptique tel que le glutamate et [’acide gamma-
aminobutyriqueGABA ;
* Ils possedent des fonctions trophiques par la syntheése d’un ensemble de molécules solubles

ou membranaires qui conditionnent la survie et la plasticité des cellules environnantes comme

——
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le facteur de croissance des nerfs (NGF pour Nerve Growth Factor), le facteur neurotrophique
dérivé du cerveau (BDNF pour Brain-Derived Growth Factor) et le facteur neurotrophique
dérivé de la glie (GDNF pour Glia-Derived Neurotrophic Growth Factor) (Nedergaard et
al., 2003). De plus, ils participent a 1’élaboration d’une réponse cellulaire adaptée a toute
situation d’altération de 1’homéostasie tissulaire grace a 1’expression de récepteurs a de
nombreux composés neuroactifs comme des neuropeptides, des facteurs de croissance, des
cytokines, des neurotoxines. Ainsi, toute lésion tissulaire du SNC induit une activation
astrocytaire (Kim et al., 2019).

- Les cellules microgliales ou microglie

Les cellules microgliales sont des cellules de I’immunité innée appartenant au groupe des
macrophages se localisant spécifiguement au SNC. Elles ont une origine embryonnaire
hématopoiétique et dérivent des pro-monocytes sanguins ; tres précocement, a la fin de la vie
feetale, elles envahissent le SNC. Elles réagissent trés précocement suite a tout
élémentprovoquant une perte ou une perturbation de I’homéostasie centrale par un phénoméne
dit d’activation microgliale qui se met en place en quelques minutes a quelques heures
selon letype delésion sur un périmetre plus ou moins important selon le degré lésionnel.

Cette activation engendre au niveau de la microglie des modifications de morphologie,
d’expression de genes et de comportement fonctionnel pouvant servir a la fois a la

protectionet a laréparationdu tissu Iésé ou a sa dégradation par phagocytose.

- Les cellules endothéliales ou les épendymocytes
Les cellules endothéliales ou épendymocytes constituent la membrane tapissant I’intérieur des
cavités contenant le LCR, qui sont le canal épendymaire dans la ME et les ventricules dans le
cerveau et participent de ce fait a la BHE.

5.2. Anatomopathologie de la sclérose en plaques : types de lésions observés

Pour revue : Ouallet and Brochet, 2004 ; Kutzelnigg and Lassmann, 2014 ; Mahad et al.,
2015

La destruction de la gaine de myeline au cours de la SEP conduit a la formation d’un tissu
cicatriciel appelé « lésion ». Ces lésions ont un aspect scléreux, épais et dur et sont de taille et
de répartition variables dans le SNC. Plusieurs types de plaques peuvent étre distingués
(Figure 8) :

* Les lésions récentes ou «actives»,ou le processus de démyélinisation est en cours. Elles

sont caractérisees par des infiltrats de LT CD8 et LT CD4 activés, de macrophages
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phagocytant les débris myéliniques, d’une gliose réactionnelle suite a la réaction des
astrocytes et d’un cedéme témoignant de la rupture de la BHE ;
* Les lésions actives chroniques, sous-type distinctdes lésions actives récentes qui se
caractérisent par une démyélinisation franche liée a la présence de cellules phagocytaires, un
centre déserté par les macrophages qui forment une couronne périphérique et exercent leur
activite en bord de plaque ;
* Les lésions chroniques ou «inactives», anciennes ou le processus de démyélinisation est
terminé, caractéris¢ par la perte d’oligodendrocytes, une gliose cicatricielle et une perte
axonale. Ces lésions persistent durant des années.

Lésion active Lési_on active chronique Lésion inactive chronique

LFB

Figure 8 : Les types de Iésions observées dans le systeme nerveux central de patients atteints de
la sclérose en plaques

Coloration de la myéline au bleu de luxol (LFB : luxol fast blue) et des macrophages avec un
anticorps anti HLA-DR.

Al: Lésion active & inflammation sévere avec macrophages contenant des débris
myéliniques, A2: microglie, B1 et B2: Lésion active chronique avec une faible
inflammation au centre de la lésion (B1, B2) et une abondante présence microgliale en
bordure de lésion (B2). Une forte démyélinisation est également notée (décoloration
blanche). C2 : Lésion inactive chronique montrant un centre de Iésion immunologiquement
silencieux mais avec une bordure de lésion bien démarquée montrant une inflammation
modeérée.

Extrait de Ingram et al., 2014
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Les Iésions sont retrouvees a différents niveaux du cerveau et de la ME, au sein de la SB et de
la SG ou le phénomene est cependant moins marqué (Friese et al., 2014). Certaines régions
sembleraientétreplusaffectéesque  d’autres, notamment la SB  sous-corticale et
périventriculaire, le nerf optique, la SB du cervelet, le pont et la medulla ainsi que la portion
cervicale de la ME. Généralement, ces lésions sont situées dans des régions de forte densité
veineuse (Kutzelnigg and Lassmann, 2014).

Des zones d’apparence normale dans la SB (NAWM pour normal appearing white matter) et
dans la SG (NAGM pour normal appearing grey matter) sont également retrouvées chez
72%des patients atteints de SEP, en plus des lésions citées précédemment (Ceccarelli et al.,
2007 ; Vrenken et al., 2007). Elles sont caractérisées par des amas hypercellulaires
lymphocytaires sans lésion myélinique visible et une activité des monocytes. Plusieurs études
ont mis en évidence que I’atteinte la plus prépondérante des NAWM et des NAGM serait la
dégenérescence des axones a distance des lésions actives (Dehmeski et al., 2003 ; Kutzelnigg
et al., 2005 ; Kutzelnigg et al., 2007). Ces zones sont associées a une atrophie cérébrale
progressive et qui se trouve également au niveau de la ME et qui est a l'origine de

I’aggravation des déficits neurologiques (Cairns et al., 2022).

5.3. Progression de la sclérose en plaques

La progression de la SEP se fait en plusieurs étapes (Lassmann et al., 2012; Kamm et
al.,2014) (Figure 9) :

1) Elle commence par une atteinte de la gaine de myéline causant un ralentissement et une
perturbation de I’influx nerveux, correspondant a 1’apparition des symptomes ;

2) S’ensuit une remyélinisation plus ou moins complete, afin de restaurer le défaut de
conduction, s’accompagnant d’une cicatrisation. Dans ce cas, il y a un rétablissement de
I’influx nerveux, qui se traduit par une atténuation des symptomes de la SEP ;

3) Au cours du temps, la démyélinisation peut s’aggraver et la remyélinisation s’épuise
conduisant a une dégénérescence de 1’axone lui-méme ce qui entraine un blocage de 1’influx
nerveux.Ceci se traduit cliniquement par 1’aggravation des symptomes et 1’installation de

handicaps irréversibles(Lassmann et al., 2012).
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Figure 9 : Etapes de progression de la sclérose en plaques
Extrait de Lassmann et al., 2012

5.4. Hypotheses étiologiques
Pour revue : Hemmer et al., 2002 ; Nicol et al., 2017 ; Tobore, 2019
Méme si 1’¢lément initiateur de la SEP reste inconnu, I’activation du systéme immunitaire en
périphérie est un élément physiopathologique « fondamental » de cette maladie. Plusieurs
hypoth¢ses ont été proposées afin d’expliquer le lien entre cette activation immune
périphérique et les lésions observées dans le SNC (Figure 10) (Hemmer et al., 2002 ; Nicol
etal., 2017) :

- la SEP serait une maladie auto-immune d’origine intrinséque,

- la SEP trouverait son origine dans une infection virale anormalement résolue,

- la SEP serait primitivement une atteinte du SNC, induisant par la suite une
activation du systeme immunitaire périphérique et dans un second temps une
infiltration de cellules immunes au sein du SNC.

Pour la premiere hypothése, plusieurs mécanismes auto-immuns ont été proposés et/ou
démontrés chez les patients SEP sans qu’ils puissent formellement étre établis leur rdle
exactdans le développement des 1ésions tissulaires. L une des hypothéses la plus fréquemment
avancée est D’activation de lymphocytes T auto-réactifs dirigés contre un ou des
antigénesmyéliniques (Noseworthy et al., 2000 ; Frohman et al., 2006). La seconde
hypothése deréaction croisée repose a la fois sur une origine auto-immune et virale. Selon
cette hypothése les protéines du soi reconnues par le systeme immunitaire présentent un
mimétisme moléculaire avec une protéine d’un agent pathogéne ayant provoqué une réponse
immune prealable. Enfindans la derniere hypothese, une premiére atteinte dégenérative

induirait une activation des cellules immunes innées au sein du SNC, dont les cellules
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microgliales, qui se propagerait vers la périphérie du fait de la libération/diffusion des

peptides antigéniques provenant du SNC provoquant un dysfonctionnement immunitaire

aboutissant a une réponse periphérique immune qui attaquerait & nouveau le SNC(Figure 10).
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Figure 10 : Représentation schématique des différentes hypotheéses étiologiques du

développement de la sclérose en plaques
Dans I’hypothése primaire auto-immune, les antigénes neuronaux sont libérés dans le nccud
lymphatique, ou ils sont présentés a des LT et LB par des cellules présentatrices de
I’antigéne (telles que les cellules dendritiques). Les LT et LB vont proliférer et s’activer
contre cet antigene, quitter le neceud lymphatique, migrer dans le SNC ou ils rencontrent
I’antigéne initial (cela peut étre la gaine de myéline du SNC). Les lymphocytes vont recruter
des fonctions effectrices et détruire les cellules exprimant 1’antigéne. Dans 1’hypothése
secondaire infectieuse, les antigénes seront issus de 1’agent infectieux (non soi) avec une
homologie de séquence pour un antigene du soi conduisant a une réactivation immune par
réaction croisée dirigée contre 1’antigéne du soi. Enfin, dans I’hypothése secondaire
dégénérative, une premiérelésion du SNC va conduire a la production d’antigénes dirigés
contre certaines structures de ce tissu. Aprés une premiere réponse immune périphérique
dans les nceuds lymphatiques, la réactivation se fera de nouveau dans le SNC par nouvelle
interaction avec 1’antigéne initial.

Extrait de Hemmer et al., 2002
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5.5. Pathogenése de la scléerose en plaques: Mécanismes cellulaires et
moléculaires
Pour revue : Yong and Yong, 2022
La pathogenése de la SEP débute par une rupture de la BHE suite a une inflammation
provoquée par les lymphocytes. Ceux-ci vont pénétrer dans le SNC, attaquer la gaine
demyeéline provoquant une démyeélinisation, ce qui aura pour conséquence une altération de la
conductionde I’influx nerveux. Afin de restaurer la conduction saltatoire normale de I’influx
nerveux, uneremyélinisation pourra se produire, mais ce phénomene sera limité dans 1’espace
et dans le temps. Au cours du temps, une activation microgliale et astrocytaire se développera,
tout d’abord bénéfique (cicatrisation) avant de s’avérer délétére pour conduire a

unedégéenérescence axonale.

5.5.1. Implication de la réponse immune et inflammatoire
Pour revue : Kutzelnigg and Lassmann, 2014 ; Hemmer et al., 2015 ; Baecher-Allan et al.,
2018 ; Defer et al., 2019
A. Immunité adaptative

En périphérie, les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) notamment les cellules
dendritiques sont activées et présentent les antigenes aux cellules LT CD8%et CD4*, qui sont
alors activées. Ces différentes populations de LT vont coordonner différents types de réponses
immunitaires, dont la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, IFN-y et TNF-a, induisant
une inflammation des cellules endothéliales de la BHE et ’expression de molécules
d’adhésion telles que la molécule d’adhésion vasculaire de type-1 (VCAM-1), la molécule
d’adhésion intracellulaire de type 1 (ICAM-1) et la sélectine E. De plus, ces LT expriment a
leur surface des intégrines qui interagissent avec ces molécules d’adhésion cellulaire dont
I’intégrine o4, I'antigénel associé a la fonction lymphocytaire (LFA-1) et la selectine P, ce qui
va permettre leur migration trans-endothéliale (Hemmer et al., 2002). Tous ces événements
participent a la rupture de la BHE qui est une étape essentielle de la formation des lésions.

Les LT CD8 sont les premiéres cellules immunes présentes dans les lésions et représentent 60
a 85% des LT retrouvés dans les lésions actives ou inactives alors que les LT CD4
représentent uniquement 20 a 30%. La répartition de ces LT est restreinte aux régions
périvasculaires, alors que dans le parenchyme cortical de rares infiltrats sont retrouvés. Les
LT infiltrant le SNC produisent des cytokines pro-inflammatoires, dont 1’1L-17 et I’'IL-21. Ces
deux interleukines déterminent par la suite la réponse inflammatoire avec deux profils Thl et
Th17. Les Thl sécrétent a leur tour du TNF-oet de I’'TFN-y alors que les Th17 sécrétent I’IL-
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17, ’'IL-21,’'IL-22 et I'IFN-y. Contrairement aux Thl et Th17, les Th2 sont souvent décrits
comme ayant un réle neutre, et méme bénéfique dans la maladie grace a leur action anti-
inflammatoire due a la sécrétion de I’IL-4, IL-5 et IL-13 (Nicol et al., 2017).Les LB et les
plasmocytes sont dispersés dans les leésions actives précoces avec un nombre variable qui croit

dans les agrégats inflammatoires des méninges lors de la chronicisation deslésions.

B. Immunité innée
Dans la SEP, deux composantes issues du systéme immunitaire inné semblent étre
importantes : les cellules immunitaires innées periphériques dont les macrophages, les cellules
Natural Killer (NK) et les mastocytes et celles résidentes dans IeSNC.
Les macrophages représentent la majorité des cellules de I'immunité innée infiltrant les
Iésions (Nicol et al., 2017). lls présentent un profil de monocytes circulants exprimant a leur
surface les récepteurs aux chimiokines de type 1 et 5.
Le role des cellules NK dans la SEP reste controversé a 1’heure actuelle. D’une part, il est
connu que ces cellules exercent un effet bénéfique dans les maladies auto-immunes en
supprimant 1’activation des LT et la production d’IFN-y et en sécrétant les cytokines anti-
inflammatoires 1L-4, 1L-10. Elles sont fortement présentes durant méme les périodes
d’amélioration de la maladie chez certains patients atteints de la SEP. D’autre part, elles
exercent un effet cytolytique et pro-inflammatoire sur diverses cellules immunitaires dont les
LB ou les LT.Elles sécrétent les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et de I’'TFN-y (Nicol et
al., 2017).
Les mastocytes ont aussi été décrits dans la maladie. Au niveau des lésions actives
chroniques, ces cellules ont été détectées au sein des méninges, des plexus choroides, du
parenchyme cérébral et méme a la bordure de la Iésion (Nicol et al., 2017).
En plus des cellules périphériques infiltrantes, viennent s’ajouter les cellules immunitaires
résidentes du SNC, les cellules microgliales. Ces cellules sont recrutées lors de
I’inflammation initiale suite a la sécrétion d’IFN-y et d’autres cytokines pro-inflammatoires.
Ces cellules activees sont retrouvées de facon abondante dans les lésions actives et elles
amplifient le phénoméne inflammatoire par la sécrétion d’IL-1, d’IL-6, de TNF-o et des
chimiokines participant au recrutement de cellules de 'immunité adaptative de la périphérie
vers le SNC, notamment des lymphocytes Th17 (Nicol et al., 2017).

La Figure 11 résume les mécanismes moléculaire et inflammatoire de la SEP.
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Figure 11 : Mécanismes immunitaire et inflammatoire de la sclérose en plaques
La lésion de la barriére hémato-encéphalique (BHE) et/ou I’hyperactivation des cellules
microgliales au niveau du SNC entrainent une infiltration massive des cellules T auto-
réactives (cellules T auxiliaires CD8 et CD4), des lymphocytes B (LB) et des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) comprenant des monocytes et des macrophages. Dans le
cerveau, les LT et les monocytes/macrophages libérent des cytokines et des chimiokines
conduisant a une destruction des cellules oligodendrocytaires et a une démyélinisation. De
maniére concomitante, les LB produisent des anticorps (Ac) spécifiques, qui forment des
complexes d’attaque membranaire qui endommagent la gaine de myéline. Ces processus
conduisent a une suractivation de la microglie et des astrocytes, qui potentialisent davantage
la réponse inflammatoire et le processus neurodégénératif.
Extrait de Chiurchiu et al., 2018

5.5.2. Démyelinisation et remyelinisation
Pour revue : Kutzelnigg and Lassmann, 2014 ; Lubetzki and Stankoff, 2014 ; Defer et al.,
2019 ; Simkins et al., 2021

A. Démyélinisation
La démyeélinisation se représente par une dégradation de la gaine de myéline qui entoure les

axones. Elle intervient au niveau des lésions quelques jours a quelques semaines apres
I’initiation de la réponse immune (Compston and Coles, 2008 ; Kutzelnigg and Lassmann,
2014).

Apreés avoir infiltré la BHE, les lymphocytes actives vont génerer des lésions tissulaires. Les
LT CD8" reconnaissent directement les Ag présentés par des cellules oligodendrocytaires
entrainant des dommages directs tandis que les LB en présence de leurs Ag se différencient en
plasmocytes et produisent une grande quantité d’Ac qui vont léser la myéline soit par
opsonisation, soit par activation de la voie du complement. Les LT par libération de différents
facteurs décrits ci-dessus vont activer les cellules microgliales et les macrophages résidents

ausein du SNC. Ces cellules résidentes vont sécréter a leur tour des enzymes protéolytiques de

26

——
| —



Synthése bibliographique

type métalloprotéinase (MMP) etvont également surexprimer une forme inductible de nitrique
oxyde synthase (iNOS) permettant la synthése de monoxyde d’azote (NO) et la libération de
radicaux libres (RL) de type anion superoxyde. La réaction inflammatoire s’amplifie par la
sécretion de chimiokines, dont I’IL-10, par les cellules microgliales et les macrophages qui
permettent le recrutement de LT CD8" et de LB supplémentaires et 1’aggravation de la
démyélinisation.

Dans les zones actives de demyélinisation, un degré variable de dégénérescence
d’oligodendrocytes (OLG) est observé suivie par une apparition de nouveaux OLG au centre
des plaques inactives grace a la maturation de précurseurs oligodendrocytaires (OPC) présents
dans le tissu. Au cours de la chronicisation de la Iésion, une perte progressive des OLG est
observée ; lorsque celle-ci devient massive des OLG, le recrutement de nouveaux OPC
devient impossible.Les différentes attaques ciblant les OLG conduisent alors a la
démyeélinisation, a I’hyperexcitabilité neuronale et a un ralentissement ou blocage de I’influx

nerveux.

B. Remyélinisation

Pour revue : Compston and Coles, 2008 ; Lubetzki et al., 2020 ; Cunniffe and Coles, 2021

Au sein de certaines lésions actives précoces, une remyélinisation est observée et les OLG
sont retrouvés en abondance. Dans certaines de ces Iésions, cette remyélinisation endogéne
peut étre compléte mais les gaines nouvellement formées sont caractérisées par une moindre
épaisseur et par des internceuds plus courts, conférant sur les colorations myéliniques un
aspect pale auxplaques remyélinisées dénommeées « shadow plaques » (Figure 12). Lors de la
phaseinflammatoire aigué, et plus précisément durant les phases de clairance des débris
myéliniques, la remyélinisation est plus active alors qu’elle est enmoindre proportion lors de
la chronicisation de I’inflammation. Dans les lésions actives, les neurones démyélinisés
sécretent de la sémaphorine et provoquent la migration des OPC vers ces zones ou ils se
multiplient et se différencient en OLG myélinisants. Dans les Iésions chroniques, les OPC
sont rares et laremyelinisation est absente par absence de sécrétion de sémaphorine ou par
incapacité des rares OPC a se différencier. Au cours du temps, le phénomene de
remyélinisation tend adisparaitre, y compris dans les lésions actives, car le « pool » d’OPC
disponibles au sein du SNC s’épuise suite a la succession de cycles de démyélinisation et de
remyeélinisation (William et al., 2007). Enfin, il est important de noter qu’une répétition des

phases de démyelinisation et de remyélinisation peut avoir lieu au sein d’une méme Iésion.
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Figure 12 : Représentation schématique du niveau de myélinisation et des cellules associées dans
les différents types de plaques retrouvées dans la sclérose en plagques

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

Extrait de Fancy et al., 2011

5.5.3. Neurodégénérescence
Pour revue : Kutzelnigg and Lassmann, 2014 ; Mahad et al., 2015; Correale et al., 2019
A. Neurodégénérescence primaire
Le concept que la SEP est une affection d’origine immune a commencé a €tre remise en
question depuis le milieu des années 90, suite a I’observation d’un phénomene de
neurodégéneérescence apparaissant lors des stades précoces et ne répondant pas auxtraitements
immunosuppresseurs classiquement utilises dans la maladie (Lucchinetti et al.,2011 ;

Kutzelnigg and Lassmann, 2014). Cette neurodegénérescence sous-jacente cérébrale et
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médullaire est précoce, chronique et indépendante de la phase initiale de la maladie (Mahadet
al., 2015). Elle peut survenir des le début de la maladie conduisant & une perte axonale qui se
traduit cliniquement par une progression du handicap tant sur le plan moteur que cognitif, et
qui correspond de facon prépondérante a la symptomatologie des formes progressives,
contribuant ainsi a 1’évolution de la SEP progressive (Hauser and Oksenberg, 2006 ;
Bermel and Bakshi, 2006). A ce jour, le mécanisme exact de cette neurodégénérescence

primaire n’est pas ¢lucidé mais plusieurs hypothéses ont été émises.

B. Neurodégénérescence secondaire a la réponse immunitaire et a

P’inflammation
Pour revue : Hemmer et al., 2002 ; Haines et al., 2011 ; Friese et al., 2014; Barcelos et al.,
2019 ; Correale et al., 2019 ; Simkins et al., 2021

a. Atteinte axonale dépendante de la démyélinisation

Cette degénérescence peut survenir directement aprés la démyeélinisation dans certaines
Iésions et notamment au sein des lésions actives précoces ou des macrophages et des cellules
microgliales activées sont retrouvés a proximité d’axones 1ésés. Les atteintes axonales sont
plus fréquentes dans les Iésions chroniques, particulierement les lésions chroniques inactives,
que dans les NAWM ; elles sont rares dans les lésions remyélinisées. Des observations
suggerent 1’existence de deux mécanismes différents qui sont a 1’origine de la dégénérescence
axonale en fonction du type de lésion. Les lésions axonales sont rapides et médiées par les
cellules immunitaires et leurs médiateurs pro-inflammatoires au sein des Iésions
démy¢élinisantes actives alors qu’elles sont lentes et progressives via des mécanismes d’action
plus complexes au sein des plaques inactives (Kutzelnigg and Lassmann, 2014).Dans les
Iésions actives aigués ou chroniques, la dégénérescence débute dans les axones démyélinisés
qui se trouvent en contact direct avec le tissu inflammeéet au niveau desquels laconduction du
message nerveux est perturbée (Hemmer et al., 2002 ; Kutzelnigg and Lassmann, 2014).
De plus, afin de maintenir une transmission normale de I’influx nerveux, plusieurs
mécanismes se mettent en place et peuvent avoir des consequences délétéres a long terme.
Tout d’abord, au niveau des nceuds de Ranvier, les canaux sodiques, calciques et les
récepteurs glutamatergiques se redistribuent tout au long de I’axone afin de maintenir la
transmission de I’information de proche en proche (Kornek et al., 2001). Cette redistribution
des canaux ioniques le long de I’axone va induire une augmentation de la demande
énergétique (Werner et al., 2001) qui aura pour conséquence une augmentation du nombre de

mitochondries accompagnée de certaines modifications morphologiques, notamment une
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augmentation de taille (Mahad et al., 2009). Malgré cela, la production d’adénosine
triphosphate (ATP) ne sera pas suffisante pour le bon fonctionnement des pompes Na*/K*-
ATPasique. Il y aura alors accumulation de sodium au sein de 1’axone conduisant au
fonctionnement inverse des échangeurs Na*/Ca?* avec pour conséquence une augmentation de
la concentration intracellulaire en Ca?* (Figure 13). Une activation de protéases est retrouvée
suite & cet exces de calcium, induisant un dysfonctionnement du transport axonal et de la
fonction mitochondriale. Le dysfonctionnement des pompes Na*/K*-ATPasique limitent les
capacités de repolarisation des axones, ce qui contribue au développement des troubles

neurologiques (Dutta and Trapp, 2014).

Healthy Myelinated Axon
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Figure 13 : Représentation schématique des processus métaboliques et homéostatiques clés dans
un axone myélinisé sain par rapport a un axone chroniquement démyélinisé dans la sclérose en
plaques
IL-1: Interleukine 1; IL-6 : Interleukine 6 ; Kir 4 : Canaux potassiques rectifiant dans le
sens entrant ; MCT : Monocarboxylate transporteur ; NaV1.6: Canal sodique voltage-
dépendant ; RNS : Especes réactives de 1’azote ; ROS : Espéces réactives d’oxygene ; TNF-

a : Facteur de nécrose tumorale alpha.
Simkins et al., 2021

b. Atteinte axonale indépendante de la démyélinisation
Outre la démy¢linisation, la dégénérescence axonale pourrait également étre due a d’autres
facteurs. En effet, des lésions axonales diffuses ont été trouvées dans des zones du SNC
enabsence de phenoméne de démyélinisation. Ces lésions seraient provoquees par

unphénomene de transection des axones secondaires a de la dégénérescence Wallerienne

30

——
| —



Synthése bibliographique

ourétrograde. C’est notamment le cas de la neurodégénérescence axonale observée au niveau
de la NAWM (Dziedzic et al., 2010).

Pour qu’une dégénérescence de I’axone puisse étre induite directement en 1’absence de
démyélinisation, plusieurs mécanismes seraient impliqués notamment mediés par des cellules
immunitaires. Ces cellules vont libérer des molécules cytolytiques, dont la perforine et/ou le
granzyme B, qui sont dirigées contre les OLG mais également contre les axones des neurones,
ainsi que des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-o qui va a son tour participer aux
processus de dégenérescence axonale (Kutzelnigg and Lassmann, 2014).

L’ensemble des mécanismes clés des processus impliqués a 1’origine de la dégénérescence

axonale est représenté dans la figure suivante (Figure 14) :
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Figure 14 : Les mécanismes clés des processus a I’origine de la dégénérescence axonale
Dans la sclérose en plaques, I’inflammation chronique induit la production des espéces
réactives d’oxygene (ERO) et des espéces réactive de 1’azote (ERA) qui vont altérer le
fonctionnement mitochondrial (a). Ceci favorise le stress métabolique, le mauvais repliement
des protéines dans le réticulum endoplasmique (RE), une déficience énergétique. Une
redistribution des canaux a lieu afin de permet de maintenir la conduction nerveuse, elle
induit un déséquilibre ionique & 1’origine d’une accumulation de glutamate dans 1’axone
conduisant a sa dégénérescence (b).
Extrait de Dendrou et al., 2015

5.5.4. Stress oxydant
A. Généralités sur le stress oxydant
Pour revue : Ohl et al., 2016 ; Adamczyk and Adamczyk-Sowa, 2016 ; Waslo et al., 2019 ;
Tanaka and Vécsei, 2020 ; Mannucci et al., 2021
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En conditions physiologiques, les systemes biologiques produisent des radicaux libres (RL)
ou especes pro-oxydantes. Ces molécules sont indispensables pour certaines fonctions
cellulaires, mais sont aussi trés instables et peuvent rapidement causer des dommages
tissulaires. Au sein de 1’organisme, les systémes de défense antioxydants existent afin de
maintenir un niveau non cytotoxique des RLen les dégradant ou en empéchant la formation de
ces especes fortement réactives. Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre la
production des espéces pro-oxydantes qui est augmentée et la diminution du pouvoir des
systemes de défenses antioxydantsengendrant des dégats souvent irréversibles (Dizdaroglu
and Karakaya, 2012). Le stress oxydant peut entrainer des dommages sur les
macromolécules cellulaires (Figure 15), jouant ainsi un réle important dans la

physiopathologie d’une variété de maladies neurodégénératives, dont la SEP.

O %

O

4

I Lipid peroxidation
£ Protein oxidation J
DNA oxidation

Figure 15 : Schéma des principaux radicaux libres et de leurs effets sur les macromolécules et la
défense antioxydante enzymatique
ROS : Espéces réactives de 1’oxygéne CAT : Catalase
SOD : Superoxyde dismutase GPx : Glutathion peroxydase
GSH : Glutathion forme réduit GSSH : Forme oxydée du glutathion

B. Les radicaux libres

Les especes pro-oxydantes (ou RL) sont des molécules possédant au moinsun électron libre
non apparié sur leur orbitale externe. Ces radicaux sont tres réactifs et instables, car ils
cherchent a transférer leur électron sur des moléculesenvironnantes. Ainsi, ils participent a
des réactions en chaine pour former de nouveaux RL. Un radical est d’autant plus réactif qu’il
a une durée de vie courte et qu’il a la possibilité de transférer son éléctron libre sur une autre
molécule. Dans les systemes biologiques, les RL les plus importants sont les espéces réactives
de I’oxygene (ROS) et de I’azote (RNS) (Alkadi, 2020).
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Le dioxygéne (O2) est un élément indispensable au fonctionnement normal de tous les
organismes vivants. Son réle dans la survie cellulaire est associé a son potentiel redox élevé,
ce qui fait de lui un excellent agent oxydant capable de capter facilement des électrons libres
apartir de substrats réduits. Selon leurs nécessités métaboliques, les cellules ont des besoins
différents en oxygene. Les neurones et les astrocytes sont en grande partie responsables de la
consommation massive d’oxygeéne et de glucose par le cerveau. Ainsi, si le cerveau ne
représente qu’environ 2% du poids total du corps, il requiert plus de 20% de la
consommationtotale d’oxygene (Halliwell, 2015). Les états de spin identiques de ses deux
électrons orbitauxexternesconférent a l'oxygeéne une trés grande stabilité, a 1’exception de
I’action de catalyseurs appropriés qui brouillent les états spin des électrons pour produire des
formesd'oxygene partiellement réduites, intermédiaires radicalaires trés réactifs et tres
instables, lesROS.

Ces ROS incluent a la fois des especes radicalaires, tels que le radical hydroxyl (-OH) et
I’anion superoxyde (02 ouQ2), et des espéces non radicalaires tels que le péroxyde
d’hydrogéne (H202), ’oxygene singulet (102) et le trioxygéne ou ozone (Os) qui peuvent étre
facilement convertis en RL (Figure 16)(Halliwell, 2015 ; Chen et al., 2012).

Réaction de fenton

» H?GZ '/ \ » '0H+0H-

Superoxyde dismutase (SOD)
Fe?* Fet
Figure 16 : Génération des espéces réactives de I’oxygéne

L’anion superoxyde (02" ), est généré a partir d'O, en tant que sous-produit du complexe de
la chaine respiratoire mitochondriale ou par lanicotinamide adénine dinucléotide phosphate
oxydase(NADPH). La superoxyde dismutase (SOD), transforme le Oz “en peroxyde
d’hydrogéne (H202), qui peut ensuite étre transformé en plusieurs autres ERO tels que le
radical hydroxyl (OH¢) et I’anion hydroxyl (OH").

Extrait de Chen et al., 2012

Il existe deux sources de production des ROS : les sources exogeénes et les sources endogeénes.

Parmi les sources exogenes,sont retrouvés les médicaments, les toxines, des produits
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chimiques, les UV et les rayonnements ionisants. Les sources endogénes sont géneralement
médiées par des enzymesmitochondriales et non-mitochondriales dont les xanthines oxydases
(X0), le nicotinamide adéninedinucléotide phosphate (NADPH) oxydases (NOXs), les
cytochromes P450 du RE et les flavines oxydasesdu peroxysome (Song and Zou, 2015).
La mitochondrie est considérée comme la principale source de production endogéne de ROS
et ceci par le biaisde plusieurs voies qui sont principalement modulées par les complexes de la
chaine respiratoiremitochondriale (Widlansky and Gutterman, 2011),notamment les
complexes | et Il (Song and Zou, 2015). Dans certaines maladies neurodégénératives, le
complexe | produit de maniere excessive les ions superoxyde 02" (Zorov et al., 2014) qui
peuvent traverser la membrane mitochondrialeinterne ou, sous I’action des SOD,ils peuvent
étre réduits en H20.. Ce dernier sous ’action de la catalase péroxysomale est converti en H.O
et O2. Le H20> libéré dans le cytosol peut alors étre converti en OHe hautement réactif et
nocif, via la réaction de Fenton en cas d’un dysfonctionnement péroxysomal et en présence
des métaux de transition de type Fe**(Valko et al., 2007).

Une autre source endogéne importante de production des ROS sont les peroxysomes. En
effet,ils produisent la majorité du H2O- cellulaire et ils possedent des catalases capables de le
décomposer. lls permettent donc de maintenir 1’équilibre entre la production et 1’élimination
des ROS. Ainsi, lorsque les peroxysomes sont endommages, cela peut entrainer un stress
oxydant a cause de I’augmentation de la libération de H>O> dans le cytosol suite a une

diminution de la quantité de catalase (Valko et al., 2007).

C. La défense antioxydante
La cellule doit s’opposer au développement d’un stress oxydant, en maintenant 1’équilibre
entre la production des ROS d’une part et leur destruction d’autre part. Ceci est assuré par des
systemes antioxydants qui peuvent étre soit des antioxydants enzymatiques (primaires), soit

des antioxydants non enzymatiques (secondaires).

a. Antioxydants enzymatiques (primaires)
Ce systeme est principalement composé des enzymes que sont les superoxydes dismutases

(SOD), la catalase (CAT), les glutathion peroxydases (GPXx) et les thiorédoxines.

e Lasuperoxyde dismutase
La SOD représente la premiére ligne de défense contre les ROS et elle joue un role

importantdans la dismutation de 1'02™ hautement réactif en H2O2 et en O. Il existe trois
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isoformes qui sedistinguent en fonction de leur localisation cellulaire et de leur cofacteur
métallique : SOD1

(Cu/Zn-SOD) est la forme nucléaire ou cytosolique associée aux ions Cuivre et/ou Zinc,
SOD2 (Mn-SOD) est la forme mitochondriale associée au Manganese et SOD3 est une forme

extracellulaire (Dasuri et al., 2013).

e La glutathion peroxydase
La GPx appartient & une famille de multiples isoenzymes qui métabolisent une grande variété
d’hydroperoxydes (R-OOH). Elle catalyse aussi la réduction de H20> en utilisant le glutathion
réduit (GSH) comme donneur d'électrons. La GPx est située a la fois dans le cytosol et les
membranes mitochondriales et est impliquée dans la diminution de la peroxidationlipidique. Il
existe plusieurs isoformeset la naturede chaque isoforme ainsi que leurlocalisation cellulaire
définissent son activité antioxydante. L’une des principales enzymes antioxydantes du
cerveau est la GPX1 localisée dans le cytosol et les mitochondries. Des études antérieures ont
suggeré que la régulation de la GPX1 pourrait étre un des mécanismes protecteurs contre les

Iésions neuronales (Power and Blumbergs, 2009).

e Lacatalase
La CAT est une enzyme responsable de la conversion de H2O2 en H20 et en O en utilisant le
Fer ou le Manganése comme cofacteur. Elle est localisée préférentiellement au niveau du
peroxysome mais aussi dans le cytoplasme et les mitochondries en faible quantité (Gandhi
and Abramov, 2012).

b. Antioxydants non enzymatiques (secondaires)
Les antioxydants secondaires sont considérés comme des piégeurs de RL non enzymatiques.
Contrairement aux enzymes, la plupart des antioxydants secondaires ne sont pas synthétisés
dans I’organisme et doivent donc étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie, sont
retrouvés les oligoéléments (cuivre, zinc, manganése, fer, sélénium), certaines classes de
polyphénols, le GSH, I’'ubiquinone (CoQ10), I’alpha-tocophérol (ou vitamine E), 1’acide

ascorbique (ou vitamine C) et les caroténoides (Baudin, 2020).

D. Stress oxydant en tant que lien entre inflammation et
neurodégénérescence dans le cas de sclérose de plaques
Pour revue : Ciccarelli et al., 2014 ; Haider, 2015 ; Peruzzotti-Jametti and Pluchino, 2018 ;
Michalickova et al., 2019
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Le cerveau est un organe particulierement vulnérable au stress oxydant. En effet, le besoin
accru en oxygene est associé a un métabolisme oxydatif élevé. Cependant, il est
relativementdéficient en enzymes antioxydantes (Nunomura et al., 2006), ce qui favorise
I’augmentation de la production des ROS et des RNS. En plus, le SNC est riche en acides gras
polyinsaturés qui sontfacilement oxydés par des ROS (peroxydation lipidique) (Perry et al.,
2002). La présence dela BHE est considérée comme un inconvénient supplémentaire pour le
cerveau, le rendant encore plus sensible au stress oxydant. La BHE est congue pour protéger
le SNC contre les toxines en limitant leur diffusion vers les neurones et les cellules gliales.
Cependant, elle empéche ou réduit 1’absorption de certains agents antioxydants comme la
vitamine E, ce qui facilite la propagation des RL et leurs effets toxiques. Le stress oxydant est
ainsi un dénominateur commun de toutes les maladies neurodégénératives, puisqu’il participe
toujours activement a la cascade d’événement conduisant a la dégénérescence (Linand Beal,
2006). L’implication du stress oxydant a été mis en évidence chez des patients atteints de
SEP, caractérisé par des niveaux elevés en ROS et une altération du systeme de défense
antioxydant entrainant la propagation du stress oxydant et 1’évolution de la pathologie
(Ferretti et al., 2005 ; Van Meeteren et al., 2005 ; Koch et al., 2006).

Au niveau des NAWM et des lésions chroniques, les axones comme les gaines de myéline
sont en contact avec des cellules microgliales activées qui produisent des ROS par
I’intermédiaire de la NOX et des myéloperoxidases. Ces ROS induisent 1’oxydation des
lipides contenus dans les axones et les gaines de myéline mais également dans les acides
désoxyribonucléotides (ADN). De plus, les cellules immunitaires périphériques et les
macrophages ayant infiltrés le SNC produisent également des ROS et des NOS induisent une
atteinte de différents types cellulaires (neurones, OLG) ainsi que d’organites tels que les
mitochondries (Wang et al., 2014).

Les mitochondries sont tres sensibles aux ROS et NOS qui conduisent a un arrét de la chaine
respiratoire mitochondriale et a la libération d’électrons induisant ainsi une seconde vague de
production de ROS et une amplification du phénomene dégénératif (Friese et al., 2014 ;
Peruzzotti-Jametti and Pluchino, 2018). Ainsi, les OLGs et les gaines de
myélineendommagées libérent dans 1’espace extracellulaire 1’ion Fe®* qui se convertit en ion
Fe2* conduisant a une augmentation de la toxicité des ROS et participant dans certaines
régions du cerveau a la propagation de la neurodégénérescence et de I’atrophie (Mahad et al.,
2015).

En résumé, les principaux mécanismes responsables de la génése du stress oxydant chez les

patients atteints de SEP sont résumé dans la Figure 17 (Haider, 2015).
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Figure 17 : Mécanismes de la Iésion oxydative dans la sclérose en plaques

La séquence temporelle et I'interrelation des événements redox dans la SEP sont différentes entre
la SEP récurrente-rémittente et la SEP progressive mais aussi selon les stades d’avancement de la
maladie et selon les patients. Par conséquent, cette figure n'illustre pas nécessairement une
chronologie des événements de ceux présentés de (1) a (5), mais une possible co-existence de
différentes situations. (1) La source initiale de la lésion oxydante est une activation des
macrophages et de la microglie au cours de la phase inflamamtoire de la maladie. Les enzymes
responsables sont la NADPH oxydase (NOX), la forme inductible de 1’oxyde nitrique synthase
(iNOS), la xanthine oxydoréductase (XOR) et les myéloperoxydases (MPO). (2) Les espéces
réactives libérées lors de la réponse inflammatoire a partir de la microglie et les macrophages
endommagent les composants de la chaine respiratoire, mettant en danger le métabolisme
énergétique et la production d’adénosine triphosphate (ATP) par les mitochondries. Dans les
conditions de phosphorylation oxydative inefficace (OxPhos), la chaine respiratoire elle-méme
devient une source importante de stress oxydant. De plus, les espéces réactives endommageant
I’ADN mitochondrial (ADNmt) provoquent des mutations de 'ADNmt. Au cours du temps, les
mitochondries défectueuses sont amplifiées. (3) Une combinaison de ces événements entraine
finalement un déficit énergétique et une diminution de la production d'ATP. A un certain stade, le
dysfonctionnement mitochondrial s'accumule : la production d'ATP devient alors insuffisante
pour que la Na*/K* ATPase élimine I'excés de Na* des axones. L'augmentation intra-axonale de
Na* entraine l'inversion de I'échangeur Na*/Ca?*. (4) Cela conduit a une élévation de la
concentration axonale en Ca?*, qui déclenche une cascade de plusieurs événements délétéres,
provoquant éventuellement une aggravation des perturbations des mitochondries intra-axonales et
une production accrue de ROS, et enfin une dégénérescence axonale. (5) Le fer est
physiologiquement stocké dans les feuillets de myéline ; cependant, la démyeélinisation déclenche
sa libération dans I'espace extracellulaire. Par la suite, il subit une conversion en forme ferreuse
divalente, ce qui peut augmenter la toxicité des ROS. Dans la réaction de Fenton, Fe?* est oxydé
en Fe**, tandis que le peroxyde d'hydrogéne est converti en radical hydroxyle et anion hydroxyle
hautement toxiques. Le fer libéré est absorbé par les macrophages et la microglie, qui libére et
dépose du fer lors de la phagocytose des neurones endommages. Une forte charge en fer peut
méme induire la mort cellulaire, apres quoi le fer est davantage libéré, initiant une deuxieme
vague de stress oxydant et provoquant une amplification des lésions oxydantes.

Extrait de Michali¢kova et al., 2019

6. Presentations cliniques

6.1. Formes cliniques

37

——
| —



Synthése bibliographique

Pour revue : Lublin et al., 2014 ; Baecher-Allen et al., 2018 ; Lublin et al., 2020

L’évolution de la SEP au cours du temps est variable mais elle est généralement caractérisée
par des épisodes aigus d’aggravation des signes cliniques suivis par des phases de
récupération ou de détérioration progressive des fonctions neurologiques, ou la combinaison
des deux. Vu cette hetérogénéité des formes cliniques, une premiére classification a été établie
en 1996 (Lublin and Reingold, 1996) qui repose sur 4 grands motifs d’évolution de la
maladie : la SEPrécurrente-rémittente (SEP-RR), la SEP progressive primaire (SEP-PP), la
SEP progressivesecondaire (SEP-SP) et la SEP progressive a rechute (SEP-PR). Par la suite,
cette classification a été révisée en 2011 par les sociétés américaines et européennes de la SEP
et le «<MS Phenotype Group» et deux nouvelles catégories ont été ajoutées : les syndromes
radiologiquement isolés (RIS) et les syndromes cliniqguement isolés (CIS). Réellement, le RIS
ne constitue pas en lui-méme un sous-type de SEP, mais plutét unétat de vulnérabilité pouvant
évoluer vers une SEP et il correspond a la découverte fortuite parimagerie d’une inflammation
démyélinisante en I’absence de signe clinique ou de symptome. De méme, le CIS ne constitue
pas une forme de SEP a part entiére mais les personnes qui le présentent ont un risque accru
de développer une SEP et il correspond au premier événement clinique de la maladie qui
associe des caractéristiques inflammatoires et demyélinisantes. Des études ont montré que si
le CIS est associ¢ a des lésions visibles a 1’imagerie par résonance magnetique (IRM)
suggérant une SEP, le patient présente un risque de 80% de développer une SEP dans les 10
ans alors que s’il n’est pas associ¢ a des lésions typiques, ce risque diminue a 20%

(Thouvenot, 2015) (Figure 18).

6.1.1. Forme récurrente-rémittente (SEP-RR)
La SEP-RR est la forme la plus fréquente et touche 85 a 90% des patients en début de la
maladie (Magy, 2009).Elle se manifeste par des poussées qui sont des périodes durant
lesquelles les signes neurologiques vont soit apparaitre, soit réapparaitre ou s’aggraver,
suivies de rémissions qui sont des périodes durant lesquelles il y a atténuation ou disparition
des symptémes (Depaz et al., 2013). Généralement, les poussées ne durent pas plus
dequelques mois et au début de la maladie, elles sont espacées dans le temps avec une
moyenne d’une a deux par année. Avec le temps, elles deviennent trés souvent plus
fréquentes. Au cours des périodes de rémission, la récupération est souvent compléte en début
de maladie etpuis devient de moins en moins compléete au cours du temps conduisant a la

chronicisation voire a I’accumulation des atteintes neurologiques.
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Les phases de poussées s’accompagnent d’un ralentissement voire d’un blocagede la
conduction de I’influx nerveux causées par des phases d’inflammation démyélinisantes et un
dysfonctionnement axonal. Les phases de rémission correspondent a la restauration de la
conduction de I’influx nerveux grace a la résorption de la réponse immune et inflammatoire et
a la mise en place du phénoméne de remyélinisation. C’est donc I’alternance entre les
processus de démyélinisation et de remyélinisation qui est a I’origine du motif RR de cette

forme de SEP. La forme RR peut durer pendant de nombreuses années (Lublin et al., 2020).

6.1.2. Formes progressives
A. Formes secondaires progressives (SEP-SP)
La forme RR peut évoluer vers une forme secondairement progressive (SP) et ceci aprés une
quinzaine d’année de développement de la maladie en moyenne. L’installation des troubles
neurologiques et la progression du handicap de maniére continu sont les caractéristiques de
cette forme. Cette transition de la forme RR vers la forme SP affecte 50% des patients dans
les 10 premiéeres années de développement de la maladie, 70% dans les 20 premieres années
et jusqu’a 90 a 95% durant la totalité du développement de la maladie (Ouallet and Brochet,
2004). Cette forme serait expliquée par le fait que la chronicité de la maladie dépasse les
capacités d’adaptation et de récupération du SNC en termes de remyélinisation comme de
compensation des atteintes neuronales. Le point de transition de la forme RR vers la forme SP
est repéré par I’évolution du profil des symptomes: les poussées disparaissent
progressivement et une aggravation progressive des symptdmes neurologiques est observée.
Le suivi longitudinal des patients en imagerie a permis de montrer une accélération des
phénomenes d’atrophie cérébrale et de perte axonale (L’aggravation progressive des
symptomes serait ainsi a corréler a I’accumulation des processus neurodégénératifs (Frischer
et al., 2009).Le diagnostic de SEP-SP n’est pas facile a poser et nécessite souvent 1 a 3

années de surveillance de 1’évolution des patients.

B. Formes progressive primaire (SEP-PP)
C’est une forme qui touche 10 a 15% des patients au moment du diagnostic de la maladie
(Depaz et al., 2013). Elle est d’emblée progressive avec des poussées ou rémissions rares ou
quasi-inexistantes. Pour cette forme de la maladie, les progressions du handicap et des signes
neurologiques sont réguliéres et inéluctables. Cette forme apparait plus tardivement vers 40
ans avec une méme incidence entre hommes et femmes. C’est une forme non inflammatoire

ou si I’inflammation est présente, elle I’est & moindre bruit. L’aggravation se produit a un
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niveau comparable aux formes de SEP-SP, mais souvent sur une durée plus rapide, et
probablement pour des raisons similaires et notamment I’accumulation des processus
neurodégénératifs. Dans cette forme de SEP, il peut y avoir également chez de rares patients
quelques poussées ; ils sont alors diagnostiqués pour une forme progressive rémittente (SEP-

PR) observée chez moins de 5% des patients.

N

Preclinical cis Relapsing-remitting Secondary Progressive
RIS

Disabilty

Relapses

Clinical
threshold

Gadolinium See o ecce o cece o cces - cece coce o oo - - .- - - -

(MRI) - Preclinical: - FDA approved drugs for relapsing MS: - Refractory to most
Prevention Rx individualized based on patient profile current therapy

=

=

£ |- rRIS: Rx for - Acute attacks: steroids, plasma exchange - Ocrelizumab

= relapsing (primary progressive)
L= MS

= Drugs in clinical trials

Figure 18 : Représentation schématique des différentes formes de sclérose en plaques
La SEP peut étre découverte de fagon accidentelle a 1’imagerie par résonance magnétique
(IRM) sous la forme d’un syndrome radiologiquement isolé (RIS) ou se manifester sous la
forme d’un syndrome cliniquement isolé (CIS) suivi par une phase de symptdmes récurrents-
rémittents, caractérisée par des épisodes discrets de dysfonctionnement neurologique et de
rémission. S’ensuit une aggravation progressive des symptomes sans récupération marquant
I’entrée des patients dans la phase progressive secondaire. Certains patients peuvent
présenter directement des symptomes progressifs dés le début de la maladie, c’est la forme
progressive primaire (PP). Les corrélats IRM de la maladie incluent une augmentation des
Iésions positives au gadolinium, qui représentent la rupture de la barriere hémato-
encéphalique et 1’influx des cellules immunes dans le systéme nerveux central,
I’accumulation des anomalies observables en T2 et une diminution du volume cérébral par
mesure de 1’atrophie.
Extrait de Baecher-Allen et al., 2018
6.2. Symptdmes

Pour revue : Ouallet and Brochet, 2004 ; Papeix, 2011

Les symptdmes de la SEP dépendent de la localisation des Iésions au sein du SNC, ainsi que

de leur accumulation au cours de 1’évolution. Ces symptdmes peuvent étre isolés ou bien

coexister. Lors de la premiere poussee de la maladie, les premiers signes constatés sont

lessignes inauguraux qui peuvent par la suite étre complétés par d’autres symptomes (Figure
19).
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Encéphale
Fatigue et depression
Troubles de la concentration
Troubles cognitifs

Tronc cerebral A '}.
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Nystagmus y 3 ' ) Troubles de la coordination
Syndrome vestibulaire o Ataxie
Hémiparésie \

Moelle épiniére
Troubles sensitifs
Contractures musculaires

Nerf optique
Névrite optique rétrobulbaire

Troubles de la vision Raideurs musculaires

Troubles intestinaux et sphinctériens

Figure 19 : Représentation des symptdmes de la sclérose en plaques en fonction du site de Iésion

observé

6.2.1. Phase initiale
Parmi les symptdmes inauguraux les plus frequents,on retrouve :

. La névrite optique rétrobulbaire (NORB) qui résulte de la formation d’une

plague de démyélinisation au sein du nerf optique.Cette NORB, souvent révélatrice de la
maladie (retrouvé dans 20% des cas), est presque constante dans la SEP et se manifeste au
début de la maladie ou au cours de son évolution. Elle se traduit par une baisse rapide, en
quelques heures ou quelques jours, de I’acuité visuelle d’un ceil et une douleur oculaire ou
orbitaire. Elle peut également se manifester par 1’apparition dans le champ visuel de taches
noires et d’une altération de la couleur. Le fond d’ceil est normal au début mais un scotome
central et un cedéme papillaire peuvent parfois €tre observés. La névrite optique évolue
favorablement en quelques mois. La récupération est compléte dans 80% des cas (Scherer et
al., 2009 ; Cambier et al., 2012).
Les troubles oculomoteurs font aussi partie des troubles inauguraux de la SEP mais peuvent
également se développer au cours de la maladie. Ils résultent de lésions inflammatoires au
niveau du tronc cérébral et se manifestent généralement par une diplopie(vision double) ou un
nystagmus (mouvement d’oscillation involontaire et saccadé du globe oculaire) mais dans
certains cas un syndrome vestibulo-oculaire peut étre observeé.

o La my¢lite aigué est un des symptomes initiaux de la SEP et résulte d’une
inflammation de la ME. Elle se manifeste par 1’apparition d’une paraparesie aigué en

quelques heures (une paralysie Iégere des membres postéerieurs) pouvant durer quelques jours.
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D’autres symptomes moins fréquents a I’initiation de la maladie peuvent également éEtre
retrouves. Peuvent étre cités différents troubles moteurs tels que des tremblements, des
troubles de 1’équilibre, de la coordination des mouvements et de la motricité fine ou des
déficits de la force musculaire. Ces troubles resultent de la présence des lésions dans le
cervelet (Cambier et al., 2012). L’atteinte vestibulaire chez les patients peut provoquer des
vertiges, des nausées lors des changements de position ou de rotation de la téte et peut méme

¢galement entrainer une perte de 1’équilibre.

6.2.2. Phase d’état
Au bout de quelques années d’évolution, les atteintes motrices, sensitives, cérébelleuses et des
nerfs craniens aboutissent a des handicaps dans la vie quotidienne. Des troubles de la
déglutition ou de la phonation peuvent étre observés (Pérennes et al., 2008).
Les troubles cognitifs sont les plus fréquents chez 40 a 70% des patients atteints de SEP, au
cours de I’évolutionde la maladie,et dans certains cas, ils peuvent apparaitre dés la phase
précoce de la maladie. Parmi ceux-ci, figurent les troubles de I’attention, de la concentration,
de la fluidité de la pensée, de la vitesse de traitement de I’information, de la mémoire et des
fonctions visuospatiales (Schulzet al., 2006).Une grande variabilité interindividuelle est
observée concernant le type et la sévérité de ces troubles cognitifs. Ces symptémes sont
souvent provoqués par des lésions corticales ou hippocampiques de tres petite taille.
Parmi les troubles les plus fréqguemment recenses, il y a également les troubles urinaires. En
effet, plus de 90% des patients atteints de SEP souffrent de troubles urinaires, dont
lesincontinences urinaires, une dysurie (difficulté a I’évacuation de 1’urine, sans tenir compte
de la douleur qui peut étre associée), I’interruption du débit urinaire et la miction incomplete.
En plus de la géne fonctionnelle, ces troubles favorisent la survenue d’infections urinaires
répétées (Scherer et al., 2009). Ills résultent le plus souvent d’atteintes bulbaires ou
médullaires.
La dépression se retrouve fréqguemment chez 25 a 55% des patients. Elle peut étre provoquée
par une plaque dont la localisation interfere avec le circuit de I’humeur tout comme elle peut
étre la conséquence de la dégradation du bien-étre personnel. Le taux de suicide est plus élevé
chez les patients atteints de SEP de sept fois et demicomparé a la moyenne nationale et la
dépression figure comme une cause majeure.
La fatigue, quasi constante et treés invalidante, est 'un des symptomes le plus fréquent chez
les patients atteints de la SEP retrouvé chez 75 a 95% des patients. Elle peut survenir des le

début de la maladie et n’est pas nécessairement corrélée au degré de handicap physique. Deux
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types de fatigue se distinguent, la fatigue aiguéqui dure moins de 6 semaines et la fatigue
chronique présente plus de 50% du temps et depuis plus de 6 semaines. La fatigue a un
important retentissement sur la qualité de vie des patients. Elle peut entrainer une
modification de la qualit¢ du sommeil, une diminution de la résistance a I’effort, une
réduction des performances physiques et intellectuelles pouvant aboutir a un arrét prématuré
de I’activité professionnelle. Les patients sont également moins aptes a participer aux activités
familiales, ce qui peut parfois entrainer une dépression et une désocialisation (Ouallet and
Brochet, 2004).

Les troubles sexuels sont également tres fréquents, toucahntjusqu’a 82% des hommes et 52%
des femmes. Ils se manifestent chez I’homme par une instabilité érectile avec une durée
d’érection insuffisante qui peut méme évoluer vers une perte totale de 1’érection pendant les
rapports. Ces troubles de 1’érection résultent d’une atteinte spinale. Chez la femme, une
dysorgasmie qui se définit comme un orgasme douloureux, mais sans douleur préalable lors
des rapports sexuels, avec une abolition partielle ou totale de la sensation orgasmique est le
principal trouble sexuel observé. D’autres troubles ont également été constatés comme une
réduction de la libido ou une diminution plus ou moins importante de la lubrification vaginale
causant des douleurs pendant les rapports. Les troubles sexuels peuvent étre rendus plus
complexes par la présence d’autres symptomes. En effet, la fatigue peut s’associer a une
diminution du désir sexuel tandis que les troubles sensitifs au niveau des organes génitaux
pourraient étre associés a la diminution de la sensibilite.

L’évolution des symptdmes chez les patients est évaluée par les neurologues en ayant recours
a une échelle de cotation du handicap ’EDSS (Expanded Disability Status Scale en anglais,
Echelle de statut diinvalidité étendue). Cette échelle prend en compte 8 paramétres
fonctionnels dont quatre parameétres qualifiés de majeurs qui concernent les fonctions
pyramidale, cérébelleuse, sensitive et du tronc cérébral et quatre paramétres mineurs
concernant les fonctions des sphincters, de la vision, mentale et autres. Cette échelle
correspond a un score de sévérité croissante, donné pour chaque parameétre fonctionnel allant
de 0 a 6 ou 7. Par la suite, un score global de 0 a 10 (avec une évaluation par demi-point)est
déterminé en fonction du score obtenu pour chaque paramétre fonctionnel et en fonction du
nombre de paramétre fonctionnel atteint. Ce score global prend également en compte les

scores supérieurs a 4 pour l’incapacité a la marche (Figure 20)(Kurtzke, 1983).
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The Expanded Disability Status Scale (EDSS)
AAFE L A A Sk
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signs activities work whoelchair effectively or
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Figure 20 : Echelle de cotation du handicap chez les patients atteints de sclérose en plaques

6.2.3. Les troubles sensitifs et le cas particulier de la douleur
Pour revue : Truini et al., 2013 ; Yilmazer et al., 2020 ; Mirabeli and Elkabes, 2021
Parmi les troubles sensitifs retrouvés chez les patients atteints de SEP, certains entrainent des
douleurs, alors que d’autres sont non douloureux. Parmi ces derniers, peuvent étre
cités I’hypoesthésie thermique ou tactile qui correspond a une sensation réduite a des stimuli
non douloureux, I’hypoalgésie qui correspond a une sensation réduite a des stimuli
douloureux, la perte de sensation ou encore la paresthésie qui correspond a des sensations
anormales telles que des fourmillements ou des picotements (Tian et al., 2013 ; Osterberg
and Boivie, 2010).
Définie par I’Association Internationale pour 1’Etude de la Douleur (IASP), la douleur est «
une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée a des lésions tissulaires réelles ou
potentielles ou décrites en des termes évoquant de telles lésions ». Elle possede trois
composantes principales : une composante sensorielle qui correspond a des mécanismes
neurophysiologiques de la sensibilité profonde du corps, une composante émotionnelle ou
affective qui donne a la douleur sa sensation désagréable et enfin une composante cognitive
influant sur les deux autres composantes. Elle est divisée en deux catégories en fonction de sa
durée en douleur aigué et douleur chronique. La douleur aigué correspond a un signal
d’alarme, qui est une douleur intense et de courte durée déclenchée par le SN afin de protéger
I’organisme alors que la douleur est dite chronique lorsque sa durée est supérieure a trois mois
et qu’elle persiste méme si la cause de déclenchement a disparu.
Chez les patients atteints de SEP, il existe différents types de douleur. Selon les études, la
douleur chronique constitue un symptdme tres invalidant et trés fréquent avec une prévalence
estimée de 29 a 86% (Solaro and Uccelli, 2011 ; Moisset et al., 2013). Il y a une
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grandedifférence dans les parametres utilisés pour évaluer et definir la douleur dans le cas de
la SEP.

Plusieurs classifications des types de douleurs associées a la SEP ont été proposées, se basant
sur: l’origine primaire (qui est directement associée a la maladie) ou secondaire des
symptdmes et les mécanismes physiopathologiques de ces douleurs (O’Connor et al., 2008 ;
Truini et al., 2013). Cette classification regroupe les douleurs en trois grandes catégories : i)
les douleurs par exces de nociception, ii) les douleurs neuropathiqueset iii) les douleurs

mixtes.

A. Les douleurs par exces de nociception
Chez les patients atteints de SEP-RR, les douleurs par exces de nociception sont les plus
fréquentes (Moisset et al., 2013). Parmi ces douleurs, il y a la migraine retrouvée dans 50%
des cas, les douleurs musculaires associées a des anomalies posturales, notamment les
douleurs dans le bas du dos dans 10 a 16% des cas, et les douleurs associées a la névrite

optique retrouvées dans 8% des cas (Moisset et al., 2013).

B. Les douleurs neuropathiques

Pour revue : Brola et al., 2014 ; Mirabeli and Elkabes, 2021

Les douleurs neuropathiques sont le résultat direct ou indirect de la démyeélinisation du SNC.
Ces symptdmes déclarent un fort impact négatif sur leur qualité de vie (O’connor et al.,
2008 ; Thompson et al., 2010). Elles se caractérisent par des sensations anormales et elles
peuvent étre indépendantes de toute stimulation comme le cas des douleurs paroxystiques ou
étre évoquées. Les douleurs évoquées se répartissent en deux catégories, I’hyperalgésie qui
correspond a une réponse exagérée en réponse a un stimulus nociceptif et I’allodynie qui
correspond a une réponse douloureuse en réponse a un stimulus non douloureux. Ces douleurs
peuvent étre évoquées par des stimuli thermiques (chaud ou froid) ou mécanique. Ainsi, des
troubles de la sensibilité mécanique sont observés avec une forte prévalence d’hypoesthésie
ou d’hyperesthésie retrouvée chez respectivement 61% et 34% des patients atteints de SEP
(Osterberg and Boivie, 2010).

En fonction de la localisation des lésions au sein du SNC, ces douleurs sont de localisation
variable. Au niveau des membres inférieurs comme la jambe et le pied, les dysesthésies
caractérisées par des sensations de fourmillements, de brllure ou de douleur sont observées
chez 12 a 28% des patients (Truini et al., 2013) de facon bilatérale (Osterberg et al., 2005).
Elles sembleraient plus fréquentes chez les patients atteints de SEP-PP. Parmi les causes de

ces douleurs, est retrouvée la désafférentation du thalamus ou du cortex due & des lésions
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multiples le long des voies spinothalamiques (Osterberg et al., 2005).Le signe de Lhermitte
qui se caractérise par uneimpression de décharge électrique lors de la flexion de la nuque qui
se prolonge tout le long dudos ou des membres supérieurs est un type de douleur
neuropathiqueprésent chez environ 15% des patients. Il s’observe en général de maniére
transitoire au cours d’une poussée et cesdécharges eélectriques sont causées par la
démyélinisation des afférences de la ME cervicale et semblent provenir de leurs étirements
lors du mouvement de flexion de la nugue (Truini et al., 2013). La névralgie du trijumeau est
également retrouvée chez 2 a 5% des patients et se caractérise par des crises paroxystiques de
sensations de chocs électriques spontanés ou évoques par des stimuli inoffensifs au niveau
oro-facial. Dans ce cas, lesdécharges ectopiques sont causées par la démyélinisation des
afférences trigéminales et par la présence de lésions au niveau du pont et du tronc cérébral
(Truini et al., 2013).

C. Les douleurs mixtes
Ces douleurs sont provoquées principalement par des contractions involontaires des muscles
provoquant des dommages tissulaires et 1’activation des nocicepteurs. Elles peuvent étre uni-
ou bilatérales et regroupent :
-les spasmes toniques retrouvés chez 6 & 11% des patients notamment avec des formes de SEP
progressives et résultant de lésions situées dans les ganglions de la base, la capsule interne, la
medulla et la ME ;
-les douleurs liées a la spasticité (contraction continue des muscles) qui sont retrouvéeschez
environ 50% des patients (Mirabeli and Elkabes, 2021).

6.3. Le diagnostic

Pour revue : Thompson et al., 2018a

Les critéeres de diagnostic sont ceux de McDonald et al., révisés en 2017, déterminés par
consensus sur une initiative conjointe du Comité Européen pour le Traitement et la Recherche
sur la Sclerose en Plaques (European Committee for Treatment and Research in Multiple
Sclerosis, ECTRIMS) et la Société Nationale sur la SEP aux Etats-Unis (US National MS
Society).Le diagnostic repose sur la mise en évidence des manifestations cliniques,
neuroradiologiques et parfois biologiques.

Depuis leur introduction en 1965, les criteres de diagnostic pour la SEP ont reposé sur deux
critéres principaux : la détection de la dissémination spatiale et temporelle des déficits

neurologiques focaux et 1’exclusion de diagnostics différentiels importants.
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Ces disséminations doiventétre confirmées par :

- deux poussées de symptdmes separées dans letemps, associées a deux lésions visibles
en IRM qui sont corrélées aux symtdmes observés ;

- deux poussées de symptomes séparées dans le temps, associées a une seule Iésion
visible en IRM, les symptémes cliniques des poussées doivent alors étre différents et suggerer
des atteintes du SNC sur des sites différents.

L’inconvénient d’attendre deux poussées avant de poser le diagnostic de SEP est le retard a
I’initiation du traitement, ce qui a justifié la modification des critéres de McDonald en 2017.
Ces révisions suivent également ces principes, mais prennent en compte de nouvelles données
IRM et renforcent le réle des diagnostics du LCR dans la forme récurrente-rémittente de la
SEP (SEP-RR). Les innovations spécifiques incluent les 1ésions corticales de I’IRM en tant
que preuves de la dissémination (équivalent aux lésions juxta-corticales), la suppression de la
nécessité d’une différenciation entre les lésions asymptomatiques et symptomatiques de
I’IRM et la prise en compte des résultats caractéristiques du LCR pouvant remplacer les

criteres IRM pour la dissémination temporelle (Fox, 2019)(Tableau 1).

Tableau 1 : Critéres diagnostiques de la sclérose en plaques selon la version révisée en 2017 des
critéres de McDonald(Extrait de Thompson et al., 2018a)

Number of lesions with Additional data needed for a diagnosis of multiple
objective clinical evidence sclerosis

=2 clinical attacks =2 Mone*

=2 clinical attacks 1 (aswell as clear-cut historical None*
evidence of a previous attack
involving a lesion in a distinct
anatomical locationt)

=2 clinical attacks 1 Dissemination in space demonstrated by an additional
clinical attack implicating a different CNS site or by MRI

1 clinical attack =2 Dissemination in time demonstrated by an additional
clinical attack or by MRI OR demonstration of CSF-specific
oligoclonal bands®

1 clinical attack 1 Dissemination in space demonstrated by an additional
clinical attack implicating a different CNS site or by MRI
AND Dissemination in time demonstrated by an additional
clinical attack or by MRI OR demonstration of CSF-specific
oligoclonal bands¥

L’IRM est un examen de choix dans le diagnostic de la SEP et est actuellement 1’examen
paraclinique le plus utile pour le diagnostic précoce de la maladie car il permet I’observation
des lésions dans le SNC.

Il existe plusieurs types de séquences utilisées en IRM(Figure 21) :

Les séquences pondérées en T1 qui sont des sequences anatomiques a faible contraste pour
lesquelles les lésions apparaissent un peu plus foncées que la substance blanche, appelées

Iésions hypointenses ou « trous noirs ». Elles peuvent étre utilisées pourmettre en évidence
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une fixation anormale de gadolinium qui est un produit de contraste traversant la BHE
endommagee par l’inflammation. L’injection de gadolinium permet donc de rehausser
lessignaux et distinguer les plaques actives dans lesquelles 1’inflammation provoque une
rupture de la BHE, des plaques chroniques et donc de suivre 1’évolution de la maladie
(Thompson et al., 2018a).

- Les séquences pondérées en T2/ FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery)

dans lesquelles les plaques apparaissent plus claires que la substance blanche.

Figure 21 : Imagerie par résonance magnétique axiale (a) des lésions hyperintenses pondérées en
T2 (b) des lésions en anneau en T1 prenant le gadolinium
Les fleches bleues représentent les différents types des lésions.
Extrait de Buzzard et al., 2012

Ces séquences sont le plus souvent appliquées pour de I’imagerie cérébrale mais I’IRM
médullaire peut aussi étre réalisée, notamment si le nombre et la localisation des hypersignaux
ne semblent pas suffisants pour poser le diagnostic.

L’analyse du LCR est actuellement la seule analyse biologique avec une sensibilité supérieure
a 90% pour le diagnosticde la SEP (Lalive, 2011).L’exploration biochimique repose sur une
analyse quantitative des immunoglobulines et de 1’albumine présentes dans le LCR
comparativement au sérum afin d’évaluer I’état de perméabilité de la BHE (Delaroche et al.,
2003) ainsi que sur une analyse qualitative a la recherche de bandes oligoclonales
d’immunoglobulines IgG par la technique de focalisation isoélectrique. L’étude du LCR
permet de confirmer I’existence d’une réaction inflammatoire et d’éliminer d’autres causes

étiologiques, notamment un processus infectieux ou malin (Ouallet and Brochet, 2004).
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7. Prise en charge thérapeutique de la sclérose en plaques : progres et limites
7.1. Traitements actuels
Actuellement, il n’y a pas de traitement permettant de guérir la SEP, mais il existe une
combinaison de plusieurs stratégies permettant d’améliorer les conditions de vie des patients.
L’objectif principal est de stopper I’apparition et I’accumulation des déficits neurologiques en
ralentissant 1’activité de la maladie. Dans ce contexte, la stratégie thérapeutique actuelle
repose sur des traitements de la crise pour réduire la sévérité et la durée de celle-ci et sur des
traitements de fond ayant pour objectif de réduire la réponse immune afin de diminuer la
survenue de nouvelles poussées (Figure 22). S’associe a cette stratégie une prise en charge
des symptomes qui s’installent au cours du temps et qui ne sont pas complétement corrigés
par les traitements de crise ou de fond. Depuis environ une vingtaine d’années, des progres
considérables ont permis la mise sur le marché de nouvelles molécules permettant une

meilleure prise en charge des patients.

Traitements
de crise:

Traitements de fond: 15 ligne = Les
immunomodulateurs
Interféron-fi; acétate de glatiramére;
teriflunomide; diméthyle fumarate

Traitements de fond: 2ém* figne = Les
iIMmuUnesuppresseurs
Ocrelizumab; natalizumab, fingolimod;
alemtuzumab; mitoxantrone

Les
corticostéroides

Figure 22 : Représentation schématique des stratégies thérapeutiques actuellesdans la sclérose

en plagues

7.1.1. Traitements de la crise

Pour revue : Sloka and stefanelli, 2005; Tischner and Reichard, 2007; Loma and Heyman,
2011 ; Tintore et al., 2019 ; McGinley et al., 2021 ; Goldschmidt and McGinley, 2021

Ce sont les traitements employés lors des épisodes aigus afin de réduire la durée et ’intensité
des symptomes. Néanmoins, ces traitements n’apportent aucune amelioration a moyen et a
long terme et ne permettent pas de prévenir la réapparition d’une poussée (Pérennes et al.,
2008 ; Morrow et al., 2009). Les traitements communément employés sont les corticoides de
synthese avec principalement la méthylprednisolone mais aussi la bétaméthasone, la
déxaméthasone, la prednisone et la prednisolone qui peuvent étre utilisés comme traitement
de substitution.

La méthylprédnisolone (Solumédrol®, AMM le 23/09/1991) est un corticoide de synthése
avec une forte biodisponibilité absolue orale, qui se distribue facilement dans 1’organisme
mais aussi au seindu SNC car il est capable de traverser la BHE (Chen et al., 1996). Son

administration a forte dose induit une réduction de ’EDSS accélere la récupération des
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poussees et provoque uneréduction de 1’activité inflammatoire et du volume des lésions
observées en IRM (Miller et al., 2000). Ces effets peuvent étre observés sur une longue
période en induisant une réduction denouvelles Iésions (Oliveri et al., 1998).

En effet, au niveau du systéme immunitaire la méthylprednisolone inhibe 1’activation des LT
naifs (LTn) (Vanderheyde et al., 1999), réduit la maturation des cellules dendritiques, la
production des cytokines pro-inflammatoires IFNy, TNFa, IL-6 et 1L-12 (Leussink et al.,
2001) et augmente la production de cytokines anti-inflammatoire IL-10 (Hodge et al., 1999).
Elle induit également une fragmentation de ’ADN des LT circulants CD4" et CD8" (Yoshida
et al., 1997) en facilitant ainsi 1’apoptose des cellules immunes activées (Leussink et al.,
2001). Au niveau de la BHE, elle permet également de réduire le flux d’eau a travers la BHE
ce qui permet de réduire les cedémes cérébraux (Olson et al., 1988 ; Barkhof et al., 1991).

7.1.2. Traitements de fond

Pour revue : Muresanu et al., 2016 ; Tintore et al., 2019 ; Thompson et al., 2018b ; Hart et
al., 2021

Pendant de nombreuses années, aucun traitement n’était disponible pour ralentir 1’évolution
de la maladie et allonger la durée entre les rechutes et il a été considéré comme un défi avec
des options de traitement se limitant principalement aux corticostéroides, au
cyclophosphamide et au méthotrexate. C’est au milieu des années 90 que la prise en charge de
la SEP a été révolutionnéeavec le développement d’immunomodulateurs spécifiques. Depuis
cette date, detres nombreuses molécules ont été commercialisées (Diebold and Derfuss,
2016). Le traitement de fond repose sur deux principaux mécanismes d’action :

I’immunomodulation et I’immunosupression.

A. Traitements de premiere ligne : les immunomodulateurs

Les traitements immunomodulateurs agissent en régulant I’activité du systtme immmunitaire
et en diminuant I’inflammation et les 1ésions provoquées par son activité contre la gaine de la
myéline (Thompson et al., 2018b). Ils sont utilisés en premiére intention dans le traitement
de fond de la SEP car ils entrainent moins d’effets indésirables, notamment concernant le
risque infectieux.

Il existe plusieurs molécules pouvant étre utilisées comme immunomodulateur dans la prise
en charge de la SEP dont les principales sont représentées dans le tableau ci-
dessous (Tableau 2).
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Tableau 2 : Liste des traitements immunomodulateurs

, Meédicaments utilisés en Forme de s . _ Références
Molécule clinique SEP Ciblz/mécanisme d’action bibliographiques
+ Inhibition de la production des cytokines Thl pro-inflammatoires.
Interféron-p 1a Avonex®, AMM le 13/03/1997 *Stimulation de la sécrétion des cytokines Th2 anti-inflammatoires.
Rebif®, ANMM le 04/05/1998 *Angmentation de 'effet cytotoxique des LT natural killer (NK) et stimulation des LT .
Plegridy®, AMM le 18/07/2014 suppressives. Calabrest et al., 2014
SEP-ER ETot s . on . . . Mitsdoerffer et al . 2009
Inhibition du passage des lymphocytes auto-réactifs & travers le barriére hémato- Kav et al. 2013
Interféron-p 1b Betaféron®, AMM le 30/11/1993 encéphzalique en augmentant le taux de molécules d’adhésion cellulaire dans le sérum - b
Extavia®, AMM le 20/03/2008 et en réduisant la production d'intégrines et de métalloprotéinasze (MMP) par les
Iymphocytes.
*Favorise la différenciation de LT selon la voie Th anti-inflammatoires et activation
des LTreg en périphérie.
*Effet immunomodulateur sur les LB, lezs LT NK en favorizant la sécrétion de Haas et af, 2009
B cétate de platiramace Copmone®, AMM 1 25012002 S BE  ikines anfi infammalowes et en iohibant n séeodtion de cyickine mo- Eaketal 2011
inflammateires (IL-6, IL-12, TNF). Chen et al, 2009
*Effet newroprotecteur par angmentation de la production du facteur neutrophique
dérivé du cervean (BDNF).
*Effet cytostatique sur la prolifération des LB en inhibant la synthése de la Hauser et al, 2020
s . . . SEP-RR rrimidine. Di Nuzzo et al., 2014
Terifluaomide Aubagio®, AMM le 26/08/2013 E:]!.ﬂhihiﬂﬂﬂ de la prolifération des lymphocytes activés et diminution de la production Clavssen et al’, 2012
d°TFN- v par les LT activés. Wamnke et al, 2010
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En plus des traitements immunomodulateurs deécrits ci-dessus, il existe le diméthyle
fumarate ; son mécanisme d’action sera détailléci-dessous car il exerce son action en partie
par un effet antioxydant, thématique directement en lien avec mon travail de thése.

Le diméthyle fumarate (Tecfidera®, AMM le 30/01/2014), administré par voie orale, est un
ester de I’acide fumarique. Il est indiqué pour le traitement des patients atteints de SEP-RR. I
possede des effets immunomodulateurs, anti-inflammatoires et antioxydants mais le
mécanisme d’action précis resteencore mal connu (Lin et al., 2011 ; Scannevin et al., 2012 ;
Huang et al., 2015). En effet, il active la voie Nrf2 (Nuclear factor erythroid-derived 2) qui
controle 1’expression d’un grand nombre de protéines antioxydantes et d’enzymes inhibitrices
du stress oxydant. Dans les conditions physiologiques, le Nrf2 est séquestré dans le
cytoplasme par une interaction avec la protéine Keapl(Kelch-like ECH-associated protein 1).
Le traitement par le diméthyle fumarate entraine des modifications conformationnelles des
résidus de cystéine sur Keapl (Linker et al., 2011), ce qui permet l'activation par
phosphorylation et la translocation nucléaire de Nrf2 par le proto-oncogene et protéine
tyrosinekinase, Fyn. Ceci provoque 1’expression de certains geénes protecteurs tel que I'héme-
oxydase-1 (Lin et al., 2011) et la NADPH-quinone oxydoréductase 1 (Linker et al., 2011).
L'activation de ces enzymes est associée a des réponses anti-oxydantes (Figure 23)
(Matusheski et al., 2004).

ROS B
Electrophils @ v L Nz %5
Dimethylfumarate @'@ — T \U
\ ez 5 Proteasomal
- degradation
//
o B - -
1 {GSK-3'B
Crm OB 1
-
MNucleus \

o= e ®
568,

N Antioxidant genes

HMOX1
NQO1

Figure 23 : Activation de la voie Nrf2 par le diméthyle fumarate
ARE : Elément de réponse aux antioxydants; Cul3 : Culline 3; GSK3p : Glycogene
synthase kinase-3p ; KEAP : Kelch-like ECH-associated protein (représenté ici par le nom
du géne la codant KCAPL) ; ROS : Especes oxygénées réactives ; Nrf2 : Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-related factor 2 ; HO1 : Héme-oxydase 1 ; NQO 1: NADPH-quinone
déshydrogéenase
Adapté de Di Nuzzo et al., 2014
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De plus, il peut étre associé a des réponses anti-inflammatoires. En effet, il intervient dans
I’activation des récepteurs de I’acide hydroxycarboxylique de type 2 (HCAZ2), ce qui entraine
entre autres une activation de 1’axe AMPK, SIRT1, provoquantin fine une inhibition du
facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor-kappa B). Cela conduit a une diminution de la
sécretion des cytokines pro-inflammatoires et de I’expression des molécules d’adhésion du
systeme immunitaire et & une modulation des lymphocytes T et B (Figure 23)(Gillard et al.,
2015 ; Parodi et al., 2015).

B. Traitements de seconde ligne : les immunosuppresseurs
Ces médicaments agissent directement sur les cellules du systeme immunitaire impliquées
dans la physiopathologie de la SEP, notamment les lymphocytes T et B. L’objectif est de «
supprimer » leurs actions. Certains médicaments de cette classe agissent en empéchant la
sortie des lymphocytes du thymus et/ou des ganglions lymphatiques, d’autres en empéchant le
passage des lymphocytes du sang vers le tissu nerveux a travers la BHE, d’autres enfin en
détuisant les cellules immunitaires. Le tableau suivant (Tableau 3) résume les traitements

immunosuppresseurs les plus importants.
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Tableau 3 : Liste des traitements immunosupresseurs

Synthése bibliographique

Cible/mécanisme d’action

Références
biblisgraphigues

Molecule Medicaments utilisés en
clinigue
Natalizumab
(Anticorps anti- Tysabri®, AN en 2007
intégrine alpha 4)
Alemtuzumab Lemtrada®_ AWM le

(Anticorps anti-CD20) 12/09/2013

Fingolimod Gilenya®, AMM le 17/03/2011
Mitoxantrone Elsep®, AMM le 05/06/2017
Ocrelizumab

(Anticorps anti-CD20) Ocrevus®, ANMM e 08/012018

SEP-RR

SEP-RR

SEP-ER

SEP-RR.
SEP-SP

SEP-RR.
SEP- PP

*Blocage du passage des leucocytes exprimant les intégrines e4fl a travers la
barriére hémato-encéphalique.

*Immunosuppresseur  par lymphodépletion, indut une cytotoxicite des LB
exprimant le CD20 a meédiation cellulaire Ac-dépendant eniramant ainsi une
deépletion lymphocytaire périphérique sévére et prolongée.

*Antagoniste fonctionnel des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate.

*Action par rétention des lymphocytes au niveau du thymus et des ganglions
Iymphatiques.

*Inhibition de 1'activation et de la prolifération des LT, des LB et des macrophages,
ainsi que de la production d’anticorps.

*Effets immunosuppresseurs et anti-inflammatoires meédiés par 1'apoptose des
cellules dendritiques et microgliales et capacite a reduire 12 production de cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-o et IL-2.

*Immunomodulateur par Irmphodéplétion en induisant une déplétion sélective des
LB exprimant le CD20 par phagocytose cellulaire dépendante des anticorps
(antibodv-dependent cellular phagocytosis, ADCP), cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC),
cytotoxicité dépendante du complément (complement-dependent cytotoxicity,
CDC) et par apoptose.
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7.1.3. Les traitements symptomatiques
Pour revue : Ouallet and Brochet, 2004 ; Thompson et al., 2010 ; Chang et al., 2013 ;
Meador et al., 2016 ; McGinley et al., 2021
Les traitements symptomatiques ciblent différents symptdmes présents chez les patients
atteints dela SEP sans modifier le développement de la maladie.
*La spasticité correspond a une exagération du tonus musculaire qui se manifeste chez les
patients par des contractions, des spasmes ou une sensation de raideur globale des membres
inférieurs et elle est retrouvee chez pres de 90% des personnes atteintes (Lebrun, 2001).
La toxine botulinique est utilisee pour le traitement des spasticités localisées a impact
fonctionnel. Elle est administrée par voie intramusculaire et son mécanisme d’action repose
sur I’inhibition de la sécrétion pré-synaptique d’acétylcholine dans la jonction
neuromusculaire.
Le bacloféne (Liorésal®) et le dantroléne (Dantrium®) sont les médicaments les plus utilisés
dans le cas des spasticités diffuses.
*Les troubles anormaux incluent les tremblements, les troubles de la coordination et de
I’équilibre peuvent étre traités par le clonazépam (Rivotril®), I’isoniazide (Rimifon®) et la
primidone (Mysoline®).
* Les troubles de la marche sont pris en charge par de larééducation, en particulier la
kinésithérapie individuelle. Dans certains cas, il est possible que des antispastiques
administrés par voie oralepuissent étre prescrits comme la fampridine (Fampyra®) qui est un
inhibiteur des canaux potassiques. Cette molécule induit I’amélioration de la conduction
nerveuse et donc ’amélioration de la capacité de marche (Valet et al., 2019).
* La fatigue peut revétir un caractére aigu ou chronique.Aucun traitement n’a réellement fait
preuve de son efficacité pour ce symptome, méme s’il peut étre conseille de faire de la
rééducation et d’avoir une hygiéne de vie adéquate (Ouallet and Brochet, 2004). Par ailleurs,
une prise en charge efficace des facteurs associés peut diminuer ce symptdme. Parmi ces
facteurs il y a les troubles du sommeil, la dépression et la douleur. Les benzodiazépines
peuvent étre utilisées pour minimiser les troubles du sommeil, les inhibiteurs de recapture de
la sérotonine sont souvent utilisés en cas de troubles dépressifs associés (Ouallet and
Brochet, 2004).
* Les troubles urinaires sont pris en charge en fonction de la présence ou de I’absence de
résidus post-mictionnels. Les anticholinergiques oraux a propriétés myorelaxantes dont le
chlorure de trospium (Ceris®) ou I’oxybutinyne (Ditropan®) et des molécules non

anticholinergiques dont le flavoxate (Urispas®) sont prescrits en absence de résidus. En
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présence de résidus, les dysynergies vésico-sphinctériennes sont traitées a I’aide de la toxine
botulinique ou a I’aide d’alpha-bloquants (Alfuzosine, Xatral® ou tamsulosine, Josir®, Mecir®,
Omix®) (Lebrun, 2001).

*Les troubles sexuels: Chez I’homme le sildénafil (Viagra®), le tadalafil (Cialis®), le
vardénafil (Levitra®) et I’avanafil (Spedra®) sont les traitements de premiére intention pour
les troubles de 1’érection. Chez la femme, la prise en charge de la sécheresse vaginale se fait
par recours a des gels lubrifiants comme Sensilube®, Monasens®, etc. Lebrun, 2001).

* La prise en charge de la douleur fait appel a des traitements proposés en fonction du type
et de la cause de la douleur observée.

Pour revue : Dworkin et al., 2010; Khan et al., 2014a ; Colloca et al., 2017

Pourles douleurs liées a la spasticité, le traitement repose sur la prescription des
antispastiques. Pour les douleurs liées aux spasmes toniques, la prise en charge repose sur la
prescription des antiépileptiques. Parmi ces traitements, il y a les inhibiteurs de la sous-unité
02-5 des canaux calciques voltages dépendants (la gabapentine, Neurontin® ou la prégabaline,
Lyrica®) et des canaux sodiques (la lamotrigine, Lamictal®). Pour la névralgie du trijumeau, la
carbamazépine (Tégretol®) peut étre prescrite(Kremer et al., 2016). Pour les douleurs
neuropathiques induites par la SEP, peu d’essais cliniques ont été réalisés pour évaluer
I’efficacité et le bénéfice des traitements et dans ce cas les patients sont traités selon des
recommandations de 1’Association Internationale pour I’Etude de la Douleur. Le traitement
repose sur les antidépresseurs tricycliques (amitriptyline, Laroxyl® et imipramine,
Tofranil®),les inhibiteurs de la recapture de la noradrénaline et de la sérotonine (duloxetine,
Cymbalta® et venlafaxine, Effexor®) (Coluzzi and Mattia, 2005), ainsi que les inhibiteurs de
la sous-unité a2-8 des canaux calciques voltages dépendants (gabapentine, Neurontin® et
prégabaline, Lyrica®) qui exercent une action antalgique centrale et périphérique par

réduction de I’hyperexcitabilité neuronale (Kremer et al., 2016).

7.2. Pistes thérapeutiques actuellement explorées
Actuellement, de nouvelles pistes thérapeutiques sont explorées afin d’améliorer 1’efficacité
sur I’évolution de la maladie et notamment le passage vers une forme progressive. Pour cela,
deux stratégies sont couramment évaluées : favoriser la remyélinisation ou empécher la
neurodégéneérescence. Dans ce travail, nous intéresserons qu’aux molécules développées pour

empécher la neurodégénerescence.
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Lorsque la myéline ne peut pas étre regénéree, les axones ne sont plus protégés et vont
sedétériorer. La protection des neurones ou neuroprotection est par consequent cruciale car

elle pourrait éviter que des formes rémittentes évoluent vers des formes progressives.

7.2.1. Essais thérapeutiques en cours
Pour revue : Shirani et al., 2016 ; Goldschmidt and McGinley, 2021
Différents médicaments sont actuellement a 1’essai pour tenter d’aboutir a cette
neuroprotection, avec des résultats prometteurs mais encore tres préliminaires. Les principaux

médicaments seront décrits ci-dessous :

A. Lasimvastatine

La simvastatine est utilisée en premiére intention dans le traitement de 1’hypercholestérolémie
ainsi que dans la prévention des maladies cardiovasculaires. Elle a été proposée comme agent
neuroprotecteur potentiel en raison de preuves obtenues sur des modeles animaux démontrant
ses effets neuroprotecteurs. Une étude de phase Il MS-STAT a permis de suivre les effets de
I’administration de la simvastatine a une forte dose chez des personnes atteintes de SEP-SP
durant deux ans. Cette étude a montré une bonne tolérance de la simvastatine en induisant une
réduction de 1’atrophie cérébrale et de 1’incapacité chez les personnes présentant une forme
progressive secondaire de SEP. Ces résultats sont encourageants et justifient la mise en place
d’¢études de phase III appelée MS-STAT?2 sur I’innocuité, ’efficacité et les effets a long terme
de cette molécule (Chataway et al., 2014).

B. L’ibudilast
Une étude récente de phase Il a été réalisée évaluant I’effet de 1’ibudilast, un inhibiteur de la
phosphodiestérase, inhibant le sous-type 4 dans la plus grande mesure, mais montrant
également une inhibition significative d'autres sous-types, ainsi que d’autres molécules
notamment pour leurs capacités a ralentir le processus d’atrophie cérébrale chez les personnes
atteintes de SEP-SP. Les résultats obtenus ont mis en évidence une réduction de 48% de
I’atrophie cérébrale (Fox et al., 2018). Ces résultats nécessitent une validation par une étude

de phase IlI.

C. La phénytoine
La phénytoine est un inhibiteur des canaux sodiques voltage-dépendants, dont les propriétés

neuroprotectrices ont été demontrees suite a un essai de phase Il randomise et contrélé par
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placebo qui a montré que des patients atteints de névrite optique aigué recevant de la
phénytoine dans les 2 semaines apres I'apparition des symptdmes avait 30% d'amincissement
de la couche de fibres nerveuses rétiniennesen moins par rapport au groupe placebo
(Raftopoulos et al., 2016). La pertinence clinique de cela n'est pas entierement confirmée, et
il existe des événements indésirables graves potentiels avec I'administration de phénytoine
tels que des éruptions cutanées et des interactions avec d'autres médicaments limitant ainsi

son utilisation.

7.2.2. Le stress oxydant et les polyphénols

Pour revue : Mirshafiey and Mohsenzadegan, 2008 ; Zuliani and Baroni, 2015 ; Tandon et
al., 2018 ; Miller et al., 2019 ; Yan et al., 2022

Comme mentionné précédemment, au cours de la SEP, les conditions inflammatoires et le
manque demécanismes de défense antioxydants conduisent a une augmentation de
I’expression des ROS, qui peuvent endommager les lipides, les protéines et les acides
nucléiques. Ces dommages entrainent des dysfonctionnements mitochondriaux et induisent la
mort cellulaire notamment axonale. Ainsi, une supplémentation en antioxydants pourrait étre
utile dans le traitement de la SEP et en particulier par les antioxydants d’origine végetale
(Van Meeteren et al., 2005). Plusieurs études ont montré que la thérapie antioxydante est
bénéfique in vitro et in vivo dans des modéles animaux de SEP (Schreibelt et al., 2007). Ces
antioxydants exercent leurs effets sur différents sites d’action en ciblant différentes voies de

signalisation (Figure 24).
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Figure 24 : Sites d'action potentiels des composés bioactifs antioxydants
Extrait de Miller et al., 2019
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Le tableau Tableau 4 représente la majorité des molécules antioxydantes ayant été évaluées
dans la SEP ou les modeles animaux de SEP.
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Tableau 4 : Tableau récapitulatif des études cliniques et précliniques ayant évaluées I’effet desantioxydants non polyphénoliques

Composé’ molécule Références EtudeModéle

antioxydante biblingraphiques
Les acides gras polymsatoras (A GPT):
Omeéga-3:

Acide éicosapentancigue (EPA)
Acide docosahexanoigque (DHA)

Suppreszion de 1a capacité dez monocytes 3 synthetizer I1.-1 ot TKF- o .
. Dimmution de la sécrétion des cytokines inflammatoires ; IL-1, IL-2, THF- o,
e et IFN-.

Gala1 st al, 1993

Essai clinique, 20 patients 6 g fjour; 6
Mélange EPA et DHA = — o © o aue, <0 patients © g Jour,

Amelioration des symptémes et des déficits neurologiques.
. . Dimmution de 13 permsablité de la barriére hémato-encéphalique.
Acide oléique Martinstal, 2010 EAE-souris; 50 mghkgfjour; M4 jowrs.  Raduction de I'infiltration des cellules inflammatoires dans le SNC |
Jounear un role meléculaire dans |z polanzation Th1/Th2.
Inhibition des evtokmes anti-inflamimatoiras: Un affet anti-inflammrsatodrs.

Willer sr al.. 2013 Rate Fostus; 10 mekeg/jour; 20 jours. Angmentztion de 'exprazzion dez ganes codant dez snzymes anti-cxgyrdantes ¢
' 20D ot GPx au nivezn du cervean.

Melatonine
= Augmentation de la concentration d= 30D 2t de GPx dans las érythrocytes.

Rathnasamy eral., 2014 ~ Essai clinique, 22 patients avec forme Dimmution de la concentration de MDA dans les érythrocytes.

SEP-SP; 10 mgz'jour; 30 jours.

o Saboor er al., 2013 Eszsai cliniqua, 39 patients avec la forme Aupmentation de l'expression des TGF-8 et l'exprezsion de Foxp3 dans les
Vitamine & SEP-ER, 4000 jour; & mois. cellules mononuclées du sang pénphérique (PBMCs).
. _ Induction de Foxp3- Tregs
Raverdean ezal, 2016 EAE-souris; 230 mefke; 18 heures  ppipiign e 1a différenciation des LT CD4* en Thl et TE1T
Ezzal climigque en double aveugle ws
Vitarnine D Oliveira afal 2017 contrdle  placebo;137  patients avec Ameélioration da la progreszion de la maladie évaluée par le MSES ot IEDSE.
’ forme SEP-RE active ws 218 non Dimmution du nivean ds NOx dans le sérum.
malades; 530 nmolasL.
Ezsal chmigue en double aveugle s
Spain er al, 2017 contrile placsbo; 27 patients avee ZEP-
; PR vz 24 non malade; I ans;
1, 2mgjour.

EBiduction du famwe d'ztrophie cérébrale avec une tendance a 1'amélioration de

Acide alpha-lipoigue (A AT) . b
a marche.
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Parmi les antioxydants majeurs dans le traitement de la SEP, figurent les polyphénols, et
particulierement ceux issus des plantes.

Pour revue : Adamczyk and Adamczyk-Sowa, 2016 ; Mojaverrostami et al., 2018 ; Rabieli,
2019

Plusieurs voies sont ciblées par ces polyphénols et celles pertinentes dans la prise en charge

thérapeutique de la SEP sont résumées dans la Figure 25.
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Figure 25 : Les voies physiopathologiques de la sclérose en plagues pouvant étre améliorées par
les polyphénols
Les polyphénols tels que le resvératrol, la curcumine, la fraction AF4 enrichie en
flavonoides, les catéchines, la quercétine ont montré un potentiel neuroprotecteur dans la
SEP en ciblant la prolifération et la différenciation des cellules souches neurales (NSC) et en
réduisant les niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires et de stress oxydant. Le
resvératrol potentialise son action protectrice par les récepteurs AhR (Aryl Hydrocarbon
Recerptor) et ER (Estrogen Receptor) qui activent les lymphocytes T provoquant leur
apoptose. De plus, le resvératrol exerce son rble neuroprotecteur en réduisant le stress
oxydant et en améliorant les fonctions mitochondriales par l'inhibition de la signalisation
NF-kB. Enfin, le resvératrol a montré un effet bénéfique sur la remyélinisation. La
quercétine et les catéchines ainsi que le resvératrol montrent un effet inhibiteur sur les
métalloprotéases (MMP) qui inhibe la migration cellulaire et I'activité kinase du récepteur au
facteur de croissance épidermique (EGFR).
Extrait de Tandon et al., 2018
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Les paragraphes suivants détaillent les composés phénoliques issus des plantes les plus

utilisés dans les études précliniques et cliniques concernant la SEP.

A. Les flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols colorés aux propriétés antioxydantes présentes dans les
plantes, et sont classés en flavonols, flavones, flavanones, isoflavones, catéchines,
anthocyanidines et chalcones en fonction de leur structure chimique.Les flavonoides purifiés
tels que la quercétine, la lutéine, la génistéine et I'hespérétine, ou leurs extraits enrichis,
peuvent réduire I'expression des cytokines pro-inflammatoires, dont I'lL-1, I'IL-6, et TNF- o
(Miller et al., 2019). L'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) est I'un des flavonoides les mieux
étudiés dans la SEP et 'EAE. En 2004, Aktas et al., ont rapporté que 'EGCG administré par
voie orale supprimait I'inflammation in vivo en inhibant la synthése du TNF- a dans les
cellules T chez des souris EAE. L'EGCG a réduit les dommages axonaux et la mort des
cellules neuronales en ciblant directement la formation des ROS. Ainsi, la diminution de la
prolifération des LT CD4" incubés avec 'EGCG pourrait étre liée a son interférence avec le
cycle cellulaire, I'activation de la voie NF-xB et de la voie de dégradation des protéines
(protéasome) (Aktas et al., 2004).

Une étude menée sur des souris femelles C57BL/6 a montré que I'EGCG améliorait de
maniére dose-dépendante les symptdmes cliniques et retardait I'apparition de la maladie chez
les souris atteintes d'EAE. Cet effet sur les symptdmes est associé a une réduction de
l'infiltration des cellules immunitaires et de la démyélinisation dans le SNC. Un des
mécanismes mis en jeu serait la correction de la dérégulation des sous-ensembles de cellules
CD4'T (Th1/Th17 régulé a la baisse et Treg régulé a la hausse).ll a également été montré
dans cette étude que 'EGCG réduisait la production d’IL-1 B, IL-6, IL-17, IFN- et TNF-
a(Wang et al., 2012). Cette étude préclinique a été suivie d’une étude clinique. Un essai
croisé randomisé, en double aveugle et contrblé vs placeboa été réalisé sur des patients atteints
de SEP-RR (n = 18) recevant de l'acétate de glatiramere comme traitement de fond et a
montré que 'apport d’EGCG (600 mg par jour) par rapport a ’apport du placebo améliore le
métabolisme énéergétique musculaire pendant I’exercice modéré avec un effet prédominant
chez les hommescomparé aux femmes (Mahler et al., 2015). Une étude clinique randomisée
en double aveugle et contrdlée vs placebo a été faite en utilisant ’EGCG (800 mg/jour) durant
18 mois dans le cas de SEP-RR (n=122) montrant des résultats moins encouragenats puisque
I’EGCG n’a pas d’effet chez les patients sur I’ensemble des parameétres et criteres étudiés

(Bellmann et al., 2021).
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B. Le resvératrol

Le resvératrol (trans-3, 5,4 -trihydroxystilbéne) est un composeé polyphénolique naturel qui
est retrouve dans plus de 70 espéces de plantes telles que le raisin rouge, la canneberge et
lesarachides. Il a été rapporté que le resvératrol montre un ensemble d’activités biologiques de
type neuroprotectrice, anti-inflammatoire, antioxydante et anti-vieillissement(Miller et al.,
2019). Chez les souris induites par I'EAE, il a été démontré que le resvératrol induisait une
diminution significative de I’expression de certaines cytokines et chimiokines, telles que le
TNF- o, ’'IFN- B, les IL-2, IL-9, IL-12, IL-17, et la chimiokine (motif C-C) ligand 5 (CCLJ5).
Les propriétés anti-inflammatoires du résveratrol semblent médier par un certain nombre de
mécanismes tels que I’inhibition de la synthése et la libération des médiateurs pro-
inflammatoires, la modification de la synthese des eicosanoides ou le bloquage des voies
INOS et COX-2 en inhibant NF-xB (de la Lastra and Villegas, 2005). De plus, une
formulation pharmaceutique de resvératrol (SRT501) a empéché la perte neuronale au cours
de la névrite optique, qui est une lésion inflammatoire du nerf optique. Le SRT501 a supprimé
le dysfonctionnement neurologique pendant la rémission de I'EAE etson effet neuroprotecteur
serait provoqué par son impact significatif sur les activateurs de SIRT1 chez les souris EAE.
Fait intéressant, ni SRT501 ni d'autres composés activateurs de SIRT1 ne modulent
Iinflammation dans I'EAE, suggérant que le resvératrol a le potentiel de compléter les
thérapies immunomodulatrices actuelles contre la SEP qui ne parviennent pas a prévenir la
neurodégénérescence (Shindler et al., 2010).

L’importance des polyphénols et notamment ceux issus des plantes dans le traitement de la
SEP est illustré par le fait que la phytothérapie fait partie des médecines complémentaires
dans la prise en charge des patients et représente 1’une des méthodes thérapeutiques les plus
anciennes. Ainsi, lorsqu’ils ne sont pas utilisés sous des formes purifiées, les polyphénols
cités précédemment peuvent étre administrés sous forme de préparation a base de plantes qui
peuvent a leur tour réduire 1’intensité de certains symptomes.

Le Tableau 5 représente les principaux extraits de plantes testés dans le cas de la SEP.
Afin de mieux comprendre les effets de ces extraits de plante sur les symptémes de la
pathologie, des études ont été menées chez I’animal afin de déterminer les mécanismes
d’action de ces traitements en s’intéressant en particulier aux voies de I’inflammation et au

stress oxydant (Tableau 6).
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Tableau 5 : Tableau récapitulatif des études cliniques ayant évaluées les effets des plantes sur les symptémes de la sclérose en plagues

Sympiome

Références

Etude / modéle

Diéprassion

Troubles cognitives et

mEemairs
Dry=fonctionnement du

TystEme uringire

Fatizue

Spasticite

Diouleur dont douleur
neuropathique

CrocLE Saivies

Ginkgo biloba

Bozswellia pamaifera

Caponzbis s

Ginkge biloba

Povum ginseng

Cappabiz sarhia

Capueabis
Zaiiva

Alhondzadeh ef al., 2004

Lovera ef al., 2007

Sedizhi s o, 2014

Erady st al., 2004

Johnsaon et ai_, 200G

Eternadifar of @l 2013

Zajicek et al., 2009

Wade ar al_, 2004

Corey-Bloom &7 ai., 2012

Mfarkova ef al., 2018

Vaney et ai., 2004

Wade ar al_, 2004

Zajicek et ol 2012

Eszai clinigue, randomisé en double aveugle; 30 patients; Fffer antidépresseur cher les patients traités.
gahuls (30 mzyT; § semaines.

Eszzai clinique, en double avenzle contrdlé va placebo; 38 Amélioration des performances cognitives chez les EToupes traités.

patients; Z40mg/'T; 11 semaimes.

Eszai clinique, randomisé en double aveugls; 30 patieats; 2 M?m’l de I,am.ém{_:j:e .!.pa‘r.iale. § .

gahules (300 27T: 1 mois. P_as d efﬁ_et sur la memoire verbale et la vitesse de wraitement de
I'information.

Etuda pilote en ouvart 10 patients; 2 5 mz de THC et 2.5 mz Diminvtion de I'nrgence urinaire, du nombre et do velume de: épizodes

CED par pulverisztion; § semaines d'incontinence et de la nycoirie.

Ezzai clinique, an double aveugle contréls vz placabo; 22

patients; Z40mg/'T; 4 semaines.

Eszai clinique, randomizé an doubls svengle; 52 patients;  Réduction de 1z fatizne et um effet positif sur la qualité de vie des patients

comprime 230 mg'T, 17 semainas, fraites.

Eszai randormiza, conwdlé vs placebo; 630 patients; gehile

(2.5 mg THC at 1 25 mg cannabidiol); 15 semaines. Amelioration de la mobilita at de la spasticits des patients.

Eszzai clinigue, en double avengle; contrdle v placebo; 160 o L.

patisnts: 120 mz carmabidiol et 120 mz THC; 10 semaines, --uelioration de la spasticite.

Soulagement de la fatigue.

Eszai randomisé croisé contralé ve placebe; 196 patiants; 11 Amélioration de la spasticits.

jours.

Eszai climigue, randomisé en double aveungls, combole vs

placebo; 191 patients résistant su trajtement; Sativex utilise 4méliorstion de la spasticité et de la douleur,

comme inhala: 7 spraysjour; 3 mois.

Ezsar climigue, randomizs en double avenzle comirols

vz placebo; 5Tpatients, gélule (2.5 mg THC and 0.9 mg Amélioration du mouvement et dimimation de la fréquence des spasmas.
CBDY; 14 jours.

Eszzai climigus, doubls avengls conwdlé ws placebo; 160

patients, Sativex comtenant 2.7 mg de THC et 15 mgDimimution des spasmes nmsculsives.

CEDVspray ; 4 semaines.

Eszzai clinique, en double aveugle controle w= placeba; 5-

I . . Drmimution des spasmmes nmusculaires.
13mzjour exfrait; Voie arale; 10 semaines.

63

—
| —



Synthése bibliographique

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des études précliniques et cliniques évaluant les effets neuroprotecteurs, anti-inflammatoires et anti-oxydants des

plantes et extraits de plantes dans le cas de la sclérose en plaques

EtudeModéle

Plant'composé Références
Matarajan
and Bright, 2002
Crrcume longa i
Mie et al., 2009

Mohajeri et al, 2013

Fahmy er al, 2014

Nigella seitiva
Noor et al., 2015

Ghazava er al ., 2000
Cracies safivis

Ghaffan et al., 2013
Parre ginseng Hwang et al., 2011
Cearmabis setfiva Buccellato et al., 2011
Lipia citriadora Maumz of al |, 2015
Pieradon emarginatus Alberti ot al., 2014

EAF-soums; 30 et 100 mgksT extrait de Dimunmushon de I'inflaremation et de la dénmvalmization do SINC.
curcunune; 4 semaines. Dimimishon de la sévente du score clmigues.

EAE-rats; 100 et 200 mgkzT de curcomine: 2 iy tion de linflammation et de la sévérits de PEAE.
sernalnes
EAF-rats; 12 5 mz'ke’ ] da curcomine; 17 jowrs. Dimunuhon de la sevente da 'EAE.
Ansmentation de la rermvélmisation.
EAF-rafe; 2 8z'ke enrast d= Migella Sativa; 4 Amshoration des sipmes chrmigues da IEAF, sopprezmion de 'mflaremation et
SEITIEITES. amelioration de |z remrvélimusation dams le SMNC.

EAFE-rats; 2 8z'ke edrait de Migella Sativa; 4 Suppressiom  de  I'mflamvmation chez las rate EAF.  Amélioration de= Iz
SEEITET. rerrvelmization dans le cervelet ot réduction de 1" expreszion du TGF-B1.

Ew'E'-E'.EU"-TjE; 100 pl extrast de Safron'souns; 3 Diminution de la sévérnte des sipnes cliniquas de 'EAF.
SEIZINES. Diminution de 'inflammmation dams la meelle spimere.

EAF-rats; 5 et 10 pl rat extrait de Safran’ Modulation des marquenrs du stress cogydatif (dimdmition de V'activits des enzyroes
souris; 3 jours. Px et SO0V, par pisgeage das BOS.

Diminutiom de 1'infiltration de= cellules mflammatoires dans la SHIC.
Suppression du score EAF en inlibant la prolifération des cellulas T et la
production de cyvtolomes pro-mflamenatomas.

EAFE-soumis; 200 pz d'acide polysacchands de
Panax gimseng_

EAF-souns, phazs aigué et chromique; Extrant
éthanoligna ATHCS 2 50 mg'ks PC et CBED 2 Fiduchon des déficits nenrologiques.
30 mz'ke; IP; 4 zemamman.

E=zai chmgue, en double avenzle confrole par
placebo; 30 patents; 1 gélule (600 mgT); 28
jours.

Dimunution de la protéme C-réactrve, des mrveaw: dIFN-v, des nrveawes dTL-12,
MNrveanrs IT.-4 =t IT-10.

Diminution des déficits neurolosiques.
. . . = : Inhibihiom de la réponse mmmmmutzire par les cellules Thl, d= la damyelii=ation
EAF-souris; lmile aszantislle; 50 ot 100 mg/T; 21 TEpans B : Y
: : e TE- " axemale et de b mort neuronale
Fégulation da la réponse Treg in vito.
Aetrvation de la rmeroghis et expresnon d'IN0E.

Joars
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Au cours de ces derniéres années, de nombreuses preuves suggerent que les molécules actives
des plantes, et en particulier les polyphénols végétaux, pourraient avoir desavantages
thérapeutiques dans la régulation du stress oxydant et la neuroprotection notamment dans la
SEP (Mojaverrostami et al., 2018 ; Miller et al., 2019). Ceci a été démontré a travers
lesnombreuses plantes citées précédemment. Dans le chapitre suivant, nous nous intéresserons
a un extrait préparé a partir de pépins de raisin qui a été largement décrit pour ces effets
thérapeutiques et biologiques et qui pourrait avoir un effet potentiel dans le cas de la SEP.

1. L’extrait de pépins de raisinou « Grape Seed Extract » (GSE)
1. Situation socio-économique du raisin et du vignoble

Pour revue : Ma and Zhang, 2017
Le raisin est I’un des fruits les plus cultivés au monde avec une production de 77,8 millions de
tonnes en 2018 dont 41% sont cultives en Europe (13% en Espagne, 11% en France et 9% en
Italie), 29% en Asie et 21% aux Etats-Unis. La majeure partie du raisin (environ 57%) est
utilisée pour la production du vin, 36% est consommée comme du raisin de table et le reste est
raffiné pour produire des aliments.Vitis Vinifera. L est la principale espéce de raisin cultivée
au monde avec une production de plus de 68 millions de tonnes en 2018 (OI1V, 2018).
En Tunisie, la production globale de raisin s’établit autour de 140 000 tonnes/an. La
production de vin moyenne est d’environ 284 000 hectolitres, avec 32 millions de bouteilles
de vin produites en 2015 (OIV, 2016). La superficie du vignoble Tunisien est de 18000 ha
dont les deux tiers se situent dans le gouvernorat de Nabeul. Les variétés cultivées en Tunisie
destinées a la production du vin sont en pleine évolution. En effet, les vins sont produits en
Tunisie a partir des cépages dits nobles (Cabernet Sauvignon, Syrah et Chardonnay, ...). La
plupart des bouteilles sont consommeées localement. Cependant, 1’exportation permet d’avoir
des bénéfices assez importants pour 1’état, aux alentours de 25 millions d’euros en 2015
(OlV, 2016).
Les résidus de pressurage du raisin appelés marc de raisin se composent d’une maniére
génerale de rafles, de pellicules et de résidus de pulpes et de pépins. Les pépins représentent
environ5% du poids du raisin entier et environ 40 a 50% des déchets solides générés par les
industries vinicoles lors de processus de vinification. Le marc a longtemps été considéré
comme un déchet de I’industrie viticole, mais depuis un certain temps, il est considéré comme
un coproduit intéressant. Depuis la mise en évidence de sa richesse en composés

biologiquement actifs, en particulier des composes phenoliques contenus dans le marc,
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unnombre croissant d’études a porté sur 1’extraction, la purification et le pouvoir nutritionnel

deces composes.

2. Historique

Pour revue : Unusan, 2020

Le raisin est consideré comme originaire d'une région proche de la mer Caspienne en Asie du
Sud-Ouest. Les cultivars de vin ont été apportés a Rome, dans le sud de la France et en Gréce
par les Phéniciens. Les Romains a leur tour ont répandu le raisin dans toute I'Europe. Dans les
annees 1700, les espagnols ont amené les raisins Vinifera en Californie. Les raisins étaient
consommeés par les Egyptiens il y a environ 6000 ans, et certains philosophes grecs anciens
ont documenté leurs pouvoirs de guérison. Plus tard, les Européens utilisérent une lotion a
base de séve de vigne pour soigner les maladies des yeux et de la peau ; les raisins non mars
étaient utilisés pour soigner les maux de gorge et les raisins secs étaient utilisés pour soigner
la soif et la constipation (Badet, 2011). L'étude des composants bioactifs des extraits de
pépins de raisin a été initiée pour la premiére fois au début du XX siécle. Albert Szent-
Gyorgyi, lauréat du prix Nobel de 1937, a découvert les flavonoides en travaillant sur la
ségrégation de la vitamine C (Szent-Gyorgyi, 1936), les qualifiant de « vitamine P ». Par la
suite, le professeur Jacques Masquelier a postulé que puisque I'écorce de pin présentait des
effets similaires a ceux de l'ascorbate, il devait contenir de la vitamine C ainsi que des
flavonoides, qu'il a désignés sous le nom de « pycnogénols », un terme qui n'est plus utilisé
par la communauté scientifigue, sauf comme une marque déposée pour les
proanthocyanidines extraites de I’écorce de pin maritime francais. Masquelier a amélioré et
breveté une technique d'extraction de proanthocyanidines oligomeres de pépins de raisin en
1947 (Fine, 2000 ; Murray, 1999) et a observé que les flavonoides dérivés des pépins de
raisin semblaient étre supérieurs en concentration et en effet antioxydant a ceux de I'écorce de
pin (Masquelier, 1991). En 1952, Geissmann et Hinreiner ont utilisé le terme « flavonoides »
pour la premiére fois, Bate-Smith et Swain définissant les tanins dans la décennie suivante en
1962. Il a éte suggéré que les proanthocyanidines du vin contribuent au phénomene appelé «
French Paradox », selon lequel une consommation élevée de graisses alimentaires chez les
Francais ne conduit pas a des taux élevés des maladies coronariennes et d'athérosclérose
(Richard et al., 1981). En 1989, Harbone a classé le principalgroupepolyphénolique de
plantes de raisinen 13 sous-catégories, dont 1’une correspond aux proanthocyanidines

(Harborne, 2013). La popularité de ces composés n'a cessé daugmenterpar la suite pour
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expliquer le paradoxe frangais, accompagnee d'allégations d'effets bénéfiques

supplémentaires sur la santé.

3. Composition biochimique des pépins de raisin

Pour revue : Xia et al., 2010 ; Gupta et al., 2020

Le raisin est une plante riche en molécules bioactives et ses composés sont distribues dans les
différentes parties de la plante a savoir les pépins, la peau, la pulpe et les feuilles (Xia et al.,
2010). Les pépins de raisin ont la concentration la plus élevée en molécules bioactives.
Chaque pépin est composé d’un embryon entouré d’un albumen. L’albumen a son tour est
entouré par une coque ligneuse, le tégument formé par trois parties (interne, intermédiaire et
externe) et enfin une fine cuticule qui constitue la derniere assise cellulaire (Pacottet, 2012)
(Figure 26). La couleur des pépins évolue du vert au marron au cours de leur développement

suite a I’oxydation des composés phénoliques présents dans le tégument (Cadot et al., 2006).

Cuticule (C)

Testa (Ta), enveloppe externe du tégument externe

Tegmen (Teg) , enveloppe interne du tégument externe

Tégument interne (Ti)

Albumen (A)

Embryon (E)

Figure 26 : Coupe longitudinale d’un pépin de raisin maturé

Les pépins de raisin frais contiennent entre 25 et 45% d’eau, environ 36% de composés
glucidiques, entre 8 et 13% de lipides, environ 6% de composés azotés et environ 3% de
minéraux alors que les pépins de raisin séchés contiennent environ 35% de fibres et 29% de
composants extractibles, notamment des composés phénoliques, des protéines (11%), des
minéraux (3%) et de I'eau (7%) (Matthaus, 2008).

La répartition tissulaire des différents composés au niveau des pépins n’est pas uniforme.
Seuls les polysaccharides se répartissent au niveau des différents tissus, alors que les autres
composés se localisent de maniere spécifique. En effet, les protéines se localisent
exclusivement au niveau de I’albumen, tout comme les lipides. Les polyphénols constituent la
classe la plus abondante des substances bioactives du raisin.Ce sont des meétabolites
secondaires qui ne sont pas nécessaires aufonctionnement cellulaire, leur quantité et leur

répartition dans les pépins dépendent en grandepartie du lieu, de I’année de récolte, du
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cultivar ainsi que du degré de maturité des pépins (Shi et al., 2003). Parmi les polyphénols,
les principaux sont les proanthocyanidines, les anthocyanines, les flavonols, les stilbénes dont
le resveératrol et lesacides phénoliques dont I’acide gallique et 1’acide élagique (Hernandez-
Jimeénez et al., 2009 ; Xia et al., 2010).

La répartition de ces composés dans les différentes parties du raisin est représentée dans le
tableau suivant (Tableau 7). Selon les équipes de recherche et afin de travailler avec des
extraits enrichis en polyphénols, il est possible de travailler avec des extraits de feuille, de
peau et pépin de raisin (GSSE) ou de pépins de raisin (GSE). Depuis de nombreuses années,
I’équipe du Pr. AOUANI « Polyphénols bioactifs du raisin » du Laboratoire des Substances

Bioactives (LSBA) réalise la plupart de ces expériences en utilisant le GSE.

Tableau 7 : Composition phénolique selon les différentes parties du raisin

Références
Organe Composés phénoliques
Bibliographiques
Composes non-flavonoides : acide phénolique
(Acide gallique et acide élagique) et stilbenes
Raisin (resvératrol). Karadeniz et al., 2000
Composes flavonoides : flavonols, flavanols Fouad and Rizk, 2019
(catéchine), isoflavones, anthocyanidines,
proanthocyanidines.
Pastrana-Bonilla et al.,
2003
Pépins Acide gallique, catéchine, épicatéchine, Huang et al., 2005
dimére de procyanidine, proanthocyanidines. Hernandez-Jiménez et
al., 2009
Kadri et al., 2019
Proanthocyanidines, acide ellagique, Pastrana-zlzggllla etal,
Peau myricétine, querr(::\tllér:; rlgjllfempferol, trans- Hernandez-Jiménez et
al., 2009
Feuille Myricétine, acide ellagique, kaempférol, Pastrana-Bonilla etal.,
quercétine, acide gallique. 2003

4. Effets biologiques de I’extrait de pépins de raisin : données précliniques
Pour revue Xia et al., 2010 ; Rodriguez-Pérez et al., 2019 ; Sochorova et al., 2020 ; Unusan,
2020
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Gréce a sa richesse en composés bioactifs qui sont principalement polyphénoliques, le GSE
aurait plusieurs effets pharmacologiqueset thérapeutiques. Le mécanisme d’action du GSE

pourrait s’expliquer partiellement par ses effets antioxydants et anti-inflammatoires.

4.1. Effet antioxydant
L’activité antioxydante du GSE est 15 fois plus importante que celle de la vitamine C et de la
vitamine E (Belviranli et al., 2012). Cette propriété se manifeste par la capacité de ses
composes polyphénoliques a piéger les ROS notamment les radicaux hydroxyles et peroxyles,
a chelater les métaux et a limiter ’oxydation des macromolécules biologiques (Xia et al.,
2010).
Les pépins de raisin présentent une capacité antioxydante importante pour réduire les radicaux
peroxyles, démontrée par le dosage de la capacité d'absorption des radicaux oxygene (ORAC)
(Huang et al., 2005 ; Pinent et al., 2016). lls montrent également une forte capacité a
piégerdes électrons lors de la mesure de la capacité antioxydante équivalente au trolox
(TEAC). Arora et al., (1998) a montré que les flavonoides des pépins de raisin possédent une
capacité antioxydante plus élevée contre la peroxydation induite par les ions métalliques que
celle induite par le radical peroxyle (ROO-). Cette réaction génere des radicaux phénoxyles
stables (Yoshimura et al., 2003).Ainsi, la propriété antioxydante des proanthocyanidines est
due a la disponibilité des hydrogenes phénoliques en tant qu'extincteurs d'oxygeéne singulet et
piégeurs de radicaux donneurs d'hydrogene.
Tout en contrdlant le stress oxydant, le GSE (et les molécules qu’il contient) peut également
agir comme un régulateur de la réaction inflammatoire (Gargari et al., 2011).

4.2. Effet anti- inflammatoire
Les composés phénoliques du raisin, notamment des pépins, ont montré des effets anti-
inflammatoires chez les rats, les souris et méme chez I’humain (Chacén et al., 2009 ; Terra
et al., 2009). L’effet anti-inflammatoire du GSE se manifeste par I'inhibition ou la réduction
de I'expression des geénes codant des cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-6 et
I’augmentation de l'expression des génes codant des protéines anti-inflammatoires telles que
les adipokines et les adiponectines (Chacon et al., 2009 ; Terra et al., 2009) (Figure 27). De
plus, les composés phénoliques des pépins de raisin aident également a inhiber les systemes
enzymatiques qui sont responsables de la production des RL et quisont associés a des
réactions inflammatoires. Parmi les composés existant dans lespépins de raisin, ce sont les
procyanidines qui ont principalement montré un effet anti-inflammatoire en augmentant la

synthese et la libération de nombreuses substances qui modulent I'inflammation dont le
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sérine-protéases, le NO et les leucotrienes (Shi et al., 2003). Les procyanidines inhibent
également I'activation de la hyaluronidase, une enzyme de dégradation des protéoglycanes qui
attaque divers tissus pendant I'inflammation (Shi et al., 2003).

i

n.a....;
Pollution } / ]\ A A
m? GSE with various anti-inflammatory properties

Elevated levels of anti-mflammatory cytokines, decreased level of free radicals, pro-mflammatory
cytokines, chemokines tramscnption and growth factors, modulation of mflammatory receptors and
inhibition of mflammatory enzymes

Figure 27 : Diagramme schématique illustrant I’effet anti-inflammatoire de I’extait de pépins de
raisin
Extrait de Gupta et al., 2020

4.3. Effet organoprotecteur

Grace a ses effets antioxydant et anti-inflammatoire, le GSE a été décrit pour ses
actionsprotectrices sur différents organes, tels que le cceur, le rein, le cerveau et dans
différentes situations pathologiques comme le développement de cancer ou de syndrémes
métaboliques. Dans ce manuscrit, nous ne développerons que les études ayant eu pour cible le
SNC.

Ainsi, les différents extraits de raisins possedent de nombreux effets protecteurs sur le
cerveau. La Figure 28 illustre 1’effet du stress oxydant, en particulier des ROS, au niveau du
cerveau et I’effet majeur du GSE. L’effet du GSE sur le cerveau se manifeste par plusieurs
mécanismes et cette figure illustre notamment leurs effets sur la cognition et le

dysfonctionnement de la mémoire.
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Q S Change in proteins

ROS |—m——» > ;
GSE/GSSE associated with

l neuroprotection
MDA and carbonylation
l GPx and SOD

Inflammatory

Mitochondrial apopg
effect § 1 %

Neurodegeneration

i

Cognitive a functions

Figure 28 : Mécanismes pathologiques induits par le stress oxydant au niveau du cerveau et
effets potentiels de I’extrait de pépins de raisin (GSE) et de ’extrait de peau et de pépins de
raisin (GSSE)

Les espéces oxygénées réactives (ROS) ont un effet négatif sur la vie des cellules cérébrales,
ce qui peut entrainer des troubles neurodégénératifs et des réductions des fonctions
cognitives et de la mémoire.Les antioxydants contenus dans le GSE ou le GSSE peuvent
diminuer la quantité de ROS, en les convertissant en formes moins réactives, et donc des

atteintes cérébrales.
Adapté de Sochorova et al., 2020

Plusieurs études ont été effectuées démontrant 1’effet du GSE sur le cerveau. En effet,Bagchi
et al., (1998) ont montré que I’extrait de pépins de raisin diminue la lipoperoxydation et la
fragmentation de I’ADN au niveau du cerveau. D’autres études ont montré que 1’extrait de
pépins de raisin protege le SNC contre I’accumulation des dommages oxydatifs de ’ADN
causés par le vieillissement (Balu et al., 2006), en stimulant notamment les enzymes
antioxydantes chez les rats agés au niveau de la moelle épiniere, du cortex cérébral, du
striatum et de 1’hippocampe et en augmentant les systémes antioxydants non enzymatique tels
que le glutathion réduit, la vitamine C et la vitamine E. De plus, Wang et al., (2009) ont
montré que la consommation de I’extrait de pépins de raisin pendant 6 moispréviendrait
I’accumulation du peptide béta-amyloide au niveau du cerveau, diminuant ainsi son taux
plasmatique sur un mod¢le murin de la maladie d’Alzheimer, ce qui a pour conséquence de

réduire la détérioration des capacités cognitives.
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De méme, le GSSE a montré un effet neuroprotecteur dans le cas de 1’ischémie/reperfusion
cerébrale induite in vitro chez les rats selon plusieurs études menées par Kadri et al., 2014 ;
Kadri et al., 2020). Dans ce modéle, 1’effet du GSSE semble 1i¢ a son action sur le stress
oxydant en diminuant la peroxydation des lipides et la carbonylation des protéines provoquées
lors de I’ischémie/reperfusion, ainsi que par la diminution des ROS dont le peroxyde
d’hydrogene, le radical hydroxyl et 1’anion superoxyde. De plus, le GSSE a augmenté
I’activité des enzymes antioxydantes dont la SOD, CAT et les peroxydases (Kadri et al.,
2014; Kadri et al.,2020). Par ailleurs, 1’effet neuroprotecteur du GSSE a été évalué dans des
modeles in vitro et in vivode la maladie de Parkinson chez les souris. Le GSSE a protégé les
neurones dopaminergiques de la toxicité de la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) en réduisant
I'apoptose, le niveau des ROS et I’inflammation(Yousef et al., 2018). De méme, les
proanthocyanidines du GSE montrent des effets neuroprotecteurs contre les dommages induits
par différents agents de chimiothérapie dont la thalidomide et le carboplatine au niveau du
cerveau des rats en agissant sur le stress oxydant par augmentation de 1’activité des enzymes
antioxydantes (GPx, SOD et CAT) et parprévention de I’augmentation de la peroxydation des
lipides et du NO (Yousef et al., 2018).

Le Tableau 8 illustre I’ensemble des études effectuées démontrant un effet neuroprotecteur

du GSE et de certains de ses composeés chez le rongeur.
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Tableau 8 : Résumé des études portant sur I’effet neuroprotecteur de I’extrait de pépins de raisin (GSE) et de I’extrait de peau et de pépins de raisin

(GSSE)

Extrait’ Composes

GSE/ Proanthocyamdines

GSE

GEE

GSE/

GSE/

Diminution de 1la hpopercecydation ot de la fragmentation dADN causés par la
vielllisement au nivean do cerveau.

Protection du cervean contre accumulation des dommazes corvdants de I ADN canzés
par le wvisilhzement : stimuolafion des enmymes ambiocydantes, redechon de la
peroxydation des hipades.

Effet neuroprotectenr: nduire dasz changements guanttzhfs des protémes notarmment
1mnphquées dans les troubles cogmbis.

Prévention de la formation d'olizomares de béta-amyloide ot de la détenoration des
capacités copmitrves hises 4 la maladie d'alzhenmer.

Effet protectear  lors de I'ischenne Teperfiuzion cerebrale: prévention contre le stress
oocydant, confre | spuizement enerpetique condmzant a I'apoptose et la nécrose, contra
la dézéquuilibra de I'homéostaszia,

Effet correcteur contre |'1schénma‘raparfinzion cérabrala.

Effet protecteur lorz de 1'ischérme’ reperfisnion carsbrale: dimimuhion du stresz oxydant
=t de 1'apoptose.

Diminution de 12 perosydation des hipodes (WIDAY 22 ausrmentation de ' actmsts GPx
Dimunution de 1'exprezzion Mewl (semble délétere), D34, Bell ot Bax.

Effet neuroprotectsur of réduction du stress ooordant indurts par les chimiotharapies au
nrvean du cervean

Modulation de 'inflarnmation et de 1a sécrétion des cytokines.

Effet neuroprotectsur: protection des neurones dopaminerziques de la tomerte de la 6-

OHDA en redms=ant I'apoptose, laz nrveaice des BOS et I'mflammation.
Exite la perte neuronales et amelioration de la fonction motnice

Effet protectenr lors de 1'ischémmereperfusion  cérébrale: Dhimimition da "apoptoza
par dommohon de |expression Bax, bell ot caspase 3.
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Modele d'etude A "f ,
bibliographiques
iz Bagrehi st al, 1998
Rats Balu sr al |, 2006
Rats KEim er al., 2006
Souris Wang et al, 2008
Rats Eadr er al, 2014
Rats Eadr et al., 2020
Sourns Eongz st al | 2017
Rats Yousaf et al , 2018
Souris  In vitro: Ben Voussef er al., 2021

Modsle da |a maladie de Parkm=on

Souns Tu et al , 2019

—
| —



Synthése bibliographique

5. Données cliniques sur les effets biologiques de I’extrait de pépins de raisin
5.1. Effets thérapeutiques

Pour revue : Sochorova et al., 2020 ; Foshati et al., 2022

Ces derniéres années, le nombre d’études cliniques testant les effets des extraits de raisin, et
en particulier du GSE, est en forte croissance. Un résumé de certaines études cliniques
utilisant des extraits ou composés de raisin, et particuliérement les pépins de raisin, est
présentédans le Tableau 9. Ces études concernent le plus souvent les maladies
cardiovasculaires, les troubles métaboliques, notamment le diabéte et I’obésité, ainsi que les
maladies rénales chroniques. Ces dernieres sont notamment étudiées par notre équipe de
recherche de Borj Cédria. Les résultats positifs obtenus lors des premiers essais cliniques sont

tres encourageants quant aux effets bénéfiques du GSE également chez 1’humain.
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Tableau 9 : Etudes cliniques illustrant I'effet de I’extrait de pépins de raisin (GSE)

Pathologie  Références bibliographiques

Extrait/'Composé Effets observés

Clifton, 2004 ; Ward ef al , 2005;
Mellen et e, 2010; Park ef ai , 2016;
Lee and Kim, 2019; Odai ef ai | 2019

Maladies Clifton, 2004; Sano er el 2007;
cardiovazculares Shon ef @l 2021

Cliftom, 2004; Ward &f ai_2005; Sano
gt al, 2007; Ras ef ol , 2013; Lee and
Kim, 2015; Odai &f o, 2019

Diabite Gargari et al, 2011
Maladies rénale
CITIT? Turki et af | 2016

Yilmazer-hMusa e af, 2012
Ohbesite
Parandoosh ef o, 2020

G3E; Efude clinigue randomizée, en double aveugle
contrdlée vs placebo; Doze: entre 100 et 400 mg/J; Effet sur la vasedilatation médiée par le fhox (FID).

Patients: enfre 36 et 69; entre 4 et 12 zemaines.

G3E; Efude clinique randomizée, en double aveusls

contrilée vs placebo; Dose: entre 50 et 400 mg/T; Effet sur la pression arténielle systolique (PAS) et la pression
Patients: entre 36 =t 0; entre 4 et 16 semaines. artérielle diastolique (FAD).

G3E; Efude clinique randomizee, en double aveugle

controlée vs placebo; Doze: entre 100 et 300 mg/J; Effet sur la fréquence cardiaque (FIC).

Patients: enfre 36 et 7(0; entre 4 et § semaines.

G3E; Efude clinigque randomizée, en double aveugle
contralée vs 1 placebo; Dose: entre 100 et 300 mg/T; 60
patients avec dizbéte type I 2 mois.

Effet sur le statut et la peroxydation lipidique chez les
patients avec le dizbéte de type I

Effet antioxydant, anti-inflammateire chez les patients
attemnts d"insuffisance rénale:
Amélioration du débit de filtration glomémlare et de la

GSE; Efude clinigque randomizee; controlée v placebo; protéinurie, aug tion du statut antioxydamt (CAT et

330mg/J, 23 patieats; 6 mois. S0D) plasmatique, diminition de la lipoperoxydation et de la
carbonylation protéique, diminution de la CRP et de la
triglycéridémie.

GSE/ catéchine-3-gallates; salive des patients et sérum. Effet inhibiteur sur I"activité de 1" alpha-anrylase et de 1"alpha-
. ’ glucosidasze.

GSE; Efude clinique randomizée, en double aveugle :duction d ; ot
controlée vs placebo; Dosze: 300 mg'J; 40 patients; 12 RE e des IHATqueurs
p— d*inflammation et amélioration du profil lipidique sangwin.
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5.3. Sécurité d’utilisation

Pour Revue : Unusan, 2020

Jusqu’a aujourd’hui, il n’y a pas de dose préférentielle établie pour I’utilisation du GSE. Chez
I’Homme, les doses qui ont été décritesdans les différentes études et qui sont prescrites dans
certains pays européens sont comprises entre 100 et 300 mg/jour (Griffin, 2021).

En raison de ces effets bénéfiques sur la santé humaine, le GSE a été examiné pour une
analyse toxicologique par le NIEHS (National Institute of Environmental Health Sciences), a
été certifie comme sdr par la FDA (Food and Drug Administration) (Unsuan, 2020) et est
vendu comme additif alimentaire répertorié dans la base de données Everything Added to
Food aux Etats-Unis. La toxicité orale aiguédu GSE a tout d’abord été déterminée chez les
rats et la dose maximale sans effet nocif observé a été évaluée ; celle-ciest de 1410 mg/kg
PCljour chez le méle et 1501 mg/kg PC/jour chez la femelle. De méme, le GSE a montré une
dose létale 50% (DL50) supérieure a 4 g/kg (Yamakoshi et al., 2002). Chez ’Homme, la
prise orale du GSE jusqu'a 400 mg pendant 12 semaines et 2500 mg pendant 4 semaines
(Sano et al.,, 2007) ne montre pas d’effet indésirable et semble bien tolérée. Les effets
indésirables probables a long terme des apports élevés en GSE doivent étre déterminés par
rapport a l'interaction avec d'autres composés alimentaires, I'inhibition des enzymes digestives
et l'interaction avec les médicaments. Ainsi, des études toxicologiques plus systématiques

devrontétre réalisées.

6. Intéréts potentiels de I’extrait de pépins de raisin dans la sclérose en plaques
Les études testant I’effet du GSE sur la SEP restent peu nombreuses et se limitent & des études
précliniques (Tableau 10) qui concernent principalement 1’évaluation individuelle des
composés polyphénoliques présents dans le GSE. Le resvératrol est le composé qui a été le
plus fréquemment testé. Un extrait de jus de raisin blanc a également été testé, mais jusqu’a

présent aucune étude ayant testée 1’effet du GSE dans le cadre de la SEP n’a été réalisée.
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Tableau 10 : Etudes illustrant I’effet bénéfique de ’extrait de pépins de raisin (GSE) dans des

modeles murins de sclérose en plaques

Extrait/ Références Etude/Modéle

Composé de | bibliographiques
raisin

Shindler et @l..2010 EAE-souris /20 mg/kg/J resvératrol; 4 Réduction du dysfonctionnement neurologique
semaines. pendant I'EAE.

EAE ., .+ Retard de I'appanition du pic de 'EAE.
Kelly et al 2012 souris /100 ‘et 250 mg/kg/] Effet neuroprotecteur (prévention de la perte

resvératrol; 4 semaines.

neuronale).
Vitis vinifera Sato of al. 2013 EAE-souris /500 et 100 mgkg/] Pas d’effet neuroprotecteur, préserve la
T resvératrol; 8 semaines. démyéehinisation et I'inflammation.

Réduction des signes cliniques et du score
Giacoppo et al..  EAE-souris/20 et 40 mg/Kg/J Extrait histologique de la maladie.

2015 de jus de raisin blanc; 28 jours. S'oppose a l'altération des voies inflammatoires et

oxydatives.
Il existe une étude clinique randomisée, en double aveugle, contrdlée vs placebo, menée en
Iran et publiée par Siahpoosh et al., en 2018. Elle a été réalisée chez 66 patients atteints de
SEP-RR divisés en deux groupes de 33 personnes chacun, I’un recevant deux capsules de 450
mg de GSE par jour durant un mois (groupe traité), I’autre deux capsules de placebo (groupe
témoin). Les résultats obtenus montrent que I'utilisation du GSE améliore significativement
I'activité physique et mentale des patients atteints de SEP-RR et les résultats de 1’étude sont

représentés dans les Tableaux 11 et 12 :

Tableau 11 : Comparaison de la moyenne des sous-échelles physiques mesurées dans les deux

groupes (Extrait de Siahpoosh et al., 2018)

Sub-scores Treatment Placebo
Before After Before After
Physical function 1077 = 1.26 1263 + 238* 1092 + 1.25 12.55 + 2.48*
Health perceptions 11.01 + 1.24 1156 + 1.89 10,19 + 1.99 1037+ 1.01
Energy/fatigue 578+ 05 763 = +096" 623 +0.16 6.74 053
Role limitations-physical 6.52 +04 B27 + 205% 720+ 063 6591 + 068
Pain FB3 077 B.46 + 0.84% 755+ 067 767 091
Sexual function 4.26 *+ 0.50 472+ 044 410+ 062 424 +0.94
Social function 808 + 1.08 945 + 1.01* 870 + 0.90 922+ 105
Health distress 497 + 044 731 = 094" 648 = 0.10 6.68 +08
Total physical score 5072 + 1034 7105 = 9.10*% 6253 + 066 65.54 + 10,01

Tableau 12 : Comparaison de la moyenne des sous-échelles mentales mesurées dans les deux

groupes (Extrait de Siahpoosh et al., 2018)

Sub-scores Treatment Placebo
Before After Before After
Health distress 633+ 087 031 + 0.74* 825+ 094 1148 +1.76
Overall quality of life 512 +045 6.73 +0.80% 647 +0.85 666 +0.92
Emotional well-being 15./3x1.76 2037 £ 2.19* 1690 + 1.65 1/06 +£1.39
Role limitations-mental 1321 +1.46 1425 + +1.93 12.99 4+ 1.67 1432 +1.27
Cognitive function 8.80 095 955 +057 863 +0.46 841 =044
Total mental score 4873+ 411 6127 +6.13* 53.26 + 5.86 5531 +4.09
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I11.  Modeles animaux de la sclérose en plaques
Pour revue : Mix et al., 2010 ; Procaccini et al., 2015 ; Lassmann and Bradl, 2017 ;
Glatigny and Betteli, 2018 ; Bjelobaba et al., 2018 ; Smith et al., 2021
1. Géneralités
Depuis le premier modéle animal mis en place en 1933 par Rivers (Figure 29), de nombreux
autres modeéles ont été proposés pour étudier la SEP.Bien que les modéles animaux ne
puissent pas reproduire la complexité et I'nétérogénéité de la pathologie, ils se sont révélés
utiles pour le développement de plusieurs médicaments utilises pour le traitement des patients
atteints de SEP. Ainsi, chague modéle animal mime partiellement une/des caractéristique(s)

specifique(s) des aspects de la pathologie.
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Figure 29 : Chronologie des étapes clés dans I’histoire des modéles animaux de sclérose en plaques
AT-EAE: Adoptive transfer EAE CD: Cluster of differentiation
CNS: Central nervous system MBP: Myelin basic protein
MOG : Myelin oligodendrocyte glycoprotein TCR : T cell receptor
EAE : Experimental autoimmune encephalomyelitis

Extrait de Mix et al., 2010
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Il existe trois grandes catégories de modeles de SEP : i) les modeles de démyélinisation
induite par des virus, ii) les modéles de démyélinisation induite par des toxines et iii) les

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

1.1. Les modeles de démyélinisation induite par des virus

La mise en place de ces modéles animaux repose sur 1’hypothese que certains facteurs
environnementaux, en particulier les facteurs infectieux de type viral, jouent un réle dans
I’initiation et la progression de la SEP (Bjelobaba et al., 2018).Plusieurs virus pourraient étre
utilises tels que le virus de I'encéphalomyélite murine de Theiler (TMEV), le virus de la
maladie de carré canine et le virus de 1’hépatite murine (Lassman and Bradl, 2017). Parmi
ces modeles, celui utilisant le TMEV est le mieux caractérisé. Ainsi,grace a ce modeéle, les
animaux manifestentune inflammation intense et multifocale de la SB et de la SG, une
apoptose neuronale, une prolifération des cellules de la microglie ainsi que des processus de
démyélinisation/remyélinisation (Procaccini et al., 2015). La réponse immune induite lors de
la TMEV provoque une dégénérescence axonale similaire a celle observée dans la SEP
(Figure 30).

TMEV
(INSIDE-OUT)

Axon damage Demyelination
- ".#/’\ aE :‘3
v 4 &
* Acute —— Chronic
disease

' Microglia Astrocyte *_ Dendritic cell '_‘.’ Macrophage { B oligodendrocyte ’. cb4 ”CDS ®, Anitgen @ Apoptotic cell

Figure 30 : Représentation schématique du modele de démyélinisation induite par le le virus de
I'encéphalomyélite murine de Theiler
L'infection par le TMEV induit des dommages axonaux qui précédent la démyeélinisation,
observés également au cours de la phase chronique de la maladie. Les dommages axonaux
affectent les cellules immunitaires qui vont recruter des médiateurs pro-inflammatoires pour
induire la démyélinisation.
Adapté de Bjelobaba et al., 2018

1.2. Les modeles de démyélinisation induite par des toxines
Ces modeéles sont indispensables pour étudier les processus
dedemyeélinisation/remyélinisation. De plus, ils se caractérisent par une bonne

reproductibilité et une localisation anatomique bien définie de la zone de démyélinisation. Il
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existe plusieur agents gliotoxiques utilisés pour générer des foyers de démyélinisation. Ces
agents peuvent étre injectés directement dans la SB, comme le bromure d’éthidium (EtBr) et
la lysolécithine, ou des toxines administrées par voie systémique, telles que la cuprizone
(Woodruff and Franklin, 1999). Par ailleurs, 1’ionomycine, [’anticorps contre le
galactocérébroside, le 6-aminonicotinamide et la toxine diphtérique sont d’autres agents
gliotoxiques qui peuvent étre utilisés, mais ils permettent plus difficilement 1’exploration des
processus de remyélinisation dans ces modeles car ce phénomeéne n’est pas spontanément
observé. Genéralement, les modeles induits suite a 1’administration de lysolécithine et de
cuprizone sont les plus utiliseés. Cependant, I’inconvénient majeur de tous ces modeles réside

dans la présence d’une activité immunitaire trés restreinte(Figure 31).

Figure 31 : Représentation schématique des modéles
de démyélinisation induite par des toxines

Le bromure d’éthidium (EtBr) induit I’apoptose des
.. astrocytes, des oligodendrocytes et des progéniteurs
X oligodendrocytaires (OPC) durant la premiére semaine
— 3 — post-injection. La remyélinisation débute 6 semaines
\ / apres I’induction.
S ,,.’ ~ ' La lysophosphatidylcholine (LPC) ne produit pas de
@ * » mort cellulaire, et dans ce modeéle la remyelinisation

® e : intervient plus rapidement dés la 3°*™semaine apres
’..* X * ‘ I’injection.

La cuprizone induit 1’apoptose des oligodendrocytes
uniquement. L’activation microgliale débute 2 semaines

myelinatic omyalination (LPC) welination (EtBr)
rw11w"[w3! w:]w;[wo

Cuprizone

aprés I’initiation du modele. Elle se corrige
progressivement au fur et a mesure que la

T\/‘ : ‘ remyélinisation se met en place. L’activation
: astrocytaire quant a elle perdure tout au long de la
* maladie. La remyélinisation intervient a partir du
X/ moment ou 1’administration de cuprizone est arrétée.
Cw {_W: | [-* i i Extrait de Bjelobaba et al., 2018

oligoden: lluyl

1.3. L’encéphalomyélite auto-immune experimentale
L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) est le modéle de référence pour
I’é¢tude de la SEP. C’est I'un des modéles animaux les plus étudiés car il reproduit diverses
caractéristiques histopathologiques et immunologiques de la SEP. Il existe différents types

d'EAE reproduisant chacun certains aspects de la maladie (Bjelobaba et al., 2018).
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2. L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
Pour revue : Mix et al., 2010 ; Procaccini et al., 2015 ; Bjelobaba et al., 2018 ; Glatigny
and Betteli, 2018

2.1. Historique et généralités

Historiquement, la mise en place de ce modele a été développée suite a I’observation de
complications neuroparalytiques induites par une sensibilisation par des fragments de tissus
ou des cellules issus de cerveaux humains. Ce fiit notamment le cas avecl’effet indésirable
observé lors de la vaccination antirabique utilisant des virus inactivés amplifiés dans des
cellules neuronales ou dans des cerveaux insuffisamment purifiés qui entraina chez les
patients vaccinés des complications neurologiques dont I’encéphalomyélite aigué disséminée
(Stuart and Krikorian, 1928). En se basant sur ces observations cliniques, Rivers a
développé en 1933 le premier modéele d’EAE grace a I’immunisation de singes par injection
d’extraits de cerveau de lapin (Rivers et al., 1933). Par la suite, dans le but d’améliorer ce
mode¢le et afin de potentialiser la réponse immune humorale lors de 1I’immunisation, les
extraits de cerveau ont été administrés sous une forme mélangée avec I’Adjuvant Complet de
Freund (CFA) constitué de Mycobacterium tuberculosis tuée & la chaleuret la toxine
pertussique (PTX) (Freund and McDermott, 1942). Le CFA permet de libérer
progressivement les Ag, le Mycobacterium tuberculosis, et donc de stimuler la réponse
immune (Munoz et al., 1984) et la PTX qui est produite par la bactérie Bordetella pertussis
(responsable de la coqueluche) permet d’augmenter la perméabilisation de la BHE favorisant
ainsi I’infiltration de leucocytes activés dans le SNC (Pittman et al., 1979). La concentration
de chaque composé varie en fonction des protocoles utilisés et de la forme de SEP a mettre en
place. Au cours du temps, les extraits de cerveau ont été remplacés par des protéines
spécifiques de la myéline, telles que la Myelin Basic Protein (MBP) qui a été la premiere a
avoir été purifiée et utilisée (Einstein et al., 1962), MOG (Lebar et al., 1986) ou la PLP
(Tuohy et al., 1988).Par la suite, les protéines totales ont été remplacées par des peptides
synthétiques (Eylar et al., 1970 ; Lennon et al., 1970) tels que la MBP1.37, MOGss.55 et la
PLP139.151, permettant d’avoir des modeles plus reproductibles (Wekerle et al., 1994).
D’autres Ag additionnels sont également supposés étre impliqués dans la réaction auto-
immune de la SEP et de ’EAE (Tableau 13).
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Tableau 13 : Protéines et lipides jouant le role d’auto-antigenes putatifs dans le modéle

d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale ou dans la sclérose en plaques (Extrait de Mix

et al., 2010)

Antigens Results in MS and/or EAE References

Myelin basic proteip T and B cell response in EAE and MS Einstein et al (1962), Laatsch et al. (1962)

MOG T and B cell response in EAE and MS Lebar et al. (1986)

PLP T and B cell response in EAE and MS Tuohy et al. (1988)

23 CNP T and B cell response in EAE and MS Madted et al. (1998)

NF 155 Antibodies recognize the extracellular domain in MS Charles et al. (2002), Derfuss et al. (2010),
and cause axonal injury in EAE, but only in preexisting Mathey et al, (2007)
demyelinated lesions

NF 186 Antibodies recognize the extracellular domain in MS, Derfuss et al. (2010), Hedstrom et al. (2007),

Meurofilament-M

Contactin-2[TAG-1

S100B

Phosphatidyl serine

Sul farides

Oxidized phosphatidylcholine

Ganglioside GM1, sulfatide
and galactosylceramide

Gangliosides GM3 and GQ1b

Ganglioside GD1a

Lactosylceramide and
L-te-lysop hosphatidylserine

inhibit axonal conduction in 2 comple ment-depe ndent
manner and cause axonal injury in EAE
Neurofilament-M-specific T cells induce severe clinical

EAE with confluent demyelination and massive axonal loss
Contactin-2[TAG-1-specific T cells induce inflammatory
lesions in the cortex and white and gray matter thereby
opening locally the BBB and causing occasionally clinical EAE
Strong T cell response in EAE

Promotion of demyelination in marmoset EAE

T and B cell response in EAE

Strong antibody reactivity in MS brain and EAE spinal cord
Increased reactivity of pro-inflammatory cytokine secreting
CD8™ T cells in MS patients

Increased T cell response in primary progressive MS patients
Increased antibodies in serum and cerebrospinal fluid of
patients with MS and optic neuritis

Strong antibody reactivity in serum and cerebrospinal

fuid of M5 patents

Mathey et al. (2007)
Krishnamoorthy et al. (2009)

Derfuss et al. (2009, 2010) Mbrtl et al. (2007),
Shimoda and Watanabe (2009)

Kojima et al. (1997)
Ohler et al. (2004)
Kanter et al. (2006)
Qin et al. (2007)
Shamshiev et al. (1999)

Pender et al. (2003 )
Mata et al. (1999)

Kanter et al. (2006), Quintana et al. (2008b)

L’EAE peut étre induite dans différentes especes animales ; les premiéres utilisées furent les
primates non-humains comme le marmoset et le macaque rhésus & cause deleurs
ressemblances génétiques et immunologiques avec les humains (Rivers and Schwentker,
1935). Les cochons d’Inde (Freund et al., 1947) et les lapins (Waksman et al., 1956) furent
utilisés par la suite. Les souris (Olitzky and Yager, 1949) et les rats (Lipton and Freund,
1952) sont dorénavant les espéces les plus utilisées en plus des poissons-zébres (Kulkarni et
al., 2017).

2.2. L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale murine
2.2.1. Par immunisation passive

Une facon d'induire I'EAE est de réaliser un transfert adoptif, c’est-a-dire d’inoculer des
souris syngeéniques naives avec des lymphocytes T activés en présence de l'antigéne
spécifique de la myéline. Cette méthode est appelée « EAE passive » (Racke, 2001). La
premiére vérification démontrant quel'injection a des rats naifs de cellules de ganglions
lymphatiques de rats précédemment sensibilisés permet de développer I'EAE a été realisée par
Paterson en 1960 (Paterson, 1960). Vingt ans plus tard, le protocole d'expansion des cellules
T spécifiques de I'antigene a été établi et 'EAE passive avec des cellules T activées contre la
MBP a éte induite (Ben-Nun et al., 1981).

Les LT activés peuvent étre obtenus soit in vivo dans les ganglions lymphatiques de modeles

murins immunisés de facon active (Paterson et al., 1960), soit in vitro grace a la mise en
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culture de LT en présence de I’antigéne (Ben-Nun et al., 1981). L'EAE passive s'avéere
précieuse pour évaluer le réle central des LTCD4" au cours de la maladie. Ce modéle est
également utile pour étudier la phase effectrice de la maladie en I'absence d'adjuvant. L'EAE
se développe plus rapidement et de maniére plus homogeéne, permettant I'étude de la phase
effectrice indépendamment de la phase d'induction dont la pertinence est discutable pour la
SEP (Wekerle et al., 1994). Il est possible de manipuler les LT in vitro avec une variété de
molécules inflammatoires avant le transfert, ce qui permet d'étudier I'influence des différents
sous-types de LT impliqués dans la SEP. L'EAE passive peut également étre utilisée pour
examiner de plus pres la migration des LT dans le SNC (McCarthy et al., 2012). Ce modele
est trés important dans la recherche des thérapies anti-inflammatoires appropriées (Gold et
al., 2006). La limitation de ce modele est que les LT spécifiques transférés pourraient ne pas
avoir la capacité encéphalitogéene in vivo, ce qui signifie que le transfert adoptif des LT serait

incapable d'induire la perte de myéline.

2.2.2. Par immunisation active
L’EAE par immunisation active est induite de fagon directe dans un modéle murin gréace a
I’administration d’un peptide mimant un épitope de myéline et d’adjuvants potentialisateurs
de la réponse immune a savoir le CFA et/ou la PTX. Selon les protocoles d’immunisation et
les fonds genetiques de modéles murins utilises, différentes formes de SEP peuvent étre
modélisées. Chez les souris, plusieurs lignées peuvent étre utilisées, dont les plus
fréqguemment utilisées sont les lignées SIL ou C57BL/6J (Tableau 14). Les souris SJL sont
sensibles a I’immunisation par I’administration de PLP, de MOG et de MBP, que ce soit la
protéine entiere ou un peptide. Lorsqu’elles sont immunisées avec du PLP, elles présentent
souvent une forme d’EAE-RR (Kono et al., 1988 ; Tuohy et al., 1989) alors qu’une
immunisation avec de la MOGas.ss induit une forme chronique (Tompkins et al., 2002). En
revanche, les souris C57BL/6 sont sensibles uniqguement a une immunisation par la MOG ou

ses peptides dérivés.
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Tableau 14 : Les principaux modéles murins d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale

obtenus par immunisation active

Mouse strain MHC Peptide Peptide sequence Peptide origin Clinical course Reference
PL/2 H-24 MBPAc1-11 Ac-ASOKRPSORHG rat (lassic 114
B10.PL H-2Y MBPAc1-9 Ac-ASOKRPSOR rat/mouse (lassic 115
SILAd H-2* PLP139-151 HCLGKWLGHPDKF human/mouse Classict 116
PLP178-191 NTWTTCQSIAFPSK human/mouse Classic® 117
MBP84-104" VHFFKNIVTPRTPPPSOGKGR mouse Classict 118-121
M0G92-1064 DEGGYTCFFRDHSYQ rat (lassict 47,91
C57BL/6 H-2" MOG35-55 MEVGWYRSPFSRWHLYRNGK rat/mouse (lassic 122
M0G35-55 MEVGWYRPPFSRVVH LYRNGK human Classic 46
NOD H-297 MOG35-55 MEVGWYRSPFSRVWHLYRNGK rat/mouse (lassic 123
PLP48-70 TYFSKNYQDY EY LINIHAFQYV human/mouse (lassic 124
(3H.SW H-2b MOG35-55 MEVGWYRSPFSRWHLYRNGK rat/mouse (lassic 122
ABH (Biozzi) H-2dal PLP56-70 DYEY LINVIHAFQYV mouse (lassic 124,125
MOG8-22 PGYPIRALVGDEQED rat (lassic 125,126
ASW H-2% M0G92-1064 DEGGYTCFFRDHSYQ rat Atypical 47
(3H/Hel H-2k PLP190-209 SKTSASIGSLCADARMYGVL human/moLse Classic or Atypical 61,127
PLP215-232 PGKVCGSNLLSICKTAEFQ human/mouse (lassic or Atypical 61,127
CBA/ H-2k PLP190-209 SKTSASIGSLCADARMYGVL human/mouse Atypical 127
PLP215-232 PGKVCGSNLLSICKTAEFQ human/mouse Atypical 127
DBA/1 H-24 MOG79-96¢ GKVALRIONVRFSDHGGY rat (lassic 128

Ce tableau résume les principaux modéles murinsd'EAE qui peuvent étre activement induits

en mettant l'accent sur les épitopes encéphalitogenes dominants qui ont été décrits. Cette liste

n'inclut pas tous les modéles apportés dans la littérature. Les souches en gras sont les plus

couramment utilisées.

b : Plusieurs peptides de cette région sont encéphalitogénes

¢ : Signalé comme présentant une évolution clinique récurrente-rémittente.

d: La toxine pertussique (PTX) n'est pas nécessaire pour l'induction de I'EAE avec cette

combinaison souche/antigene, mais influence I'évolution clinique chez les souris A.SW.

MBP : protéine basique de myéline

MOG : glycoprotéine oligodendrocytaire de myéline.

Extrait de Stromnes and Goverman, 2006a

PLP : protéolipoprotéine

Dans ces modeles, le rapport entre I'antigéne et lI'adjuvant est d'une importance cruciale pour

le développement de ’EAE. Le CFA est l'adjuvant le plus fréquemment utilisé etfavorise

plutot la réponse immunitaire Thl, tandis q’un adjuvant moins couramment utilisé dépourvu

de Mycobacterium tuberculosis (appelé adjuvant incomplet de Freund [IFA]) induit une

réponse a dominanceTh2 (Bjelobaba et al., 2018). En plus d'améliorer la réponse immunitaire

périphérique, le CFA augmente la permeabilité de la BHE, sans activation évidente de la

microglie et des astrocytes (Rabchevsky et al., 1999). Le principal inconvénient du CFA

estqu'il peut provoquer des granulomes et des lésions au niveau du site d'inoculation. Pour

générer une maladie, les souris recoivent des injections supplémentaires de PTX administrées

le plus souvent le jour de I'immunisation et 48 heures apres (Stromnes et Goverman, 2006a).
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Bien que l'effet précis de la PTX dans I'EAE soit encore indéterming, il est suggéré qu'elle
facilite I'entrée des cellules immunitaires dans le SNC, ou encore qu'elle favorise la
prolifération et la production de cytokines par les LT et rompt la tolérance de ces derniers
(Waldner et al., 2000). D’une maniére générale, cette immunisation conduit a I'amorgage des
LT spécifiques de la myéline dans les organes lymphoides secondaires. Les LT activés
subissent une maturation et une expansion clonale, formant ainsi un grand pool de cellules T
CD4" spécifiques de la myéline a la périphérie. Ces lymphocytes se différencient ensuite en
cellules effectrices et deviennent capables de quitter les organes lymphoides secondaires par
les vaisseaux lymphatiques efférents pour passer dans la circulation sanguine. L'entrée de ces
cellules dans le SNC est accomplie lors de I'expression de molécules d'adhésion, de cytokines
et de chimiokines, ainsi que de leurs récepteurs, conduisant a la dégradation de la BHE
(Engelhardt, 2006). Dans l'espace périvasculaire ou dans le parenchyme du SNC, les LT
effecteurs sont réactivés aprés avoir reconnu les Ag sur les CPA, telles que les
microglies/macrophages, ce qui amplifie la réponse inflammatoire par I'activation continue de
ces cellules et le recrutement constant d'autres cellules. Ces événements sont suivis par la
sécretion de médiateurs pro-inflammatoires attirant un grand nombre de LT effecteurs et de
cellules mononucléaires dans le SNC, conduisant & des lésions tissulaires et une
démyélinisation mimant ainsi la physiopathologie de la SEP (McQualter and Bernard,
2007). Un déficit fonctionnel, tel qu'une paralysie de la queue et des membres postérieurs, se
produit alors. En outre, il a été rapporté que des niveaux élevés de cytokines, telles que I'lFN-
vy et le NO, peuvent avoir un rdle régulateur en supprimant les réponses des LT dans les stades
ultérieurs de la maladie EAE (Arellano et al., 2015).

Etant donné I’ampleur de la littérature concernant les différents modéles EAE induits chez les
souris, il n’est pas possible d’en donner une présentation exhaustive dans ce manuscrit. Ainsi,
nous nous limiterons a présenter de fagcon générale les modéles utilisés pour I’évaluation des
troubles sensitifs et de facon détaillée le modele d’EAE que nous avons utilisé dans la

présente étude.

3. Les modéles souris d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale utilisés
pour I’évaluation des troubles sensitifs
Pour revue : Tian et al., 2013 ; Khan et al., 2014a
3.1. Présentation générale
A T’heure actuelle, différents modéles de souris d’EAE, mimant différentes formes de SEP

(chronique, chronique a poussées ou récurrente-rémittente) sont disponibles pour 1’évaluation
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et la comprehension des mecanismes physiopathologiques des troubles sensitifs associés a
cette maladie. La caractéristique commune de ces modeles est d’induire une EAE avec des
troubles moteurs modérés afin de pouvoir réaliser une évaluation des troubles sensitifs qui
sont évalues la plupart du temps par des tests comportementaux mesurant la latence
d’apparition de comportement d’échappement ou d’expression de la géne ou de la douleur
lors de stimulation sensitive évoquée. Plusieurs études ont été menées afin de caractériser les
troubles sensitifs et les mécanismes physiopathologiques de leur apparition dans différentes
variantes d’EAE induites chez les souris. Les données obtenues peuvent étre regroupées en
fonction des formes d’EAE utilisées. En résumé, quatre grands types de variantes peuvent étre
définis :

* le modele d’EAE aigué (EAE-A) dans lequel la phase pré-symptomatique est suivie d’une
phase aigué qui correspond a ’apparition et au pic des symptomes, elle-méme suivie d’une

phase de rémission complete des symptémes ;

* le mod¢le d’EAE chronique (EAE-C), dans lequel la phase pré-symptomatique est suivie
d’une phase aigué qui correspond a I’apparition et au pic des symptomes qui perdure sous la

forme d’un plateau car aucune amélioration des symptomes n’est constatée ;

* le modele d’EAE chronique avec une poussée unique (EAE-CP) dans lequel la phase pré-
symptomatique est suivie d’une phase aigué qui correspond a 1’apparition et au pic des
symptomes évoluant vers une phase de rémission partielle des symptomes suivie d’un plateau

de stagnation des symptomes ;

* le modele d’EAE récurrent-rémittent (EAE-RR), dans lequel la phase pré-symptomatique
est suivie d’une phase aigué qui correspond a 1’apparition et au pic des symptomes elle-méme
suivie d’une alternance de phase de rémission et de rechute.

Ces différentes variantes d’EAE murines sont représentées dans la figure suivante (Figure
32):
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EAE aigiie (EAE-A) EAE chronique (EAE-C)
3 ' 3 -
1 1
o o —
10 20 30 40 50 o0 70 10 20 30 40 50 o0 70
EAE chronique avec poussée EAE récurrent-rémittent
unique (EAE-CP) (EAE-RR)

o u o
10 20 30 40 S0 60 70 10 20 30 40 50 60 70

Pré symptomatique [ ] Aigie Chronique Rémission

Figure 32 : Représentation schématique du décours temporel des symptémes dans les différents
modeles d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale murins utilisés pour I’étude des
troubles sensitifs
Chez les souris, ’EAE se caractérise par une paralysie ascendante débutant par une atteinte
de la queue, suivi de la paralysie des pattes arriére puis avant, évaluée a I’aide d’une échelle
a cinq points, pouvant varier d’un modele a un autre, mais qui communément s’échelonne de
0 (aucun signe clinique) a 5 (mort de 1’animal). Un score de 4 correspond a 1’apparition de

paralysies séveres des membres inférieurs et/ou supérieurs.

Suite a I’immunisation, plusieurs phases de la maladie peuvent étre distinguées en fonction
des modeles. Une phase pré-symptomatique suivie i) d’une phase aigué, qui correspond a
I’apparition et au pic des symptdomes, puis d’une phase de rémission compléte des
symptomes dans le cas d’une EAE aigué (EAE-A), ii) d’un plateau lorsqu’aucune
amélioration des symptomes n’est constatée dans le cas d’'une EAE chronique (EAE-C), iii)
d’une récupération incompléte suivie d’un plateau de stagnation des symptomes dans le cas
d’une EAE chronique a poussée unique (EAE-CP), iv) d’une alternance de phase de
rémission et de rechute dans le cas d’une EAE récurrente-rémittente (EAE-RR).

Adapté de Kipp et al., 2012
Extrait de Démosthénes, 2018

Il est aussi important de souligner le fait que, bien qu’ayant des traits communs, chacun de ces
modeles posséde également ses propres caracteristiques, telles que la cinétique d’apparition
des symptomes sensitifs, la sévérité clinique et la persistance dans le temps. Une importance
particuliére doit étre apportée a ces différences puisqu’elles orientent le choix du modéle a
utiliser en fonction des objectifs définis et des types de traitement recherchés. Au cours de ce
travail de these, nous avons choisi un modéle particulier d’EAE que nous détaillonsdans le

chapitre suivant.
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3.2. Modéles d’encéphalomyélite auto-immune chronique a poussée unique

(EAE-CP)
Ces modeles ont été initialement développés chez des souris SIL (méles et femelles) en
administrant du PLP13g.151,du CFA mais sans PTX, et ce en se focalisant sur les troubles
sensitifs (Aicher et al., 2004).Au cours du temps, la plupart de ces modeles ont été
développés chez des souris femelles C57BL/6J par immunisation active. Les protocoles
d’immunisation diffeérent en fonction de 1’dge des souris (6-12 semaines), des quantités de
MOGsss5 (50-250pg) et de PTX (200-350ng) utilisées et de la concentration en
Mycobacterium tuberculosis contenu dans le CFA (0,5-5mg/mL) (Tableau 15).
Plusieurs équipes de recherche, dont le groupe de Bradley J. Kerret al., travaillent sur les
modeles EAE développés chez les souris C57BL/6J en administrant de la MOG 3555, du CFA
et de la PTX, et s’intéressent notamment a 1’évaluation des troubles sensitifs. Quel que soit le
protocole d’induction utilisé, ’EAE suit la méme évolution qui se caractérise par une phase
pré-symptomatique durant une dizaine de jours, une phase d’apparition des symptomes, un
pic des symptdmes observés a J17 ou a J21 et une phase de récupération non complete. Le
score clinique forme un plateau caractéristique d’une phase chronique qui ne retourne jamais
au niveau basal méme aprées 30 jours d’expérimentation. Pour ces modeles
d’EAE,’infiltration de cellules immunes en particulier les LTCD3" est retrouvée au niveau de
la ME, au début des symptébmes et tout au long de la maladie (Olechowski et al., 2009 ;
Benson et al., 2015). La démyélinisation n’a été étudiée que dans une seule étude qui a
montré qu’elle est présente au moment du pic des symptomes, et a été retrouvée au niveau de
la ME et du nerf sciatique (Wang et al., 2017).Pour ces modeles, il a été mis en évidence des
troubles de la motricité par diminution de I’activité locomotrice dés le pic des symptdmes et
jusqu’a la phase chronique (Benson et al., 2015 ; Wang et al., 2017). De méme, une
diminution de la coordination motrice par le test rotarod a été observée lors de la phase
chronique mais pas au cours de la phase aigué (Olechowski et al., 2009 ; Wang et al.,
2017).Olechowski et al.se sont intéressés a 1’étude de I’influence de la source de la MOG sur
la nature des symptomes dans ce modéle d’EAE. IIs ont montré qu’une référence de MOG
(MOG 3555, PeptideSynthesis Facility, University ofCalgary, Calgary AB) était capable
d’induire une diminution de la coordination motrice deés la période d’apparition des
symptomes, alors que pour la seconde référence (MOG 3s.55, AnaSpec Inc, San Jose, CA)la
diminution a lieu au cours de la phase chronique (Olechowski et al., 2009). Des données

similaires ont été retrouvées au cours de I’étude de Seo et al. 2016, pour laquelle la
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comparaison deplusieurs références de MOGss-ss produites par divers fournisseurs a mis en
évidenceplusieurs décours temporels et sévérités de la maladie (Sao et al., 2016).

D’aprés Olechowski et al.(2009), ce modéle developpe lors de la phase pré-symptomatique et
lors de I’apparition des symptomes moteurs une allodynie mécanique, une allodynie au froid
mais pas d’altération de la sensibilité au chaud.Au pic des symptémes, une hyposensibilité
mécanique et thermique au chaud est observée ainsi qu’une normalisation de 1’allodynie au
froid. Au cours de la phase de récupeération, un retour au niveau basal de la sensibilité
mécanique et thermique au chaud et une réapparition de 1’allodynie au froid sont observés
(Olechowski et al., 2009). 11 est treés probable que 1’absence de troubles sensitifs lors du pic
symptomatique soit due aux troubles moteurs importants a ce moment de la maladie.

En conclusion, méme si les protocoles d’immunisation utilisés sont parfois trés proches les
uns des autres, la sévérité des symptdmes peut différer de maniere notable. Une cause
potentielle de cette variabilité est I’origine du peptide de myéline utilis€ comme antigéne,
comme cela a été montré dans les études menées par Olechowski et al., 2009etSeo et al.,
2016.
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Tableau 15 : Etudes précliniques ayant évalué les troubles sensitifs dans les modéles murins d’EAE chronique a poussée unique (EAE-CP)

Référence bibliographique Fond s _ Age ) Protocole Troubles sensitifs
génétique (Semaines) d’immumnisation
: I 150 pug PLP 0 05 Hypoalgszie thermugque au chaud au pic des syvmpiomes, aox phases de
2 BIL FM = e o R SETTET -
Aicher st al., 2004 &% lmgz'ml CEA récupération et chronigue.
Rodrizues et al, 2009; 2016 C3TBLIBT F g.10 1'1":' ug‘iﬁzﬁ Allodynis mécamaue 3 Iz phasze pré- symptématique et 3 1a phase d’apparition
! mE I .
= de= symptimes.
22300 ng PTX TR
200%: Allodynie mécanique awx phases pré- symptomatique d'apparntion des
svmptimes of da récupération. Alors quiune hyposenmibilité mécanmigue est
30 pz MOG;: o observes an pic des symptomes.
Olachowski er al.. 2009: 2010 C5TEL&T F 10-12 3 me/ml. CFA Allodymie an froed aux phases pré-symptomatque, d’appanton et de pc des
2013 ’ : 2x300 ng PTX symaptdmas, zinsi gu'a la phass de récupération.
2010 et 2013: Allodynie mécamique aux phazes pré- symptomatique =t de
récupération des symptimes.
250 pg MOG;: 5 . .. . . n . .
Warwick 2 al., 2014 CSTRLET F 68 0.5 me/ml CFA J";_.I.li:--:l]._'m-&_l mécanique 2 la phase pre- symptomatiqgue ot 3 la phase de
- 23350 ng PTX racuperation des symptomes.
i 30 pg MOGy zc
Benson &t al., 2015 C3TBL/ET F 10-12 0.5 me'ml. CFA Allodynie mécamique 2 la phase d apparition des symptomes.
2300 ng PTX
50 pg MOGyz.5:
Potter et al., 2016 C37BL/6T F 10-12 0.3 mgml. CFA Allodynie mécamoue 3 1a phase d’apparition des symptomes.
2x300 ng PTX
. - 50 pg MOGy;.5:
Yousuf er al, 2017 C3TEL/&T F 10-12 0.3 mpml. CFA Allodynia mécamimue 2 1a phasze 4" apparition des symptomes.
2300 ng PTX
100 ug .‘h‘iD’G’g_s_;;
Wang er al., 2017 C37BL/8T F g-12 4 mg'ml CFA Allodynie mécamaue 2 1a phase de récupération st au phase chronique .
2200 ng PTX
Allodymie macanique aux phases d’apparition et de pic des svmptomes.
Ezhn et al , 2014 CSTELGT F 12-14 2::3;]0 BE M&GEGF Allodynie an froid aux phases pré-zymptomatique, d'zppantion et de pic des
meml 5
2200 ng PTX :
([ =)



4. Limites des modéles EAE

Pour revue : Procaccini et al., 2015

Les limites du modéle de ’EAE résident principalement dans les différences de pathogenése

par rapport a celle de la SEP. Certaines limites peuvent étre ainsi soulignées :

e L’¢évolution de la maladie au cours du temps : en effet, dans le modéle animal, I’initiation
et I’évolution temporelle des symptomes différent de ce qui est observé en clinique. Chez
I’Homme, la maladie est tres probablement initiée plusieurs années avant le début des
manifestations cliniques, alors que les symptémes dans les modeles EAE sont détectés

dans les semaines, voire méme les jours qui suivent 1’induction de la maladie (Figure 33).

EAE therapy
EAE course (weeks/months)
Induction
Immunization Pre<linical phase Entry to CNS Effector phase Clinical Relapses Progression
Transfer (Cell trafficking Pathology i i issi
clonal expansion)
MS clinical presentatio
RIS CIS RRMS

Figure 33 : Représentation chronologique des décours temporels physiopathologique et clinique
de la sclérose en plaques et de I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale
Dans I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), le décours temporel complet de
la maladie en prenant en compte la phase pré-symptomatique est identifiable et les
interventions thérapeutiques peuvent débuter trés précocement y compris en préventif. La
situation est bien différente dans la sclérose en plaques (SEP) ou les premiers signes
radiologiques restent en général non identifiés et ou les traitements ne sont initiés qu’a

I’apparition des premiers signes cliniques et méme apres.

CIS : Syndrome cliniquement isolé RRMS : SEP récurrente-rémittente

CNS : Systéme nerveux central SPMS : SEP secondairement progressive
RIS : Syndrome radiologiquement isolé

Extrait de Mix et al., 2010

e [’homogénéité des fonds génétiques : les modeéles murins utilisés et notamment les souris
ont des fonds génétiques trés homogeénes comparés a 1’hétérogénéité génétique observee
chez ’'Homme (Mix et al., 2010).

e |l existe des différences entre les systémes immunitaires humain et murin ainsi qu’entre

les systémes nerveux humain et murin (Mix et al., 2010).
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e L'EAE est une maladie affectant principalement la substance blanche de la moelle
épiniere, alors que la SEP est principalement une maladie du cerveau avec une
démyélinisation importante du cortex cérébral et cérébelleux. Malheureusement, tres peu
d'études ont analysé I'implication du cortex dans I'EAE.

e Le modéle EAE fournit trés peu d'informations sur la progression de la maladie. En effet,
les modeles EAE ont montré un intérét notable dans le développement des
traitementsimmunomodulateurs et immunosuppresseurs actuellement commercialisés pour
le traitement de la SEP-RR (Ridge et al., 1985 ; Rice et al., 2005 ; Steinman and
Zamvil, 2006) mais les connaissances sur 1’évolution progressive de la maladie restent
dérisoires.

A cause de I’ensemble de ces limitations, plusieurs études ayant travaillé avec ces modeles

EAE pour essayer de déterminer les effets bénéfiques potentiels de certains facteurs de

croissance, de facteurs de survie neuronale ou encore de facteurs de différenciation n’ont pas

réussi a reproduire leurs résultats positifs (Oliver et al., 2003). De méme, plusieurs autres
approches thérapeutiques prometteuses chez les souris se sont révélées inefficaces voire
méme nocives chez I’Homme (Steinman and Zamvil, 2006 ; Meinl et al., 2011). Le tableau
ci-dessous (Tableau 16) résume quelques exemples marquants d’échec de validation clinique

pour des traitements ayant montré une grande efficacité chez les souris.

Tableau 16 : Thérapies testées en clinique sans effet notable sur les symptdmes de la sclérose en
plaques(Extrait de Mix et al., 2010)

Therapy Results in MS patients References

Anti-TNF-oe mAb infliximab Increased MRI activity van Oosten et al. {1996)

Anti-CD3 and anti-CD4 antibodies No significant clinical effect Wiendl and Hohlfeld (2002)

Anti-CD28 mAb TGN-1412 Cytokine storm causing multiple organ failure Hiinig (2007)

Altered peptide ligands Anaphylactic reactions and exacerbation of MS Bielekova et al. (2000), Kappos et al. (2000)
Oral tolerogens No significant clinical effect Faria and Weiner (2006)

Sulfasalazine Only transient clinical effect Noseworthy et al. (1998)

Linomide Cardiopulmonary toxicity MNoseworthy et al. (2000)

Enfin, il est important de rappeler et de noter qu’un seul modele animal ne peut refléter toute
la complexité de la SEP et qu’a I’heure actuelle il existe surtout un manque des modéles de

forme progressive de la maladie.
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Partie 2 : Matériels et Méthodes
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l. Caractérisation de I’extrait de pépins de raisin
1. Matériel végétal : Poudre de pépins de raisin
La poudre de pépins de raisin est obtenue a partir de grappes de raisin de 1’espece Vitis
Vinifera, variété Carignon du nord de la Tunisie. Les pépins ont été récupérés a partir des
résidus de vinification de la coopérative vinicole Ceptunes (Grombalia, Gouvernorat de
Nabeul). lls ont été seéparés du reste du marc de raisin, séchés a I’air libre et a I’abri de la
lumicre puis broyés jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. Cette poudre a été conservée dans
des flacons en verre hermétiquement fermés et conservés a 1’obscurité et a température

ambiante.

2. Extraction des composés phénoliques
L'extraction des polyphénols a partir de la poudre de pépins de raisin a été réalisée par
dissolution de 1g de poudre seche dans 20 mL d'éthanol 10% a l'obscurité. Apres une
agitation vigoureuse a I’aide d’un vortex, suivie de 3 min de sonication, le mélange a subi une
centrifugation a 10 000 rpm pendant 15 min a 4°C. Le surnageant obtenu a été filtré a travers
un papier Whatman no. 4 et conservé +4°C pour la réalisation des différentes manipulations.

3. Calcul du rendement massique
Aprés évaporation totale du solvant sous vide a 45°C a I’aide d’un rotavapeur (Biichi® rotary
evaporator Model R-205) pour I’actétate d’éthyle et a 1’aide d’un lyophilisateur (CHRIST @,
alpha 1-2 LSCbasic) pour le cyclohexane et la fraction aqueuse, le rendement massique en
matiére séche (R%) a été calculé selon la formule suivante :
R (%) = M/Mo0*100

0,

% R (%) : Rendement exprimé en %
% M : Masse de la matiére seche obtenue apres évaporation (en gramme)

%+ Mo : Masse de la poudre utilisée (en gramme)

4. Fractionnement de I’extrait de pépins de raisin
Le fractionnement du GSE a été réalisé aprés une extraction liquide-liquide répétée trois fois.
En effet, 1g de la poudre de pépins de raisin a été dissout dans 50 mL d’eau distillée. Aprés
agitation magnétique durant 30 min, I’extraction des lipides a été faite par 1’ajout de 10 mL de
cyclohexane. Aprés une agitation de 24 h a température ambiante, le mélange obtenu a subi
une decantation pendant 30 min. Il y a alors apparition de deux phases, 1’une aqueuse et
I’autre organique contenant les lipides dissous dans le cyclohexane. Aprés récupération de la

phase organique, nous avons ajouté a la phase aqueuse 5 mL de cyclohexane.
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De méme, le mélange obtenu a subi une agitation pendant 2 h a température ambiante suivie
d’une nouvelle étape dedécantation de 30 min. La derniére opération d’extraction dans la
phase aqueuse a ensuite été répétée en ajoutant 5mL (V=20 mL de cyclohexane). A la fin de
I’extraction, nous avons récupéré la phase organique contenant les lipides et nous avons
ajouté a la phase aqueuse restante le solvant d’extraction des polyphénols qui est I’acétate
d’éthyle tout en suivant les mémes étapes d’extraction pour les lipides. Les étapes

d’extraction ont été résumées dans la figure suivante (Figure 34).

Poudre de pépins de raisin

Extraction solide-liquide

Evaporation a sec : Matiere Séche (MS)
Resuspension de MS dans I’eau

Extraction liquide-liquide par le cyclohexane

A 4
Phase de cyclohexane Phase aqueuse

Fraction lipidique

Extraction liquide-liquide

par P’acétate d’éthyle v

JV VL

Phase d’acétate d’éthyle Phase aqueuse

Fraction phénolique @

Figure 34 : Protocole de préparation des différentes fractions

Chaque phase obtenue a subi une évaporation (rotavapeurpour I’acétate d’éthyle ou
lyophilisateur pour le cyclohexane et I’eau) et le pourcentage de chaque fraction est calculé

selon la formule suivante :

F % = M/Mo0*100

F% : Fraction exprimée en % avec :
FL% : Fraction lipidique ; FP % : Fraction de polyphénols et FA% : Fraction aqueuse

M : Masse de la matiéere seche obtenue aprés évaporation du solvant (en gramme)
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Mo : Masse de matiére seche initialement dissoute(en gramme)

5. Dosage des polyphenols totaux, flavonoides totaux et tanins condensés
Tous les dosages ont été effectués par des méthodes spectrophotométriques en utilisant les
standards adéquats et ont été faits en triplicate.
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode adaptée de Singleton and
Rossi, (1965), en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est un acide de couleur
jaune constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungestique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPM0Oao), qui sont réduits lors de 1’oxydation des polyphénols en un
mélange d’oxydes de tungsténe (WgO23) et de molybdene (MOgOz3) bleu. Ainsi, les produits
formés présentent un maximum d’absorbance a 760 nm dont 1’intensité est proportionnelle a
la quantit¢ de polyphénols présents dans I’extrait. Briévement, 125 puLL de GSE a la
concentration de 1mg/mL ont été dissouts dans 500 puL d'eau distillée et 125 pL de réactif de
Folin-Ciocalteu. Aprés agitation rapide et une incubation de 5 min, 1250 pL de carbonate de
sodium Na;COs ont été ajoutés(7 g/100 mL). Aprés incubation pendant 2h a température
ambiante et & I'obscurité, I'absorbance a 760 nm a été mesurée.
Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium (AICI3) (Dewantoet al., 2002). Ce réactif forme des complexes acides stables
avec les atomes d’oxygéne présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides qui absorbent a
510 nm. Briévement, 1 mL de GSE a la concentration de 1 mg /mL a été mélangé avec 1 mL
de solution de nitrite de sodium (NaNOz; 2 %) et 150 puL d’AlCls (10 %). Aprés 5 minutes,
0,5 mL de solution d’hydroxyde de sodium (NaOH ; 1 M) a été ajouté. Le volume final a été
ajusté a 2,5 mL avec de l'eau distillée, soigneusement mélangé et I'absorbance a été
déterminée & 510 nm.
Le principe de la méthode de dosage des tanins condensés repose sur la fixation du
groupement aldéhydique de la vanilline sur le carbone C-6 du cycle A de la catéchine pour
former un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500 nm (Price et al., 1977).
Brievement, 1mL de GSE de concentration de 1mg/mL a été mélangé avec 3 mL de vanilline
(4 %) et 1,5 mL de HCI pur et I'absorbance mesurée a 500 nm apres 15 min d’incubation a
température ambiante et a 1’obscurité.
Tous les dosages ont été réalisés dans des cuves en quartz en utilisant le spectrophotomeétre
UV-visible SmartSpec 3000 Bio-Rad (Laboratoires Bio-Rad, Allemagne).
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6. Détermination de I’activité antioxydante in vitrode I’extrait de pépins de raisin
L’activité antioxydante totale du GSE a eté évaluée par la méthode utilisant le
phosphomolybdéne décrite par Prieto et al., 1999. Cette technique est basée sur la réduction
de 1’oxyde de molybdéne (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoOs> en
molybdéne(V)MoO?*conduisant & la formation d’un complexe vert de phosphatea pH acide
qui absorbe a 695 nm. Brievement, un volume de 0,1 mL d'extrait (de concentration de 1
mg/mL) ou standard (acide ascorbique préparé dans du méthanol) a été mélangé a 1,5 mL de
mélange réactionnel contenant 0,5 mL d'acide sulfurique (0,6 M), 0,5 mL de phosphate de
sodium (28 mM) et 1 mL de molybdate d'ammonium (4 mM). Les tubes ont ensuite éeté
incubés a 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement, I'absorbance est mesurée a 695
nm.L’activité antioxydante totale est déduite a partir de I’équation de régression de la courbe
d’étalonnage de 1’acide ascorbique qui représente la variation de I’absorbance a 695 nm en
fonction de la concentration (R2 = 0,97). Ainsi,elle est exprimée en microgramme
d’équivalent d’acide ascorbique par milligramme de matiére seche (ug EAA/mg MS).
L'activité de piégeage du radical DPPH est mesurée selon le protocole décrit par Hanato et
al., 1988. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH de couleur violette se réduit
en 2,2 Diphényle-1-Picryl-Hydrazine de couleur jaune qui absorbe a 517 nm. Brievement, 1,5
mL d'une solution méthanolique de DPPH (0,2 mM) a été ajouté a 2 mL deGSEde
concentration de 1mg/mL. Aprés une période d'incubation de 30 min & température ambiante,
I'absorbance a été mesurée contre un blanc a 517 nm. Le pourcentage d'inhibition du radical
libre DPPH (% IP) a été calculé comme suit :

IP % = [(A blanc — A &chantilion)/ A blanc] X 100
Avec : A pianc : Absorbance de la réaction de contréle

A schantillon - Absorbance en présence d'extrait de GSE.
La concentration inhibitrice 50% a été calculée a partir la courbe de régression de différentes
concentrations des extraits en fonction du pourcentage d'inhibition. Le hydroxytoluéne butylé
(BHT) a été utilise comme contrdle positif.
En plus de I’activité antioxydante totale et du test au DPPH, nous avons eu recours a deux
autres méthodes pour 1’évaluation de I’activité antioxydante in vitro du GSE, & savoir le test
de chélation du fer et le test de réduction du fer (FRAP).
La capacite chélatrice est déterminee selon la méthode de Zhao et al., 2006. Le principe de
la méthode repose sur I’inhibition de la formation du complexe Fe?*/Ferrozine aprés

traitementdes échantillons avec les ions Fe?". Le complexe formé absorbe a 562 nm.
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Brievement, lemélange réactionnel contenant 0,1 mL de GSE (de concentration 1mg/mL) et
0,05 mL de FeCl> (2 mmol/L) a été incubé pendant 5min a température ambiante et a
I’obscurité puis la réaction a été initiée en ajoutant 5 mM de ferrozine (0,1 mL) en ajustant le
volume total a 3 mL avec de I'eau distillée. Aprés une agitation vigoureuse et une incubation
pendant 10 min a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 562 nm et l'activité de
chélation des métaux calculée comme suit :
Activité de chélation du fer (%) = [A blanc — A échantilion)/A blanc] X 100
Avec : A ianc : Absorbance de la réaction du contrdle
A schantillon - Absorbance en présence d'extrait de GSE

La concentration chélatrice 50% a été déduite a partir du graphique exprimant le pourcentage
d'inhibition en fonction de la concentration d'extrait.L’éthylénediaminetétraacétique (EDTA)
a été utilisé comme contréle positif.

Le test FRAP a été réalisé selon la méthode de Barreira et al., 2008, basée sur la réduction
du fer ferrique (Fe3") présent dans le complexe ferricyanure de potassium (KszFe(CN)s) en fer
ferreux (Fe?"). La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune de Fe3* en bleu
vertdu Fe?* et I’intensité de la coloration est mesurée par spectrophotométrie 2 700 nm. En
effet, ’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique I’augmentation de la
réduction du fer. Brievement, 1 mLde GSE a la concentration de 1mg/mL a été mélangé avec
2,5 mL de tampon phosphate de sodium (200 mmol/L, pH = 6,6) et 2,5 mL de ferricyanure de
potassium a 1% puis incubé a 50°C pendant 20 min. Aprés addition de 2,5 mLd’acide
trichloroacétique (TCA ; 1%) suivi de 5 mL d'eau distillée et de 1 mL de 0,1% de chlorure
ferrique (incubation 5 min), I'absorbance a été déterminee & 700 nm. L'activité réductrice du

fer a été calculée a partir de la courbe de controle préparée a partir de 1’acide ascorbique.

7. ldentification des composés de Dextrait de pépins de raisin par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés a déterminer la composition de chaque
fraction du GSE grace a la technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM).
Les compositions des phases phénoliques et aqueuses ont été déterminées selon les protocoles
décrits par Erbing et al., 1995 en y introduisant quelques modifications. Brievement, 0,45 mg
des fractions lyophilisees ont été hydrolysées par 1 mL de TCA (2 M) a 70°C pendant 2 h
dans un tube scellé sous atmosphére d'azote. Les composés libérés ont été convertis en leurs

dérivés triméthylsilyl en ajoutant 100 uL de pyridine et 100 pL de N,O-bis (triméthylsilyl)-
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trifluoroacétamide (BSTFA) a I'échantillon sécheé selon la méthode utilisée par Guentas et al.,
2001. Pour la phase lipidique, les extraits ont été méthylés avec du méthylate de sodium dans
du méthanol selon la méthod décrite par Visioli et al., 1993.

Tous les échantillons ont été analysés par CPG-SM(Agilent, MSD inerte 5975C avec son
Détecteur a Triple Axe, Allemagne). Brievement, 1 uL d'échantillon silylé a été injecté par
I'intermédiaire d'un injecteur fendu (250 °C, rapport de partage de 20:1, débit fractionné de 18
mL/min), dans une colonne HP-5 ((5 % phényl)-méthylpolysiloxane) 30 m, 0,25 mm, 0,25
pm). La température initiale de la colonne de 150°C (1 min) a été augmentée a 180°C a raison
de 1°C/min, de 180 a 250°C a 2°C/min et de 250°C a 300°C a 15°C/min (maintenue pendant
10 min). La source d'ions du spectrometre de masse (impact électronique) a été réglée a
250°C, le gaz porteur est I'Hélium N60 (1 mL/min). La condition du détecteur est de 70 eV.
Les températures utilisées sont de 150°C pour le MS Quad, 230°C pour la source de la MS et

250°C pour la ligne de transfert.

1. Induction de I'encéphalomyélite autoimmune expérimentale et traitement
curatif précoce a I’extrait de pépins de raisin
1. Animaux

Toutes les expérimentations ont été réalisées conformément a laDirective 2010/63/UE du
Parlement européen et du Conseil du 22 septembre 2010 relative a la protection des animaux
utilisés a des fins scientifiques et son application dans la loi francaise (Décret n° 2013-118 du
ler février 2013) avec l'approbation du comité d'éthique local (APAPIS-4306). Elles étaient
également conformes aux directives éthiques de I'Association Internationale pour I'Etude de la
Douleur (Zimmerman et al., 1983) et aux directives ARRIVE sur la norme de notification
pour les études précliniques (Kilkenny et al., 2010).
Soixante douze souris femelles C57BL/6J agées de 6 semaines au moment de I’induction ont
été utilisées au cours de cette étude (Janvier Labs, le Genest Saint Isle, France). Les souris ont
été stabulées a I’animalerie a six par cage (3 CTL et 3 EAE) dans un environnement a
température contrélée (22°C + 2°C) sous un cycle lumiere/obscurité de 12h (lumiere de 7h00
a 19h00), avec ’acces a la nourriture et a I'eau ad libitum. Une adaptationd’au moins 7 jours

aux conditions de I’animalerie a été réalisée avant le début de I'expérience.

2. Induction et évaluation de I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
Suivant le protocole décrit par Olechowski et al.,2009, les souris EAE ont été immunisées a
l'aide d’un mélange contenant 50 pg de MOGsss5(M4939, Sigma Aldrich, Darmstadlt,
Germany) dans 100 pL de CFA (1 mg/mL) (F5881, c¢) au niveau de la base du cou et du bas
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du dos. Une injection intrapéritonéale (i.p) de 300 ng de PTX (P7208, Sigma Aldrich,
Darmstadlt, Germany) dissoute dans 200 pL de NaCl 0,9% a également été réalisée le jour de
I’immunisation (JO)avec un rappel 48h plus tard (J2). Les souris contr6le (CTL) ont recu une
injection de CFA (0,5 mg/mL) et de PTX (300 ng) seuls. Les souris ont été injectées par un
expérimentateur indépendant (Mélina BEGOU, MB) différent de celui ayant realisé le reste de
I'étude (Maha MABROUK, MM) pour éviter les biais expérimentaux.

Le score clinique et le poids corporel des souris ont été déterminés quotidiennement. Pour le
score clinique, I'échelle de points établie par Olechowski et al., 2009 a été utilisée,définissant
la notation suivante : Grade O : souris normale, grade 1 : queue flasque, grade 2 : faiblesse
Iégére des membres postérieurs avec réflexe rapide, grade 3 : faiblesse sévére des membres
postérieurs avec réflexe lent, grade 4 : paralysie de I’'un ou des deux membrespostérieurs.
Cette échelle de points permet de surveiller et denregistrer les changements
comportementauxet physiques graduels qui se sont produits au cours de 1'étude. L apparition
des signes cliniques est considérée comme significative si le score clinique est>1. Les scores

cliniques ont été évalués en aveugle.

3. Traitement curatif précoce

L'extraction des polyphénols a partir du GSE a été réalisée apres dissolution de 400 mg de
poudre séche dans 8 mL d'éthanol a 10% (w/2v) a I'obscurité. Apres une agitation vigoureuse
a I’aide d’un vortex et une sonication de 3 min, le mélange a été centrifugé a 4 100 rpm, 15
min a 4°C et le surnageant obtenu contenant les polyphénols solubles a été récupéré et utilisé
pour le traitement.

Le traitement curatif précoce par le GSE a débuté au jour 10 post-immunisation (J10) jusqu'a
J30. Chaque jour, les souris traitées au GSE ont recu une injection intrapéritonéale de 200 pL
de surnageant fraichement préparé correspondant a une dose de 500 mg/kg de poids corporel
d'animal/jour (500mg/kg PC/J). En tant que contrdle, les souris véhicule ont recu chaque jour
une injection intrapéritonéale de 200 pL d'une solution d'éthanol a 10%(Figure 35a). Cing
cohortes (groupes d'animaux immunisés en méme temps et évalués avec les mémes tests) ont
été utilisées pour cette etude (4 pour I'évaluation comportementale et 1 supplémentaire pour
les prélevements biochimiques a D20). Chaque cohorte est composée de 12 souris CTL et 12
souris EAE réparties au hasard en 4 groupes de 6 animaux : CTL + véhicule, EAE + véhicule,
CTL + GSE et EAE + GSE.
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I11.  Etude comportementale

Pour I’étude comportementale, les souris EAE et CTL ont été testées pendant les différentes
phases de développement de la pathologie, a savoir la phase pré-symptomatique (J10-J12), le
pic de la maladie (J17-J19) et la phase chronique de la maladie (J24-J26), a I'exception du test
de von Frey pour lequel les souris ont été évaluées tous les 2 a 4 jours (Figure 35b). Au cours
des procédures comportementales, le nombre de tests pour chaque animal a été limité de 4 a 7
selon la séveérité des procedures imposées. De plus, pour prendre en considération la
variabilité de I'induction de I'EAE (Teuscher et al., 2004 ; Olechowski et al., 2009 ; Bittner
et al.,, 2014), chague eévaluation comportementale a été réalisée dans deux cohortes
différentes. C’est la raison pour laquelle, comme décrit ci-dessus, 4 cohortes de souris ont été
nécessaires pour cette étude.

Tous les tests ont eu lieu durant la période de la journée entre 8h00 et 12h00 pour le test de
von Frey, le test rotarod, le test de ’open field et le test de la grille, et entre 14h00 et 18h00
pour le test du labyrinthe en croix surélevé, le test de la plaque chaude, le test de labyrinthe en
Y et le test de I’acétone sur la patte. Tout au long de I'étude, le score EAE et le poids corporel

ont été évalués quotidiennement.
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L TEyE (Olechowski etal.. 2009)

Figure 35 : Protocole expérimental

1. Evaluation des troubles sensitifs

L’allodvnie mécanique a été évaluée a l'aide du test de von Frey selon la méthode décrite par

Dixon en 1980 et modifiée par Chaplan et al.,en 1994. Les souris ont été placées dans des
boites en plastique individuelles (3,5 cm de long x 8 cm de large x 14 cm de haut) sur une
plate-forme grillagée surélevée, permettant un acceés complet aux pattes. Les souris ont été
habituéesau dispositif pendant 45 a 60 min avant le test. La stimulation a été appliquée en
utilisant la méthode dite « up and down ». Des filaments de von Frey calibrés de 0,02 a 1,4 ¢
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(Bioseb Aesthesio®, Chaville, France) ont été appliqués perpendiculairement a la plante de la
patte arriére droite avec une force suffisante pour provoquer un léger ploiement du filament
contre la patte pendant 3 @ 5 s. Une réponse positive correspond & un retrait ou une secousse
de la patte. Le niveau du seuil de retrait des pattes (PWT) a été déterminé comme decrit
précédemment (Chaplan et al., 1994).

L'hyperalgésie au chaud a été évaluée a l'aide du test de la plaque chaude (MacDonald et

al., 1946). Les souris ont été placées sur une surface métallique carrée chauffée a une
température de 52°C ou 56°C (Modele DS 37, Ugo Basile, Gemonio, Italie), et les latences
d’apparition de la premiére réponse nociceptive sous forme de léchage, secousse de la patte
arriere ou de saut, a été mesurée. Dés que la réponse nociceptive a été observée, la souris a été
immédiatement retirée de la plaque chauffante. La validation des données nécessite
I'obtention de deux latences stables (moins de 1 s de différence) avec un maximum de 4 essais
réalisés par souris. Les données qui ne remplissent pas ce critere de validation ont été exclues.
Des latences seuils de 30 s (pour 52°C) et 15 s (pour 56°C) ont été utilisées pour éviter les
blessures aux pattes des animaux.

L'allodynie au froid a été évaluée a l'aide du test de 1’acétone appliquée sur la patte, adapté

de Chen et al., 2018. Les souris ont été placées dans des boites individuelles en plastique (sur
une plate-forme grillagée surélevée identiques a celle utilisée pour le test de von Frey),
permettant un accés complet aux pattes. Avant la stimulation, les souris ont été habituées
pendant 30 a 45 min. Une goutte (20 pL) d'acétone (Laboratoires humeau, La Chapelle-sur-
Erdre, France) a été déposée sur la surface plantaire de la patte arriere (sans toucher la peau
avec I'embout pipette) et I’ensemble des réponses observées pendant 60 s apres application de
I'acétone a été enregistré. Les réponses a l'acétone ont été notées selon un score pour chaque
réponse selon 1’échelle suivante : 0 : pas de réponse, 1 : retrait rapide, secousse unique de la
patte, 2 : retrait prolongé, secousse prolongée ou répétée de la patte, 3 : 1échage de la patte, 4 :
saut. Le score nociceptif représente la somme de toutes les réponses évoquées pendant 60 s
apres l'application d'acétone. L'acétone a été appliquée en alternance 3 fois sur chaque patte
arriére (gauche et droite). Parce que nous n‘avons pas manipulé un coté particulier du SNC,

une moyenne des scores des6 applications a été calculée pour chaque souris.

2. Evaluation des troubles moteurs

L'activité locomotrice spontanée a été évaluée a l'aide du test en champ ouvert plus connu

sous son nom anglais d’open field. Les souris ont été placées au centre d’une aréne carrée en

polychlorure de vinyle (PVC) blanc (50 cm de long x 50 cm de large x 45 cm de haut) et se
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sont déplacees librement pendant 15 min en éetant filmées par une caméra fixée au plafond.
Des zones virtuelles ont été tracées dans 1’aréne, dont un carré central de 30 cm de long et une
zone periphérique, et les deplacements ont été suivis grace au logiciel de suivi des
déplacements (VideoTrack, Viewpoint, Lyon, France). La distance totale parcourue et le
temps passé dans la zone centrale pendant 15 min ont été déterminés a 1’aide du méme

logiciel.

La coordination motrice a été déterminée en utilisant le test du rotarod (TSE, Hombourg
Allemagne). Nous avons utilisé les modes opératoires normalisés décrits par le groupe
EUMORPHIA (Mandillo et al., 2008). Brievement, aprés une phase d'apprentissage et
habituation permettant d’identifier les souris capables de rester pendant 60 s sur un cylindre
tournant a une vitesse de 4 rpm, la phase de test a été réalisée. Elle consistait en 4 essais (T1-
T4, espacés de 15 min) au cours desquels les souris étaient placées sur un cylindre tournant a
4 rpm. Le programme de rotationétait alors déclenché provoquant une accélation progressive
du cylindre de 4 a 40 rpm sur une période de 300 s. Pour chaque souris,la latence de chute du
cylindre a été déterminée automatiqguement. Cependant, le chronometre pouvait étre arrété
manuellementsi une souris s’accrochait au cylindre en effectuant une rotation compléte («

rotation passive ») pour éviter de tomber.

3. Evaluation des troubles cognitifs
La mémoire de travail a été évaluée lors du test du labyrinthe en Y selon la procédure

opératoire standard décrite par le groupe EUMORPHIA (Mandillo et al., 2008).L'appareil est
composé de 3 bras égaux (40 cm de long x 10 cm de large x 16 cm de haut) en chlorure de
polyvinyle (PVC) noir rayonnant a 120° l'un de l'autre en forme d’Y. Les souris ont été
placées a I'extrémité d'un bras, face a la paroi fermée du bras, et se sont déplacées librement
dans le labyrinthe pendant 10 min. La latence nécessaire pour sortir du premier bras, le
nombre total et la séquence des entrées dans chaque bras ont été notés pour chaque souris.
Une entrée dans un bras a été comptabilisée lorsque la souris mettait les quatre pattes a
I'intérieur du bras. Toutes les souris ayant réaliséesmoins de 8 entrées dans des bras au cours
des 10 minde test ont été exclues des résultats. Une alternance a eté définie comme la
séquence d’entrées dans les 3 différents bras sur 3 entrées consécutives. Le score d'alternance
(%) représente un indice de mémoire de travail et a été calculé comme suit :
% Alternance=100 x [Nombre d'alternances / (Total des entrées de bras—2)]
L'anxieté a été évaluée a l'aide du labyrinthe en croix surélevé (EPM) qui évalue le conflit

naturel entre la tendance des souris a explorer un nouvel environnement et celle a éviter une
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zone ouverte, surélevée et bien éclairée dite anxiogéne (Rodgers and Dalvi, 1997). L'EPM
comprend 2 bras ouverts et 2 bras fermés (37 cm de long x 6 cm de large) qui partent d'une
plate-forme centrale en forme de croix (6 cm x 6 cm). L'appareil est construit en plexiglas
noir (sol et murs) et est surélevé a 50 cm du sol. Les souris ont été placées au niveau de la
plateforme centrale, face a lI'un des bras fermes, et ont exploré le labyrinthe pendant 10 min.
Le nombre d'entrées dans les bras ouverts, le temps passé dans les différentes parties du
labyrinthe (bras ouverts vs bras fermés et plateforme centrale) et le nombre total d'entrées ont
été déterminésgrace au logiciel de suivi des déplacements (VideoTrack, Viewpoint, Lyon,
France). Toutes les souris ayant realiseesmoins de 8 entrées dans des bras au cours des 10 min

de test ont été exclues des résultats.

IV.  Etude biochimique
1. Prélévement des tissus, extraction et dosage des protéines totales

En utilisant deux cohortes différentes, les souris ont été sacrifiées a J20 (pendant le pic des
symptomes) et a J30 (durant la phase chronique) ; les encéphales et les moelles épiniéres ont
été rapidement prélevées et congelées dans de l'azote liquide puis conservées a -80°C.
Lors de I'étude biochimique, pour chague groupe,6 échantillons de cerveau (télencéphale et
diencéphale) et de moelle épiniére ont été homogenéisés dans du tampon PBS a 4°C
contenant un cocktail d'inhibiteurs des protéases (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail tablets
Roche) a I'aide d'un sonicateur a piston avec une en utilisant une fréquence de 20 kHz et a une
amplitude optimale (Modéle Fisher brand™ 505, ThermoFisher Scientific, Etats-Unis).
Chaque échantillon a recu 3 cycles de sonication de 30 s séparés par un arrét de 10 s afin
d’éviter 1I’échauffement des tissus. Les homogénats obtenus ont été ensuite centrifugés 15
min, a 13 000 rpm, a 4°C et le surnageant obtenu a été divisé en aliquots et stocké a -80°C
jusqu'a analyse.

La concentration en protéines des surnageants de cerveau et de moelle épiniere a été
déterminée selon le mode opératoire décrit par le fabriquant du kit de dosage de protéines
BCA (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA),compatible avec les
détergents qui est a base dacide bicinchoninique.Ce dosage repose sur la formation d’un
complexe protéique Cu?* dans des conditions alcalines, suivie de la réduction du Cu?* en Cu.
L'acide bicinchoninique est un réactif colorigéne hautement spécifique pour le Cu formant un
complexe pourpre et ayant une absorption optique maximale a 562 nm. L'absorbance est

proportionnelle a la concentration de protéines dans I’échantillon. La quantité de protéines
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contenues dans chaque échantillon a ¢été directement déterminée a partir d’une courbe

d’étalonnage de la BSA.

2. Dosage des indicateurs du stress oxydant et des activités antioxydantes
2.1. Indicateurs du stress oxydant
2.1.1. Lipoperoxydation des lipides par dosage du malondialdéhyde
La peroxydation lipidique a été évaluée par mesure du malondialdéhyde (MDA) basée sur la
réaction de ce dernier avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) selon la méthode de Draper et al.,
1990 avec quelques modifications. Brievement, 137,5 uL d'homogénat tissulaire d’encéphale
ou de moelle épiniére, avec une concentration en protéines ajustée a 0,05 mg/mL,ont été
mélangés directement dans une plaque 96 puits (Nunc-Immuno MicroWell) avec 8,3 uL de
BHT 3,5 mM, 62,5 pL de la solution 50% TCA et 41, 5 uL 1,25% (m/v) de TBA. La
microplagque a été incubée a 60°C pendant 60 min, puis une fois la réaction arrétée (5 min
dans de la glace), I'absorbance du chromophore rose formé a été déterminée a 532 nm en
utilisant un spectrophotometre a microplaque UV-Visible (Epoch BioTek instruments,
Agilent Technologies, Etats-Unis). Lel, 1, 3, 3-tétraméthoxypropane (TMP)(Sigma Aldrich,
Darmstadt, Germany) a été utilisé comme standard pour la préparation de la gamme
étalonnage (0 a 6 uM). Les concentrations en MDA ont été calculées et exprimées en nM/mg
de protéines. Les essais pour chaque échantillon ont été réalisés 3 fois par le méme

expérimentateur et dans des conditions similaires.

2.1.2. Carbonylation des protéines
L’oxydation des protéines a été évaluée en quantifiant la carbonylation des protéines dans le
cerveau et la moelle épiniére selon la méthode de Levine et al., 1990 avec quelques
modifications. La teneur totale en protéines carbonylées a été déterminée en dérivant les
adduits de protéines carbonylées avec du 2,4-dinitrophénylhydrazine(DNPH), qui forme un
produit dinitrophénylhydrazine stable. Brievement, 100 pL d’homogénat d’encéphale ou de
moelle épiniére (0,6 mg/mLde protéines) ont été mélangés avec 400 pL de solution de DNPH
(10 mM dans 2,5 M HCI) pendant 1 h a 37°C dans I'obscurité sous agitationtoutes les 10 min.
Par la suite, les protéines ont été précipitées avec 250 pL de 30% de TCA. Le mélange a été
centrifugé a 11.000 rpm, 5 min, & 4°C et le surnageant obtenu a été éliminé. L’excés de
DNPH a été éliminé par 3 lavages successifs du culot en utilisant 500 pL d'une solution
d'acétate d'éthyle/éthanol (1:1, v/v) et 3 centrifugations réalisées a 11.000 rpm, pendant 5 min,
a 4°C. Le culot obtenu a été dissous dans 600 uL du phosphate de potassium 20 mM (pH 2,3)

contenant 6 M de chlorure guanidine et I’absorbance a été déterminée a 375 nm en utilisant
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unspectrophotometre a microplaque UV-Visible (Epoch BioTek instruments, Agilent
Technologies, Etats-Unis). La concentration a été déduite en utilisant le coefficient
d'extinction molaire de 22.000 M~cm™? etles résultats ont été exprimés en nanomoles de
résidus carbonylés par milligramme de protéine (nmol/mg de protéine). Les essais pour
chaque échantillon ont éte réalisés 3 fois par le méme expérimentateur et dans des conditions

similaires.

2.2. Activités des principales enzymes antioxydantes
2.2.1. Activité de la superoxyde dismutase
L'activité de la superoxyde dismutase (SOD, E.C.1.15.1.1) a été déterminée dans les
surnageants d'homogénats d’encéphale ou de moelle épiniére en utilisant le kit Sigma Aldrich
(19160-1KT-F Sigma Aldrich, Darmstadt, Allemagne) selon les instructions du fabricant. Le
sel de tétrazolium (WST-1) produit un colorant formazan soluble dans l'eau lors de la
réduction avec l'anion superoxyde. Le taux de réduction avec un anion superoxyde est
linéairement lié a l'activité de la xanthine oxydase (XO) et il est inhibé par la SOD. Par
conséquent, l'activité d'inhibition de la SOD peut étre déterminée par une méthode
colorimétrique.Ainsi, le dosage de ’activit¢é SOD a été réalisé dans une plaque a 96 puits
(Nunc-Immuno MicroWell) et lI'absorbance a été déterminée a 440 nm en utilisant un
spectrophotometre a microplaque UV-Visible (Epoch Bio-Tek instruments, Agilent
Technologies, Etats-Unis). L'activité SOD a été exprimée en % d'inhibition. La SOD
commerciale (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) a été utilisée comme standard pour faire
la courbe d'étalonnage (0 a 200 U/mL). Les essais pour chaqueéchantillon ont été réalisés 3

fois par le méme expérimentateur et dans des conditions similaires.

2.2.2. Activité de la catalase
L'activité catalase (CAT, E.C.1.11.1.6.) a été déterminée en mesurant la cinétique de
disparition du H202 a 240 nm & l'aide d'un spectrophotométre JENWAY 7305 (Bibby
Scientific, Cole Parmer Ltd, UK)pendant 3 mins (Aebi, 1984). Brievement, 10pL de 1,25
mg/mL de protéine ont été mélangés avec 990 pL de 33 mM de H20, dans 50 mM de tampon
phosphate pH 7 directement dans la cuve en quartz. La catalase commerciale (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Germany) a été utilisée comme standard pour la courbe d'étalonnage (0 a 600
U/mL). L’activité de la catalase est proportionnelle a la diminution de la densité optique (DO)
a 240 nm. Les résultats ont été exprimés en mmol d’H20. consommé par min par mg de
protéine (mmol H202/min/mg protéine). Les essais pour chaque échantillon ont été réalisés 3

fois par le méme expérimentateur et dans des conditions similaires.
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2.2.3. Activité de la glutathion peroxydase
L'activité glutathion peroxydase (GPx, EC.1.11.1.9) a été déterminée en mesurant la
consommation de NADPH a 340 nm a I'aide d'un spectrophotometre JENWAY 7305 (Bibby
Scientific, Cole Parmer Ltd, UK) pendant 3 min selon la méethode de Wendel, 1981 avec
quelques modifications. Brievement, 20 uL d’homogénat avec une concentration protéique
ajustée a 1,25 mg/mL ont été mélangés avec du tampon de potassium 50 mM a
pH=7contenant 2,5 mM de NaN3s, 2,5 mM d'EDTA, 2,5 mM de NADPH, 10 mM de GSH et 6
pU/mL de glutathion réductase. Apres 1h d'incubation a 37°C, la réaction a été demarrée par
I’ajout de 100 pL de H20.0,33 mM. La GPx commerciale (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Germany) a été utilisée comme standard pour faire la courbe d'étalonnage (0 a 0,25 U/mL).
Les résultats ont été exprimés emmol/min/mg protéine. Les essais pour chaque échantillon ont

été réalisés 3 fois par le méme expérimentateur et dans des conditions similaires.

IV.  Etudes protéiques
Les mémes surnageants d'échantillons d’encéphale et de moelle épiniére utilises pour
I'analyse biochimique du stress oxydant ont été utilisés pour déterminer I'expression protéique

par western blot.

1. Western blot
Apres 5 min de dénaturation des protéines dans du bleu de bromophénol/mercaptoéthanol a
95°C, 10 ou 30 pg de protéines de chaque échantillon (encéphale et moelle épiniere) ont été
soumisa une séparation SDS-PAGE sur des gels d'acrylamide a 10% (Bio-Rad, Laboratoires,
Inc., Hercules, California, USA)puis transférés sur des membranes de nitrocellulose a l'aide
d'un Trans-Blot Turbo transfer system (Bio-Rad, Laboratoires, Inc., Hercules, California,
USA). Les membranes ont ensuite été bloquées dans une solution TBS avec 0,1% de Tween
(TBS-TO,1 %) et 5 % (m/v) de lait écrémé en poudre ou 5% (m/v) d’albumine sérique bovine
(BSA) pendant 1h30 min a température ambiante. Apres cette étape qui permet de limiter les
interactions non spécifiques entre les anticorps et la membrane, les membranes ont été
incubées avec les anticorps primaires pendant une nuit a 4°C. Les anticorps primaires utilises
dans notre étude sont les suivants : anti-SOD1 (Thermo Fisher Scientific, MA1-105, 1/1000) ;
anti-SOD2 (Systemes R&D, MAB 3419, 1/3000) ; anti-CAT (Cell signalisation Technology,
D5N7V, 1/1000) ; anti-GPX1 (Invitrogen, PA5-30593, 1/1000) ; anti-protéine acide fibrillaire
gliale (GFAP) (Millipore, ab5804, 1/1000) ; anti-molécule adaptatrice de liaison au calcium
ionisé 1 (Ibal) (Invitrogen, PA5-27436, 1/1000) ; anti-MBP (Millipore, MAB 384 , 1/500) ;
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anti-CNPase (Millipore, MAB 326, 1/1000) ; anti-sirtuine 1 (SIRT1) (Ozyme Cell Signaling,
9475S, 1/500) ; anti-sirtuine 2 (SIRT2 , Ozyme Cell Signaling, 12650, 1/1000) ; anti-
glycéraldehyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) (Sigma Aldrich, CB1001, 1/15000) ;
anti-B-tubuline (Cell Signaling Technology, 86298S, 1/1000) ; anti-a-tubuline (Cell Signaling
Technology, 2144, 1/1000) et anti-B-actine (Sigma Aldrich, A5441, 1/5000). Les membranes
sont par la suite lavées 3 fois avec du TBS-T 0,1% puis incubées avec les anticorps
secondaires conjugués a la peroxydase de raifort (« Horseradish Peroxydase »: HRP) de
typeanti-souris 1gG (DAKO, P0447, Santa Clara, Californie, Etats-Unis, 1/5000) ou anti-lapin
IgG (Cell Signaling Technology, 7074S, Danvers, Massachusetts, USA, 1/3000) pendant 90
min a température ambiante. Apres 3 lav2ages de 10 min chacun avec du TBS-T0,1%, les
membranes ont été révélées en utilisant un substrat de chimiluminescence (Pico ou Clarity
Western ECL Substrate, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Californie, USA). Les
immunoblots ont été quantifiés a l'aide du systeme d'imagerie ChemiDoc Touch Gel (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, Californie, Etats-Unis) et quantifiés a l'aide du logiciel Image
Lab (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Californie, Etats-Unis). Les niveaux de protéines
ont été normalisés par rapport au contrdle interne B-tubuline, a-tubuline, B-actine ou GAPDH

selon les expériences.

2. Etude protéomique
La conception expérimentale des analyses protéomiques est la méme que celle adoptée lors
des analyses biochimiques et de western-blot. A J30 post-induction, 6 souris par groupe de
traitement ont été sacrifiées, puis les encéphales et les moelles épinieres ont été rapidement
prélevés et congelés dans de l'azote liquide pour étre conservés a -80°C jusqu’a
I’analyse.L’analyse protéomique a été réalisée en plusieurs étapes qui sont récapitulées dans
la figure suivante (Figure 36). Cette analyse débute par I’extraction, la solubilisation et la
séparationdes protéines contenues dans I’échantillon étudié. Les échantillons étant analysés au
niveau peptidique,cela nécessite une étape de digestion enzymatique préalable du mélange
protéique. Aprés separation des peptides par des méthodes électrophorétiques ou
chromatographiques, ceux-ci sont identifiés apres analyse par spectrométrie de

masse.L’exploitation des résultats se fait grace a des outils trés spécialisés de bioinformatique.
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Figure 36 : Les différentes étapes expérimentales de I’étude protéomique

Extrait d’Emadalli and Gallagher-Gambarelli (2009)

2.1. Extraction des protéines
Six échantillons de cerveau (télencéphale et diencéphale) et de moelles épiniéres ont été
utilisés pour chaque groupe : CTL + véhicule, EAE + véhicule, CTL + GSE, EAE + GSE. Les
protéines ont été extraites a l'aide d'un tampon de solubilisation contenant 7 M d'urée, 2 M de
thiourée, 20 mM de DTT (Dichloro-diphényle-trichloro-éthane), 2 % de CHAPS (3-((3-
Cholamidopropyl) diméthylammonio)-1-propanesulfonate), 0,5 % de (3-(4-heptyl) phenyl-3-
hydroxy-propyl-diméthylammonio-propanesulfonate) (C;BzO), 2 mM de tributylphosphine.
Pour 100 mg de tissus, 400 mL de tampon d’extraction ont été ajoutés. Les tissus ont ensuite
été homogénéisés dans de la glace en utilisant le broyeur FastPrep® a une vitesse de 6 m/s

pendant 40 s & 3 reprises séparées de 10s. Les mélanges obtenus ont été centrifugés a 10 000
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rpm pendant 10 min a 4°C. Les surnageants ont été collectés et conserves a -80°C jusqu'a

utilisation.

2.2. Détermination de la concentration en protéines

La méthode de Bradford a été utilisée pour déterminer la concentration en protéines pour
chaque échantillon, selon les instructions du fabricant (kit Protein Assay® ; Bio-Rad). Cing
ul d'extrait de cerveau dilué au 1/50 ou de moelle épiniére dilué au 1/10 sont ajoutés a 245 ul
de la solution de Bradford. Aprés 30 min d’incubation a I’obscurité, I’absorbance a 595nm est
mesurée et la concentration protéique en ug/mL est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage réalisée avec des concentrations connues de BSA. Afin d’avoir une idée
préliminaire sur le contenu et la qualité protéiques de nos échantillons, une électrophorese
monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium
(SDS-PAGE) a été réalisée.

2.3. Migration des protéines et digestion enzymatique en gel

Dans le cadre d‘une analyse protéomique, 1’électrophorese bidimensionnelle (2-DE) combine
deux séparation successives : la premiére se fait selon le point isoélectrique de la protéine (pl)
appelée isoélectrofocalisation tandis que la seconde orthogonale s’effectue en condition SDS-
PAGE selon les poids moléculaires des protéines en fonction du champ électrique. Ainsi, dans
un mélange protéique complexe, la séparation de protéines aux propriétés proches est possible
avec une grande résolution.

Pour chaque échantillon, 25 ug de protéines ont été chargés dans un gel de polyacrylamide a
7% (Acrylamide/Bis-Acrylamide 30 % [29:1], Sigma-Aldrich). La migration des protéines a
été réalisée pendant 90 min, sous un courant de 10 mA pendant 30 min puis 80 mA pendant
1h.Dans cette étude, une coloration du gel au bleu de Coomassie a été réalisée et les bandes
protéiques ainsi revélées ont été excisées et coupées en 3 petits morceaux. Les morceaux de
gel de chaque échantillon ont été lavés pendant 10 min a 3reprises avec 100 pL d'eau Milli-Q,
puis ont été immergés dans 100 pL de tampon reducteur (5 mM DTT) pendant 10 min sous
agitation et, dans un second temps, dans 100 pL de tampon alkylé (20 mM iodoacétamide)
pendant 10 minsous agitation. Apres 2 étapes de déshydratation des gels avec 100 pL
d'acétonitrile (ACN) pendant 10 min sous agitation, les protéines ont été soumises a une
digestion trypsique (100 pLcontenant 1 pg de trypsine pour 25 pg de protéinesdans un
tampon carbonate 20 mM, pH 8). Apres une nuit d'incubation a 37°C sous agitation,
lesurnageant de chaque échantillon a été collecté et les peptides ont ensuite été extraits du gel
en utilisant d’abord un meélange de tampon phosphate/ACN/acide trifluoroacétique (TFA)
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0,1% pendant 10 min, puis deux fois unesolution a 100 puL d’ACN pendant 10 min sous
agitation. Les surnageants contenant les peptides ont été collectés puis séchés a 1’aide d’un

Speedvac (Thermo Scientific™).

2.4. Label Free

Toutes les analyses ont été reéalisees en utilisant le spectrometre de masse Orbitrap Q-exactive
Plus (Thermo Scientific) couplé a un systeme de chromatographie liquide Easy-nLC I
(Thermo Scientific). Il s’agit d’un systéme de nano-chromatographie liquide (LC)-MS/MS
répétées 2 fois. Aprés digestion des protéines en peptides, la complexité de 1’échantillon est
considérablement augmentée. C’est la raison pour laquelle, lors d’une étape préliminaire, le
mélange peptidique est séparé lors d’une LC en phase inverse afin d’obtenir directement les
différentes fractions de I’échantillon sous forme liquide avant d’étre injectées dans le
spectrometre de masse. Cette étape de fractionnement permet de décomplexifier 1’échantillon
pour couvrir et caractériser au mieux le protéome étudié. La spectrométrie de masse est une
méthode analytique qui permet de déterminer la masse moléculaire précise d’un composé
chimique ou biologique en mesurant son rapport masse sur charge (m/z). Le spectrometre est
classiquement composé de trois modules : une source d’ionisation, un analyseur de masse et
un détecteur de courant d’ions (Figure 37). Les molécules a analyser sont ionisees et amenees
en phase gazeuse au niveau de la source. Les ions ainsi formés sont ensuite focalisés et
transmis a 1’analyseur ou ils sont séparés en fonction de leur rapport m/z, qui leur confére un
comportement différent au sein d’un champ électrostatique ou électromagnétique (Domon et
al., 2006). Ils sont enfincollectés par le détecteur qui quantifie leur intensité et amplifie le
signal. Aprés la détection, un systeme informatique effectue le traitement des données et
génére un spectre de masse qui refléte la variation du courant ionique observé en fonction du
rapport m/z et permet de déterminer la masse moléculaire de chaque espéece ionisée.

Les spectrométres de masse peuvent utiliser un analyseur pour simplement mesurer la masse
d’une molécule (MS conventionnelle) mais peuvent également associer deux analyseurs
(appareils hybrides) et offrir ainsi la possibilité de réaliser de la MS/MS pour séquencer les
molécules analysées (MS en tandem). Dans ce cas, aprés 1’analyse MS par le premier
analyseur, des ions spécifiques sont fragmentés dans la cellule de collision, et les masses des

fragments résultants sont mesurées par le second analyseur (Figure 37).
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Figure 37 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem
Au cours de cette étude, les extraits peptidiques ont été remis en suspension dans 25 pL de
TFA a 0,1% puis 2 pL ont été injectés sur une colonne d'enrichissement (C18 PepMap100,
Thermo Scientific) ; la séparation a été réalisée avec une colonne capillaire (NTCC-360/100—
5-153, NikkyoTechnos, Japon). La phase mobile est composée de H.O/TFA 0,1% (tampon A)
et ACN/TFA 0,1% (tampon B). Les peptides tryptiques ont été élués a un debit de 300 nL/min
en utilisant un gradient linéaire en trois étapes : de 2 a 40% de B pendant 75 min, de 40 a 80%
de B pendant 4 min et 80% de B pendant 11 min. La MS/MS est réalisée en utilisant un mode
d'ionisation positive avec une tension capillaire et une température de source fixées a 1,5 kV
et 275°C, respectivement. Pour l'identification des protéines, les peptides ont été analysés par
la méthode de dissociation induite par collision (CID). Le premier balayage (spectres MS1) a
été enregistré grace a l'analyseur Orbitrap (résolution R = 60 000) dans une plage de masse
m/z de 400 a 2000. Les 20 ions les plus intenses (ions parents) ont ensuite été sélectionnés
pour les expériences MS2 (deuxieme balayage) au cours desquelles les espéces a charge
unique (ions précurseurs déja fragmentés) ont été exclues de cette seconde analyse selon les
critéres suivants d’exclusion dynamique : comptage répété avec une durée de la répétition 30
s et largeur de la masse d'exclusion de = 5 ppm (partie par millions). Une fragmentation est
réalisée a 1’aide de I'analyseur de piégeage a ions linéaire avec une énergie de collision de 35
eV. Une cible de 5000 ions et un temps d'injection maximum de 200 ms ont été utilisés pour
les spectres CID MS2 permettant 1’étude des ions générés post-fragmentation (ions fils).

Toutes les mesures dans I'analyseur Orbitrap ont été effectuées avec un recalibrage interne.

113

——
| —



Matériels et Méthodes

2.5. ldentification des protéines
Les nouvelles générations de MS/MS comme le LTQ-Orbitrap sont capables de réaliser des
analyses a haute résolution pour lesquelles des méthodes d’analyse quantitative alternatives
sans utiliser de marquage isotopique appelées « label-free » ont da étre développées. Au cours
de ce travail, la méthode dite de « spectral counting » mesurant et comparant les différentes
spectres MS/MS a été utilisée (Figure 38). Elle est basée sur 1’hypothése que
I’échantillonnage MS/MS des peptides d’une protéine, c'est-a-dire la fréquence de
fragmentation de ces peptides, est directement 1i¢ a 1’abondance de la protéine au sein d’un
échantillon. Ainsi, une quantification relative peut étre effectuée en comparant le nombre de

spectres MS/MS acquis pour une protéine donnée entre deux séries d’expériences.
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Figure 38 : Approche spectral counting pour la quantification des peptides

L identification des protéines totales présentes dans chaque échantillon a dans un premier
temps été analysée avec la base de données Swiss-Prot pour la taxonomie Mus musculus en
utilisant le logiciel Proteome Discoverer 1.4.1.14 (Thermo Scientific). Les listes des pics
identifiés ont été analysées a lI'aide du moteur de recherche Mascot (Matrix Science, version
2.2.04) selon les paramétres suivants : la trypsine a été utilisée comme enzyme requise, deux
sites de clivage de manqués de la trypsine ont été autorisés, la carbamidométhylation de la
cystéine et I’oxydation sur la méthionine ont été considérées comme des modifications fixes.

Par la suite, le logiciel Proteome Discoverer a généré des tableaux sous forme Excel en

indiquant le nombre total des protéines dans chaque échantillon et ses caractéristiques en
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termes d’identification. Les tolérances des ions parents et fils étaient respectivement de 10
ppm et 0,5 Da. Les résultats ont été filtrés pour un taux maximal de faux positifs de 1% pour
les protéines et les peptides.L'identification des protéines a été acceptée si elle était établie par
au moins 2 peptides identifiés. A la fin de cette analyse, certains échantillons avaient un
nombre de protéines identifiées tres inférieur a la moyenne de tous les échantillons et ont été
retirés de la suite de I’analyse. Seuls 4 échantillons d’encéphale et 5 échantillons de moelle
épiniére par groupe de traitement ont été conservés. A partir des données obtenues, un
diagramme de Venn a pu étre réalisé pour chaque groupe de traitement permettant de
visualiser le nombre de protéines en commun dans chacun des échantillons de cerveau ou de
moelle épiniére. Ceci permet de déterminer les chevauchements entre les répliques
biologiques et par conséquent d’évaluer la reproductibilité de la méthode et ’homogénéité des
protéines identifiées au sein d’un groupe. Un pourcentage de reproductibilité a ainsi été
identifié pour chaque groupe ; il correspond au nombre de protéines identifiées pour chaque
échantillon par rapport au nombre totale des protéines élémentaires identifiées au sein du
groupe.

2.6. Quantification sans etiquette relative a ’aide du logiciel Progenesis LC-

MS
Pour la quantification des protéines, une quantification sans étiquette a été réalisée a l'aide du
logiciel Progenesis LC-MS (Nonlinear Dynamics version 1.0.01, Newcastle, Royaume-Uni).
Les données brutes ont été chargées dans le logiciel et la détection des pics de MS a permis de
générer une carte peptidique massique semblable a une carte 2-DE séparant les rapports m/z
en fonction des temps de rétention.L étape suivante a consisté en la collecte des pics (ou «
pick peaking » en anglais)permettant de cartographier 1‘ensemble des pics, en leur attribuant
une position et une abondance. Pour améliorer cette analyse, les pics pouvaient étre visualisés
dans différents repéres (a une, deux ou trois dimensions).
Dans un premier temps, une analyse quantitative globale a été réalisée afin de déterminer les
protéines variant en fonction des groupes d’étude, permettant d’avoir une idée générale du
nombre total de protéines dérégulées. Dans un second temps, une analyse a été réalisée en
comparant les groupes deux a deux. Les approches protéomiques permettant de quantifier
I’expression de plusieurs milliers de protéines, les listes de protéines dérégulées sont
fastidieuses a traiter et a analyser de maniére manuelle. Il existe plusieurs outils permettant de
synthétiser et d’intégrer ces résultats afin de les interpréter. Parmi ces outils, figure le projet

« Gene Ontology » qui est une initiative communautaire majeure de bioinformatique ayant
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pour but de standardiser la représentation de génes et produits de génes a travers les especes et
lesbases de données (Gene Ontology Consortium et al., 2013). Une ontologie représente
formellement la connaissance comme un ensemble de concepts dans un domaine ainsi que les
relations entre ces concepts.
L’Ontologie des génes (GO) fournit un systéme de classification hiérarchique des génes ou
des produits de génes (dans ce travail les protéines) en termes organisés dans une structure
graphique (ou une ontologie). Cette ontologie est le fruit de la standardisation des
nomenclatures des produits de génes dans le but de rendre accessible la description des
fonctions biologiques qui sont associées aux genes des eucaryotes via un vocabulaire
structuré. La GO se compose d’environ 30 000 termes décrivant les trois aspects majeurs (ou
catégories) des annotations fonctionnelles de génes :
- les processus biologiques (BP pour Biological Process), décrivant le réle cellulaire ou
physiologique le plus important joué par le gene, coordonné avec d’autres génes ;
- les fonctions moléculaires, décrivant 1’activité moléculaire d’un géne ou d’une
protéine ;
- les composantes cellulaires, décrivant I’emplacement dans la cellule ou le produit
géneétique exécute sa fonction.
Pour chacune de ces catégories, chaque géne ou protéine peut étre décrit avec plusieurs
termes.
En plus des 3 catégories principales de GO, les protéines dérégulées seront également
étudiées dans ce travail en fonction des voies métaboliques et/ou de signalisation cellulaire
impliquéesdécrivant I’ensemble des réactions chimiques permettant de produire des nouvelles
molécules et /ou la transmission d’un message a I’intérieur d’une cellule afin de comprendre
les événements biologiques. Quelle que soit la catégorie étudiée, les résultats seront présentés
en pourcentage du nombre de protéines dérégulées impliquées dans chaque processus par

rapport au nombre total des protéines identifiées.

V. Analyse des données
La caractérisation biochimique du GSE, les extractions au solvant et les dosages ont été
effectués 3 fois. Les données ont été exprimées en moyenne + erreur standard a la moyenne
(SEM). L'analyse de la variance et de la signification entre les moyennes a été testée par
ANOVA a un facteur a I’aide du logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc., San Diego,

USA). Le test de corrélation de Pearson a été utilisé pour la corrélation entre les moyennes.
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Dans le cas de I’¢tude comportementale, toutes les analyses statistiques ont été réalisées a
I'aide du logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad Inc., San Diego, USA). Avant chaque analyse,
I'égalite de variance et la distribution normale des échantillons ont été évaluées et des analyses
paramétriqgues ou non paramétriques ont été réalisées en fonction des résultats observés.
Pour le suivi longitudinal du poids corporel et du score EAE, toutes les données ont été
analysées a l'aide d'une analyse de variance (ANOVA) a deux facteurs avec les groupes (CTL
+ vehicle, EAE + Vehicle, CTL + GSE, EAE + GSE) et le jour post-induction (DPI 0 a 30)
commeprincipaux facteurs. Des comparaisons post-hoc ont été faites avec un test de Sidak
pour des comparaisons multiples entre les groupes pour chaque DPI. Pour les tests
comportementaux moteurs, sensitifs et cognitifs, les données ont été analysées en utilisant une
ANOVA deux voies avec le groupe (CTL + vehicle, EAE + Vehicle, CTL + GSE, EAE +
GSE) et lesDPI comme facteurs principaux. Des comparaisons post-hoc ont été faites avec un
test de Sidak pour des comparaisons multiples entre les groupes pour chaque DPI. Les
résultats ont été présentes sous forme de moyenne + SEM.

Pour I'analyse biochimique et par western blot, les analyses ont également été effectuées en
utilisant le logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad Inc., San Diego, USA). L'analyse statistique
a été effectuée par analyse de la varianceANOVA a un facteursuivi du test de comparaison de
Tukey. Les résultats ont été présentes sous forme de moyenne + SEM. Pour I’ensemble de ces
études, les différencesont été considérées statistiquement significatives pour une valeur de p <
0,05.

Pour I’analyse protéomique, aprés alignement et normalisation des données, 1’analyse
statistique a ét¢ effectuée en utilisant I’analyse de la variance ANOVA a un facteur a 1’aide du
logiciel Progenesis LC-MS (Nonlinear Dynamics version 1.0.01, Newcastle, Royaume-Uni).
Lors de I’analyse biochimique et des études en western blot, le test Dixon a pu étre utilisé

pour I’élimination de valeurs abberantes au sein du groupe.
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Résultats

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la caractérisation du GSE d’un point
de vue biochimique et moléculaire. Nous avons analysé sa composition globale, sa teneur en
polyphénols, en flavonoides et en tanins condenses et nous avons déterminé son pouvoir
antioxydant in vitro.

Par la suite, nous avons analysé 1’effet du traitement curatif au GSE sur un mod¢le animal de
SEP, I’EAE induite chez les souris. Nous avons tout d’abord réalisé une étude
comportementale puis une étude biochimique, moléculaire et protéomique sur des
prélevements d’encéphale et de moelle épiniére afin de caractériser au mieux la

physiopathologie du mod¢le EAE et le mécanisme d’action du GSE.

I. Caractérisation de I’extrait de pépins de raisin
Afin de caractériser le GSE, nous avons effectué des extractions avec de 1’éthanol 10%
comme realisé par la suite au cours du traitementin vivo. Nous avons ensuite déterminé les
rendements d’extraction, la composition des différentes phases, la teneur en polyphénols ainsi

que la capacité antioxydante.

1. Rendements d’extraction
L’extraction des composés phénoliques a été faite par extraction solide-liquide dans 10%
d’éthanol. La moyenne du rendement massique (R%) des3 extractions a été calculée apres
évaporation totale des solvants. Les résultats obtenus sont présentés en moyenne *
SEM(Tableau 17).

Tableau 17 : Moyenne de rendement massique d’extraction de I’extrait de pépins de raisin

Extrait R (%)
GSE : Ethanol 10% 2,57 £0,02

Nos résultats montrent que le rendement massique est de 2,57+ 0,02 %.

2. Fractionnement de I’extrait de pépins de raisin
Trois fractions phénolique, lipidique et aqueuse ont été préparées pour le GSE, en utilisant
respectivement comme solvant le cyclohexane, 1’acétate d’éthyle et 1’eau. Les résultats sont
consignés dans le Tableau 18 et sont représentés en fonction de la moyenne de 3 extractions
+ SEM.

Tableau 18 : Fraction phénolique, lipidique et aqueuse de I’extrait de prépins de raisin

Fraction (%)

Extrait Phénolique Lipidique Aqueuse

GSE : Ethanol 10% 30,75 £ 0,07 50,75 + 0,03 16,25 + 0,07
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Les résultats obtenus montrent que la fraction lipidique est la plus importante, suivie par la

fraction phénolique et enfin la fraction aqueuse.

3. Teneur en polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins condenses
La teneur en polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique
par gramme de poudre de pépins de raisin (mg EAG/g poudre). Les flavonoides totaux et
tanins condensés sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de
poudre de pépins de raisin (mg EQ/g poudre) et les résultats sont exprimés dans le Tableau

19, en moyenne + SEM.

Tableau 19 : Teneur en polyphénols totaux, flavonoides totaux et tannins condensés de I’extrait

de pépins de raisin

Extrait

Polyphénols totaux
(mg EAG/g poudre)

Flavonoides totaux
(mg EQ/g poudre)

Tannins condensés

(mg EQ/g poudre)

GSE : Ethanol 10%

0,71+0,01

0,19+0,01

0,06 + 0,002

4. Activité antioxydante in vitro de I’extrait de pépins de raisin
L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante du GSE a été réalisée selon 4 méthodes :
I’activité antioxydante totale, 1’activité anti-radicalaire par le test au DPPH, I’activité
chélatrice du fer et I’activité réductrice du fer par le test FRAP.
Tous les résultats des dosages de I’activité antioxydante in vitro sont représentés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 20 : Activité antioxydante de I’extrait de pépins de raisin selon quatre méthodes

Activité Activité anti- Pouvoir Pouvoir
antioxydante | radicalaire aux | chélateur du réducteur du
. fer fer
Extrait totale DPPH
(ng EAA/mg Cso (ug/mL) I1Cso0 (ug/mL) ECso (ng/mL)
MS)
GSE :
Ethanol 18,25 + 0,01 219,00 + 0,01 338,00 + 0,01 508,00 + 0,04
10%
BHT 105,69 + 0,01
EDTA 90,00 £ 0,01
Acide 60,00 4 0,01
ascorbique

GSE : Extrait de pépins de raisin; BHT: Hydroxytoluéne butylé ; EDTA: Acide

éthylénendiaminetétraacétique.
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Les résultats obtenus montrent que 1’activité antioxydante totale du GSE est égale a 18,25 ug
EAA/mg MS. De méme, il présente une activité anti-radicalaire aux DPPH avec une 1Csoégale
a 219,00 pg/pL, le double de I’'ICso du BHT qui est utilisé dans ce cas, comme standard.Par
ailleurs, notre extrait a montré un pouvoir chélateur du fer avec une I1Cso égale a 338,00
pMg/mLqui est trois 3 fois supérieure a I’'ICsg de ’EDTA utilisé comme standard. Le GSE
aegalement montré un pouvoir réducteur du fer avec une ECso égale a 508 pg/mL, qui est 9

fois supérieure a I’ECsg de ’acide ascorbique utilisé comme standard pour ce test.

5. ldentification des composés de D’extrait de pépins de raisin
parchromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Une fois chaque fraction séparée, les composés constitutifs de chaque fraction ont été

caractérisés afin d’avoir une idée dela nature des principes actifs putatifs du GSE.Ainsi, les

composés des fractions phénolique, lipidique et aqueuse avec leurs abondances respectives

sont résumes respectivement dans les Tableaux 21, 22 et 23.

Tableau 21 : Composés phénoliques identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a

la spectrométrie de masse au niveau de I’extrait de pépins de raisin

Composés Abondance Relative (%)
Epicatéchine 35,21
Catéchine 34,41
Acide gallique 12,84
Dérivatives de la quercétine 5,73
Flavan-3-ol 2,25
Acide protocatéchique 2,20
Ester éthylique de I’acide gallique 1,73
Tyrosol 1,03
Quercétine 1,01
Acide p-Coumarique 0,54
Acide ferulique 0,27
Syringaldéhyde 0,23
Acide vannilique 0,14

Les résultats d’identification des composés de la fraction phénolique montrent une large
diversité avec les composes les plus abondants que sont 1’épicatéchine et la catéchine avec
une abondance presque égale (35,21% et 34,41% respectivement), I’acide gallique (12,84%)
et des dérivés de la quercétine (5,73%). Il convient de signaler également la présence d’autres

composés comme le flavan-3-ol et d’autres composés minoritaires.
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Tableau 22 : Composés lipidiques identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse au niveau de I’extrait de pépins de raisin

Composés Abondance Relative (%0)
Monostéarate de glycérol 68,95
2-Monostearine 15,48
Glycine, N-méthyle-n-propoxycarbonyl, ester hexadécylique 9,74
a-Monopalmitine 2,57
Squaléne 1,34
Acid hexadécanoquie, 4- [(triméthylsilyl) oxy] butyl ester 0,68
Cyclogallipharaol 0,64
Silane, diméthyle (2-méthylbutoxy) hexadécyloxy 0,60

Le tableau ci-dessus représente les composeés identifiés au niveau de la fraction lipidique et

leur abondancerelative. Huit composés lipidiques ont été identifiés et sont majoritairement

représentés par le monostéarate de glycérol (68,95%), le 2-monostéarine (15,48%) et

I’ensemble glycine, N-méthyle-n-propoxycarbonyl, ester hexadécylique (9,74%).

Tableau 23 : Composés hydrosolubles identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée

a la spectrométrie de masse au niveau de I’extrait de pépins de raisin

Composes Abondance Relative (%)
Glucopyranoside 26,42
Fructofuranose isomere 1 17,31
Saccharose 11,78
B-D-Glucopyranose 7,30
Sorbitol 6,76
Polysaccharides inconnus 6,39
Mannose isomere 1 3,86
Myo-Inositol 3,40
Fructofuranose isomere 2 2,23
Tréhalose 1,99
D-Psicose 1,64
Gulose 1,51
D-Allofuranose 1,00

Dans la fraction aqueuse du GSE, plus de 30 composés ont été identifiés, dont le tableau

suivant on a mis que les composés dont I’abondance est supérieure a 1%.Dans cette fraction,

les composés les plus abondants sont le glucopyranoside (26,42%), I’isomére 1 de la

fructofuranose (17,31%), le saccharose (11,78%), le p-D-glucopyranose (7,30%) et le sorbitol

(6,76%).
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Il. Evaluation de P’effet du traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin sur le
modele d’encéphalomyélite auto- immune expérimentale
1. Analyse comportementale
1.1. Effet du traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin sur le poids
corporel et le développement des signes cliniques chez les souris EAE
Le poids corporel a été évaluéquotidiennement, a partir du jour de I’'immunisation jusqu’au
jour du sacrifice. Les résultats de I’évolution du poids en fonction du temps sont représentés

dans la Figure 39.
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Figure 39 : Evolution du poids corporel

o

L'analyse statistique n'a révelé aucune différence statistique entre les groupes, suggérant que
ni ’EAE ni le GSE n’ont d’effet sur les poids corporels (test de Tukey, JO a J28 p>0,05).

De méme, le score EAE a été évalué quotidiennement en ayant recours a 1’échelle de point
suivante : 0 : souris normale ; 1 : queue flasque ; 2 : légére faiblesse des membres postérieurs
avec réflexe de redressement rapide ; 3: faiblesse sévéere des membres postérieurs avec

réflexe de redressement lent ; 4 : paralysie de I’un ou des deux membres. Les résultats obtenus
sont représentés dans la Figure 40.
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Figure 40 : Evolution du score clinique chez les souris EAE et leurs controles apres le traitement

curatif a I’extrait de pépins de raisin

Les résultats obtenus ont montré une augmentation significative du score EAE chez les souris

EAE + véhicule par rapport aux soruis CTL+ véhicule de J9 a J27 (test de Tukey, p<0,001
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de J9 a J27). Le traitement curatif au GSE a corrigé cette évolution clinique ; en effet,une
diminution du score est observee chez les souris EAE + GSE par rapport aux souris EAE+
véhicule a partir de J12 (test de Tukey, p<0,01) et plus significativement & partir de J14 (test
de Tukey, p<0,001). De J25 au sacrifice, plus aucune différence statistique n'a été observee
entre les souris EAE + GSE par rapport aux souris CTL + véhicule ou CTL + GSE (test de
Tukey, p>0,05 non représenté sur la figure). Ces données suggérent que le traitement curatif
au GSE corrige le développement de signes clinique chez les souris EAE.

1.2. Effet du traitement curatif a Dextrait de pépins de raisinsur
I'hypersensibilité mécanique, la sensibilité a la chaleur et I'allodynie au froid
chez les souris EAE

L'hypersensibilité mécanique a été évaluée tous les 2 a 4 jours de JO a J28 post-induction et

les résultats sont représentés dans la Figure 41.
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Figure 41 : Evolution de I’allodynie mécanique par le test de von Frey chez les souris EAE et

leurs controles aprés le traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin

L’analyse statistique des résultats a montré une diminution significative du PWT chez les
souris EAE + véhicule par rapport aux souris CTL + véhicule de J7 a J12 (test de Tukey,
p<0,001) et a J16 et J23 (test Tukey, p<0,05). Le traitement curatif au GSE a corrigé cette
hypersensibilité par une augmentation du PWT chez les souris EAE + GSE par rapport aux
souris EAE + véhicule a J16 (durant le pic des symptomes) et a J26 (durant la phase
chronique) (test de Tukey, p<0,01), tandis que de J5 a J12 les souris EAE + GSE et EAE +
véhicule ont présenté une PWT faible par rapport aux souris CTL + GSE (test de Tukey,
p<0,001 a p<0,01).

Par ailleurs, nous avons évalué la sensibilité thermique a la chaleur a 52°C et 56°C en utilisant
le test de la plague chaude et les résultats sont exprimés par la latence d’apparition d’une

réponse nociceptive et sont représentés dans la Figure 42.
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Figure 42 : Evaluation de la sensibilité a la chaleur par le test de la plaque chaude chez les souris

EAE et leurs controles aprés le traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin

L'analyse statistigue n'a révélé aucune différence entre les groupes pour les deux
températures, ce qui suggére que les souris EAE ne développent pas de trouble de la
sensibilité thermique a la chaleur et que le GSE n’a pas d’effet notable pour ce parametre (test
de Tukey, p>0,05).

Enfin, ’allydonie au froid a été évaluée a 1'aide du test de 1’acétone appliquée sur la patte et
les résultats sont exprimés en fonction de la moyenne de I’intensité des réponses nociceptives

observées et sont représentés dans la Figure 43.
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1 J18 25
Figure 43 : Evaluation de I’allydonie au froid par le test de I’acétone sur la patte chez les souris

EAE et leurs contréles aprés un traitement curatif a ’extrait de pépins de raisin

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative du score nociceptif chez les
souris EAE + véhicule par rapport aux souris CTL + vehicule a J18 (durant le pic des
symptdmes) et a J25 (durant la phase chronique) (test de Tukey, p<0,05) alors qu'aucune
difference significative n’a été observée entre les souris EAE + GSE par rapport aux souris
CTL + véhicule ou CTL + GSE (test de Tukey, p>0,05).

L’ensemble des résultats obtenus pour les 3 tests ont montré que le traitement curatif au GSE

corrige le développement de I'hypersensibilité mécanique et evite le développement de
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I’allydonie au froid chez les souris EAE, alors que notre modele EAE ne développe pas

detrouble de la sensibilité a la chaleur et que le GSE n’a pas d’effet notable dans ce cas.
1.3. Effet du traitement curatif a I’extrait de pépins de raisinsur Pactivité
locomotrice spontaneée et la coordination motrice

L’activité locomotrice spontanée a été évaluée par le test de I’open field et est exprimée en

fonction de la distance totale parcourue pendant une session de 15 min. Elle est également

déterminée lors du test du labyrinthe en Y lors de 1’évaluation du nombre total d'entrées dans

les bras pendant une session de 10 min. Les résultats obtenus pour 1’ensemble de ces tests sont

représentes dans la Figure 44.
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Figure 44 : Evaluation de I’activité locomotrice spontanée par le test de I’open field (a) et par le
test du labyrinthe en Y (b) chez les souris EAE et leurs contrdles apreés un traitement curatif a

I’extrait de pépins de raisin

Pour les 2 tests, les résultats obtenus ont montré qu’il n’y a pas de différence significative
entre les groupes quel que soit le jour de 1'évaluation de ’activité locomotrice spontanée (test
de Tukey, p>0,05).

Par ailleurs, la coordination motrice a été évaluée par le test de rotarod et les résultats sont

exprimés en moyenne de la latence de chute du rotarod et sont représentés dans la Figure 45.
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Figure 45 : Evaluation de la coordination motrice par le test de rotarod chez les souris EAE et

leurs controles apres un traitement curatif au a I’extrait de pépins de raisin
pep
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Les résultats obtenus n’ont montré aucune différence significative entre les groupes quel que
soit le jour de I'évaluation (test de Tukey, p>0,05).

L’ensemble des données suggérent que notre modele EAE ne développe pas de troubles
moteurs (altération de 1’activité locomotrice spontanée et coordination motrice) et que le GSE

n’a pas d’effet sur ces parametres.

1.4. Effet du traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin sur la mémoire
du travail et les comportements liés a I’anxiété
La mémoire de travail a été évaluee a I'aide du test du labyrinthe en Y et a été exprimée en
fonction du pourcentage d’alternance entre les différents bras du labyrinthe. Les résultats
obtenus sont représentés dans la Figure 46.
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Figure 46 : Evaluation de la mémoire du travail par le test du labyrinthe en Y chez les souris

EAE et leurs controles aprés un traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin

L'analyse statistique du pourcentage d'alternance n'a révélé aucune différence significative
entre les groupes quel que soit le jour d'évaluation (test de Tukey, p>0,05).

Les comportements liés a I'anxiété ont été évalués par : 1) le temps d'entrée dans le premier
nouveau bras lors du test du labyrinthe en Y, 2) le temps passé dans la zone centrale lors du
test de I’open field et enfin, 3) le temps passé dans les bras ouverts lors du test du labyrinthe

en croix suréleve. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 47.
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Figure 47 : Evaluation des comportements liés a I’anxiété lors du test du labyrinthe en Y (a), du
test de I’open field (b) et du test du labyrinthe en croix surélevé chez les souris EAE et leurs

controles apres un traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin

Dans les trois tests, I'analyse statistique n'a révélé aucune différence significative quels que
soient les groupes ou les jours d’évaluation considérés (test de Tukey, p>0,05). Ceci suggere
que notre modele ne développe pas des comportements liés a 1’anxiété et que le GSE est sans

effet sur ce parametre.

2. Evaluation biochimique sur le stress oxydant

2.1. Effet du traitement curatif a D’extrait de pépins de raisinsur la

peroxydation lipidique au niveau du cerveau et de la moelle épiniére chez les

souris EAE
Le malondialdéhyde (MDA) est le produit terminal de la peroxydation des acides gras
polyinsaturés ;son taux témoigne donc du niveau de la peroxydation des lipides. Au cours de
ce travail, nous avons évalué la peroxydation lipidique au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére a J20 et J30 post-induction. Celle-ci est exprimée en concentration relative de MDA
(%) par rapport au groupe CTL + véhicule pour les différentes conditions. Les résultats sont

représentés dans la Figure 48.
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Figure 48 : Evaluation de la peroxydation des lipides au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contréles aprés un traitement

curatif a ’extrait de pépins de raisin

Dans le cerveau, a J20 post-induction, une augmentation de 26% de la concentration du MDA
a été observée dans le groupe EAE + véhicule (test de Tukey, p<0,05) par rapport au groupe
CTL + véhicule tandis que chez les souris EAE + GSE, la concentration du MDA est similaire
a celle du groupe CTL + véhicule (Figure 48a). A J30 post-induction, pendant la phase
chronique, I’analyse statistique n’a montré aucune différence significative de la concentration
en MDA entre les groupes (Figure 48c).

Dans la moelle épiniere, a J20 post-induction, une augmentation de 23% de la concentration
en MDA a été observée dans le groupe EAE + véhicule (test de Tukey, p<0,05) et a été
corrigée par le traitement curatif au GSE (test de Tukey, p<0,05, groupe EAE + GSE vs
groupe EAE + véhicule) (Figure 48b). A J30 post-induction, pendant la phase chronique,
aucune différence significative dans les concentrations de MDA n’a été notée entre les
groupes (Figure 48d).

Ces données suggerent que, dans le cerveau et la moelle épinicre, 1’augmentation de la
peroxydation lipidique n'est observée que de maniere transitoire (pendant le pic des
symptomes) chez les souris EAE et qu’elle est corrigée par le traitement curatif au GSE dés

10 jours de traitement.

129

——
| —



Résultats

2.2. Effet du traitement curatif a Pextrait de pépins de raisinsur la
carbonylation des protéines au niveau du cerveau et de la moelle épiniére
chez les souris EAE

L'oxydation des protéines a été évaluée au niveau du cerveau et de la moelle épiniére a J20 et
J30 post-induction et est exprimée en teneur relative en protéines carbonylées (%) par rapport
au groupe CTL + véhicule (Figure 49).

Cerveau Moelle épiniére
___# HH##
st S5 $53
& 200 S & 200 Ll
@ = 2 =
CTL + véhicule (n=6) o 2 150} S @ 3 150} :
B EAE + véhicule (n=6) £2 . = ) 2
= < o = o - Y
CTL + GSE (n=6) g‘g 100} == et 25 100} ) YoV
v EAE + GSE (n= 6) 39 23
5 .S s0f 55 sol
- @ -2
= o
S [-%
s © s O
5 # <300, #
:gsoo *kkk DD e
hicule (n=6) %; § *%_ S
CTL + véhicule (n=6 =] [ = -
L B o 3 400 2 2200}
® EAE + véhicule (n=6) z2>= © o
CTL + GSE (n=6) 5 g 300t o e £ Vy
v EAE + GSE (n=6 cs o 50 r—
(n=6} s 200 - ¥ 3 2 100}
< @ v?Y o £ v
© 3 100} =g v
o it
s 2 9
s © 5

Figure 49 : Evaluation de la carbonylation des protéines au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs controles aprés un traitement

curatif a I’extrait de pépins de raisin

Dans le cerveau, a J20 post-induction, une augmentation de 46% de la teneur en protéines
carbonylées a été observée dans le groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL +
véhicule (test de Tukey, p<0,01). Le traitement curatif au GSE a permis de corriger cette
augmentation dans le groupe EAE + GSE par rapport au groupe EAE + véhicule (test de
Tukey, p<0,05) (Figure 49a). A J30 post-induction, une augmentation de 149% de la teneur
enprotéines carbonylées a été observée chez les souris EAE + véhicule par rapport aux souris
CTL+ véhicule (test de Tukey, p<0,001) et cette teneur a été corrigée par le traitement au
GSE (test de Tukey, p<0,05, EAE + GSE vs EAE + vehicule) (Figure 49c).
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Dans la moelle épiniére, a J20 post-induction, la teneur en protéines carbonylées a été
augmentée de 69% dans le groupe EAE + véhicule (test de Tukey, p<0,001). Le traitement
curatif au GSE a corrigé cette augmentation (p<0,001, EAE + GSE vs EAE + véhicule)
(Figure 49b). A J30 post-induction, une augmentation de 48% de la teneur en protéines
carbonylées a été observée dans le groupe des souris EAE + véhicule (test de Tukey, p<0,01)
et le traitement au GSE a corrigé cette augmentation chez les souris EAE + GSE (test de
Tukey, p<0,05) (Figure 49d).

Ces données suggerent que, contrairement a la peroxydation lipidique, I'oxydation des
protéines est augmentée chez les souris EAE au pic des symptdmes mais égalemnt lors de la
phase chronique dans le cerveau et la moelle épiniere et que cette augmentation est corrigée
par le traitement curatif au GSE.

3. Effet du traitement curatif a P’extrait de pépins de raisinsur les activités des
enzymes antioxydantes et leurs expressions protéiques au niveau du cerveau et de
la moelle épiniere chez les souris EAE
3.1. Effet sur I’activité de la superoxyde dismutase et I’expression protéique de
ses isoformes
Dans un premier temps, nous avons évalué l'activité d'inhibition a 50% de la SOD par la
méthode de la diminution du spectre d'absorption du formazan WST-1 & 440 nm. Les résultats
sont exprimés en pourcentage relatif d'inhibition de la SOD (%) par rapport au groupe CTL +

vehicule et sont représentés dans la Figure 50.
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Figure 50 : Evaluation de I’activité superoxyde dismutase au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contrdles aprés un traitement

curatif a I’extrait de pépins de raisin

Les résultats obtenus montrent qu’au niveau du cerveau, 1’activité SOD est diminuée chez les
souris EAE + véhicule (32%, test de Tukey, p<0,001 a J20 et 36%, p<0,05 a J30) par rapport
aux souris CTL + véhicule. Le traitement curatif au GSE a permis de corriger cette
diminutiondans le groupe EAE + GSE (test de Tukey, p<0,001a J20 et p<0,01 a J30) (Figures
50a et 50c). Des résultats similaires sont obtenus au niveau de la moelle épiniére ou l'activité
SOD a été aussi diminuée chez les souris EAE + véhicule par rapport aux souris CTL +
véhicule (test de Tukey, 29%, p<0,001 a J20 et 36%, p<0,05 & J30). Le traitement au GSE a
induit une correction significative de cette altération chez les souris EAE + GSE (test de
Tukey, p<0,001) uniquement a J20 (Figures 50b et 50d).Cesdonnées suggerent une
diminution de l'activité SOD dans le cerveau et la moelle épiniere des souris EAE du pic des
symptdmes jusqu’a la phase, et cette diminution est corrigée par le traitement curatif au GSE.

Afin de déterminer si la diminution de D’activité mitochondriale est associée a une
modification de I’expression protéique, I'abondance relative de la SOD1 cytosolique (Cu-Zn)
et de la SOD2mitochondriale (Mn-SOD) a été évaluée dans le cerveau et la moelle épiniére.

Les résultats sont représentés dans la Figure 51.
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Figure 51 : Evaluation de I’expression de SOD1 au niveau du cerveau et de la moelle épiniére a
J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs controles apreés un traitement curatif a

I’extrait de pépins de raisin

Les résultats montrent au niveau du cerveau une diminution de I'expression de la protéine
cytosolique SOD1 dans le groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule (test
de Tukey, 61%, p<0,001 a J20 et 69% a J30, p<0, 001). Un effet significatif du traitement au
GSE a été observé sur I'expression protéique de SOD1 a J20 (test de Tukey, p<0,001) et a J30
(test de Tukey, p<0,01) (Figures 51a et 51c).

Dans la moelle épiniére, I'expression de la SOD1 a été diminuée chez les souris EAE +
véhicule par rapport aux souris CTL + véhicule (test de Tukey, 68%, p<0,001 a J20 et 59%, p
<0, 05 a J30) et le traitement curatif au GSE a permis de corriger cette diminution a un niveau
basal, uniquement a J20 (test de Tukey, p<0,001) (Figures 51b et 51d).

Les résultats concernant I’expression de SOD2 sont représentés dans la Figure 52.
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Figure 52 : Evaluation de I’expression de SOD2 au niveau du cerveau et de la moelle épiniére a
J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs controles apreés un traitement curatif a

I’extrait de pépins de raisin

Les résultats obtenus pour SOD2 au niveau du cerveau montrent une diminution significative
de son expression dans le groupe EAE + véhicule par rapport aux groupes CTL + véhicule
(test de Tukey, 55%, p<0,01 a J20 et 24%, p<0,05 a J30). Le traitement curatif au GSE tend a
augmenter cette expression mais sans différence significative. Aucune différence d’expression
n’est observée entre le groupe EAE + GSE et le groupe CTL + véhicule & J20 et J30 (Figures
52a et 52c¢).De méme, I’expression de SOD2 est diminuée au niveau de la moelle épiniere des
souris EAE + véhicule par rapport aux souris CTL + véhicule avec une différence
significative seulement & J20 (test de Tukey, 33%, p<0,05) et le GSE n’a pas d’effet
significatif sur I'expression de cette isoforme (Figures 52c et 52d).

Les donnees obtenues dans le cerveau et la moelle épiniere suggerent que : 1) la diminution
de l'activité SOD dans les deux tissus est corrélée a une diminution de I'expression de SOD1
et dans une moindre mesure de I’isoforme SOD?2 ; 2) I'effet benéfique du GSE sur l'activité

SOD est lié presque uniguement a l'augmentation du niveau de SOD1.
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3.2. Effet sur I’activité de la catalase et sur son expression protéique
L’activit¢ de la CAT a également été détectée par spectrophotométrie (mmol/mg de
protéine/min) et les résultats sont exprimés en % de Dactivité relative de la CAT,

comparativement au groupe CTL + véhicule. llssont illustrés dans la Figure 53.
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Figure 53 : Evaluation de I’activité catalase au niveau du cerveau et de la moelle épiniére a J20
et J30 post-inducion chez les souris EAE et leurs contrdles aprés un traitement curatif a ’extrait

de pépins de raisin

Dans le cerveau, l'activitt CAT est diminuée pour le groupe EAE + véhicule (test de
Tukey,53%, p<0,001 a J20 et 56%, p<0,01 a J30) par rapport au groupe CTL + véhicule. Le
traitement curatif au GSE a permis de corriger de maniére significative cette altération chez
les sourisEAE + GSE (test de Tukey, p<0,001 a J20 et p<0,05 a J30) (Figures 53a et 53c).
Des résultats similaires ont été observés dansla moelle épiniere ou l'activité CAT est diminuée
dans le groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule (test de Tukey, 59%,
p<0,001 a J20 et 58%, p<0,01 a J30). Le GSE corrige significativement cette altération chez
les souris EAE + GSE (test de Tukey, p<0,001 a J20 et p<0,05 a J30) (Figures 53b et 53d).

Ces données suggerent une diminution de I'activité CAT dans le cerveau et la moelle épiniere
des souris EAE au pic des symptomes et a la phase chronique, qui est corrigée par le GSE. Par
la suite, nous avons déterminé I’expression de cette protéine au niveau du cerveau et de la

moelle épiniére ; les résultats obtenus sont représents dans la Figure 54.
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Figure 54 : Evaluation de ’expression de la catalase au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs controles aprés un traitement

curatif chroniqu a I’extrait de pépins de raisin

Dans le cerveau, une diminution de I'expression de la catalase a été observée dans le groupe
EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + vehicule (test de Tukey, 56%, p<0,001 a J20
et41%, p<0,05 a J30). Un effet significatif corrigeant cette diminution a été observé suite
autraitement curatif au GSE chez les souris EAE + GSE (test de Tukey, p<0,001 a J20 et
p<0,01 & J30) (Figures 54a et 54c).

Dans la moelle épiniére, I'expression de la catalase a été significativement diminuée dans le
groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + vehicule a J20 (test de Tukey, 50 %, p
<0,001), avec une légére diminution non significative a J30 (test de Tukey, 26%, p = 0,06). Le
traitementcuratif au GSE a permis de corriger de maniere significative cette diminution a J20
(test de Tukey, p<0,001) (Figures 54b et 54d).
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Ces données suggerent une diminution de I'expression de la CAT au pic des symptomes et a la
phase chronique dans le cerveau et la moelle épiniére des souris EAE avec un effet correcteur
du GSE, méme si les données obtenues dans le cerveau sont plus significatives que celles de

moelle épiniére, notamment a J30 durant la phase chronique.

3.3. Effet sur P’activité de la glutathion peroxydase et sur son expression
protéique

Enfin, l'activité GPx a été évaluée par spectrophotométrie (mmol/mg de protéine/min) et les

résultats sont exprimés en % d’activité relative de GPx en comparaison au groupe CTL +

véhicule. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 55.
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Figure 55 : Evaluation de I’activité glutathion peroxydase au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contrdles aprés un traitement

curatif a I’extrait de pépins de raisin

Dans le cerveau, l'activité GPx est diminuée dans le groupe EAE + véhicule (test de Tukey,
72%, p<0,001 a J20 et 70%, p<0,01 a J30) par rapport au groupe CTL + véhicule. Le
traitement au GSE a permis de corriger de maniere significative cette altération chez les souris
EAE + GSE (test de Tukey, p<0,001 & J20 et p<0,05 a J30) (Figures 55a et 55c).

Des résultats similaires ont été obtenus dans la moelle épiniére ou l'activité GPx est diminuée

dans le groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule (test de Tukey, 80%,
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p<0,001 aJ20 et 62%, p<0,05 a J30). Le GSE corrige significativement cette altération chez
les souris EAE + GSE (test de Tukey, p<0,001) a J20 (Figures 55b et 55d).

Ces données suggérent une diminution de l'activité GPx au niveau du cerveau et la moelle
épiniere des souris EAE au pic des symptdmes et a la phase chronique, qui est corrigé apres
traitement curatif au GSE principalement au pic des symptémes.

Par la suite, 1'expression de I’isoforme GPX1 a été déterminée au niveau du cerveau et de la

moelle épiniére et les résultats obtenus sont illustrés dans la Figure 56.
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Figure 56 : Evaluation de I’expression de la GPX1 au niveau du cerveau et de la moelle épiniére
a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contrdles aprés un traitement curatif a

I’extrait de pépins de raisin

Au niveau du cerveau, une diminution de I'expression de GPX1 a été observée dans le groupe
EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + veéhicule (test de Tukey, 49%, p<0,01 a J20 et
52%, p<0,01 a J30). Un effet significatif du traitement au GSE a été noté chez les souris EAE
+ GSE (test de Tukey, p<0,01 a J20 et p<0,05 a J30) (Figures 56a et 56¢).

Dans la moelle épiniere, une diminution de I'expression du GPX1 a été observée dans le

groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule (test de Tukey, 52%, p<0,001 a
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J20 et33%, p<0,05 a J30). Le traitement curatif au GSE a restauré unniveau basal de GPX1
dans la moelle épiniére des souris EAE + GSE de maniere significative uniquement a J20 (test
de Tukey, p<0,001), avec une légére diminution non significative a J30 (Figures 56b et 56d).
Ces données suggerent une diminution de I'expression du GPX1 au pic des symptomes et a la
phase chronique au niveau du cerveau et de la moelle épiniére des souris EAE avec un effet
correcteur du GSE, méme si les données obtenues dans le cerveau sont plus significatives que

celles de la moelle épiniére, notamment a J30.

4. Evaluation protéique sur les marqueurs physiopathologiques de
I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
4.1. Effet sur I’expression des protéines de myéline
Dans le cerveau, I'expression de la MBP est diminuée dans le groupe EAE + veéhicule par
rapport au groupe CTL + vehicule (test de Tukey, 67%, p<0,01 a J20 et 62%, p<0,001 a J30)
et le traitement curatifau GSE a significativement corrigé cette diminution dans le groupe
EAE + GSE uniquement a J30 (test de Tukey, p<0,001) (Figures 57a et57c). De méme, dans
la moelle épiniére, I'expression de la MBP est diminuée dans le groupe EAE+ véhicule par
rapport au groupe CTL + vehicule (test de Tukey, 52%, p<0,05 a J20 et 48%, p<0,001 a J30)
et le traitement au GSE a corrigé significativement cette altération dans le groupe EAE + GSE
uniquement a J30 (test de Tukey, p<0,001) (Figures 57b et 57d).
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Figure 57 : Evaluation de I’expression de la protéine basique de 1a myéline au niveau du cerveau
et de la moelle épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contréles apreés

un traitement curatif a ’extrait de pépins de raisin

Concernant I’expression de la CNPase, elle est diminuée dans le cerveauchez les souris EAE
+ véhicule (test de Tukey, 57%, p<0,001 & J20 et 66%, p<0,001 a J30) par rapport aux souris
CTL + véhicule et le traitement au GSE a significativement corrigé cette altération chez les
souris EAE + GSE souris aux J20 et J30 (test de Tukey, p<0,001) (Figures 57a et 57¢).De
méme, au niveau de la moelle épiniére, I'expression de la CNPase est diminuée chez lessouris
EAE + véhicule par rapport aux souris CTL + véhicule (test de Tukey, 73%, p<0,001 a J20 et
42%, p<0,05 a J30) et le traitement curatif au GSE a significativement corrigé ces altérations
dans le groupe des souris EAE + GSE (test de Tukey, p<0,01 & J20 et p<0,05 a J30) (Figures
57b et 57d).
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Figure 58 : Evaluation de I’expression de la 2°,3’-nucléotide cyclique 3’-phosphodiestérase au
niveau du cerveau et de la moelle épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et

leurs controles aprés un traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin

Ces données montrent une diminutionde I'expression de la MBP et de la CNPase dans le
cerveau et la moelle épiniére des souris EAE au pic des symptdmes et a la phase chronique.
Cette diminution est corrigée par le traitement curatif au GSE dés lepic des symptémes pour
la CNPase et a partir de la phase chronique pour la MBP.

4.2. Effet sur I’activation astrocytaire et microgliale
L’¢tude de ’activation astrocytaire a été réalisée par 1’évaluation des niveaux d’expression de
la protéine GFAP. Dans le cerveau, I'expression de GFAP est augmentéee dans le groupe EAE
+ véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule (test de Tukey, 47%, p<0,01 a J20 et 55%,
p<0,001 a J30)et le traitement curatif au GSE a significativement corrigé cette altération chez
les souris EAE + GSE uniquement a J30 (test de Tukey, p<0,01) (Figures 59a et 59¢). Au

niveau de la moelle épiniére, I'expression de la GFAP est également augmentée dans le
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groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule (test de Tukey, 49%, p<0,01 a

J20 et 59%, p<0,05 a J30) et le traitement curatif au GSE a significativement corrigé cette

altération a J20 et J30 (test de Tukey, p<0,05) (Figure 59b et 59d).
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Figure 59 : Evaluation de ’expression de la protéine acide fibrillaire gliale au niveau du cerveau
et de la moelle épiniére a J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contrbles apreés

un traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin

L’¢étude de I’activation microgliale a été réalisée par 1’évaluation des niveaux d’expression de
la protéine Ibal. Dans le cerveau, I'expression d'lbal est significativement augmentée dansle
groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule (test de Tukey, 121%, p<0,001
a J20 et 116%, p<0,001 a J30) et le traitement GSE a significativement corrigé ces
augmentations (test de Tukey, p<0,001 a J20 et J30) (Figures 60a et 60c). Dans la moelle
épiniere, I'expression de I'lbal est egalement augmentee dans le groupe EAE + véhicule par
raport au groupe CTL + véhicule (test de Tukey, 149 %, p<0,001 a J20 et 158 %, p<0,001 a
J30) et le traitement curatif au GSE a corrigé de maniere significative ces altérations aux J20
et J30 (test de Tukey, p<0,001) (Figures 60b et 60d).
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Ces données suggerent une augmentation de l'expression des protéines astrogliales et
microgliales dans le cerveau et la moelle épiniére des souris EAE au pic des symptdmes et a
la phase chronique. Cette augmentationest corrigée aprés traitement curatif au GSE des la
phase précoce et jusqu’a la phase chronique tardive pour la protéine microgliale (Ibal) et lors

de la phase chronique pour la protéine astrogliale (GFAP).
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Figure 60 : Evaluation de I’expression de la molécule adaptatrice de liaison au calcium ionisé 1
au niveau du cerveau et de la moelle épiniére aux J20 et J30 post-induction chez les souris EAE

et leurs contrdles aprés un traitement curatif a I’extrait de pépins de raisin

4.3. Effet sur I’expression des sirtuines
Dans le cerveau, I'expression de SIRT1 est significativement diminuée chez les souris EAE +
vehicule par rapport aux souris CTL + véhicule (test de Tukey, 68%, p<0,01 a J20 et 69%,
p<0,01 a J30) et le GSE a permis de corriger significativement ces altérations chez les
sourisEAE + GSE (test de Tukey, p<0,01 a J20 et J30) (Figures 61a et 61d).Dans la moelle
épiniére, I'expression de SIRT1 est diminuée chez les souris EAE + véhicule par rapport aux
souris CTL + véhicule (test de Tukey,68%, p<0,001 a J20 et 70%, p<0,001 a J30) et le GSE a
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permisderétablir significativement ces altérations chez les souris EAE + GSE (test de Tukey,
p<0,01 & J20 et 0,001 a J30) (Figures61b et61d).
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Figure 61 : Evaluation de I’expression de la sirtuine 1 au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére aux J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contrdles aprés un traitement

curatif & I’extrait de pépins de raisin

Dans le cerveau, aucune différence statistique des niveaux d’expression de SIRT2 n'a été
observée entre les groupes au pic des symptémes (J20) et lors de la phase chronique (J30)
(Figures 62a et 62c). Au contraire, dans la moelle épiniere, une diminution de I'expression de
SIRT2 a été observee chez les souris EAE + véhicule par rapport aux souris CTL + véhicule
(test de Tukey, 56%, p<0,01 a J20 et 59%, p<0,01 a J30). Le traitement curatif au GSE a
permis de corriger de maniére significative cette altération chez les souris EAE + GSE a J30
uniqguement (p<0,01) (Figures 62b et 62d).

Ces données montrent clairement un effet différentiel du GSE sur les deux isoformes SIRT1
et SIRT2 en fonction du stade de la pathologie. En effet, une diminution del'expression de la
protéine SIRT1 est observée au niveau du cerveau et de la moelle épiniére chez les souris
EAEau pic des symptdmes et a la phase chronique et a été corrigée par le GSE alors qu’une

diminution del’expression de SIRT2 aété observée uniquement au niveau de la moelle
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épiniere chez les souris EAE + CTL depuis le pic des symptomes jusqu'a la phase chronique

avec un effet correctif du GSE uniquement lors de la phase chronique.

CTL EAE CTL EAE
a VEH VEH GSE GSE

B-tubuline (55 kDa) @

200
e
< 0.06
CTL + véhicule (n=5-6) % 2 1501 v
® EAE + véhicule (n=6) £s
_ % ® 100} v
CTL + GSE (n=6) =N m= i
v EAE +GSE (n=5-6 e -2 vy
x 2 sof
» 2 ol
S [
B
0

CTL EAE CTL EAE
C VEH VEH GSE GSE
SRT2 (43k02) [ - - -

200,
PN éé\ om
CTL + véhicule (n=6) £ o 150
® EAE + véhicule (n=6) 2
{3
CTL + GSE (n=6) 2 @ 100} = Vv
v EAE + GSE (n=6 S5 =
S5 E
x & 5ol Y .
n 2
s 1
>
0

SIRT2 (43 kDa)

CTL EAE CTL EAE
VEH VEH GSE GSE

(o9 — = =

B-tubuline (55 kDa) IE

SIRT2/p-tubulin
expression relative (%)

SIRT2 (43 kDa)

200

150

-
o
o

a
o

o

Vv

e V'V

CTL EAE CTL EAE
VEH VEH GSE GSE

ET—

bt (55100 DG D

SIRT2/p-tubulin
expression relative (%)
<)
]

N
o
(=]

-
a
o

a
o

0

—##
s 88
-
v

Figure 62 : Evaluation de ’expression de la sirtuine 2 au niveau du cerveau et de la moelle

épiniére aux J20 et J30 post-induction chez les souris EAE et leurs contrbles aprés un traitement

curatif a I’extrait de pépins de raisin

5. Etude protéomique
5.1. Identification des protéines

Le nombre de protéines identifiées dans chaque groupe ainsi que le pourcentage de

reproductibilité au sein du méme groupe sont représentés dans le tableau suivant (Tableau

24).
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Tableau 24 : Nombre de protéines identifiées et pourcentage de reproductibilité au niveau du

cerveau et de la moelle épiniére

Groupe Cerveau (n=4) Moelle épiniére (n=5)
CTL + véhicule 1377 1635
Nombre des protéines EAE + véhicule 1486 1632
totales identifiées CTL + GSE 1351 1830
EAE + GSE 1442 1742
CTL + véhicule 72 68
Reproductibilité EAE + véhicule 70 69
R (%) CTL + GSE 71 70
EAE + GSE 70 68

Les résultats d’identification des protéines totales dans chaque échantillon ne montrent pas de

différence significative concernant le nombre de protéinesidentifiées entre les différents

groupes d’études, a savoir le cerveau ou la moelle épiniere. De méme, les pourcentages de

reproductibilité sont trés proches entre les groupes. Ainsi, les protéines identifiées dans

chaque groupe et dans chaque échantillon sont représentées dans les diagrammes de Venn

(Figure 63).

A

€9 Jy3

ae®

Figure 63 : Diagramme de Venn de I’intersection des protéines identifiées dans le cerveau (A) et

la moelle épiniére (B) des souris EAE + véhicule

Chaque souris est représentée par une couleur (exemple : en bleu, souris EAE_56) ; les

intersections entre souris représentent les protéines communément exprimées (exemple : 767

est le nombre de protéines exprimées en commun dans tous les échantillons de moelle EAE

+ véhicule).
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Ces diagrammes représentent un exemple de propagation des protéines au sein du groupe

EAE au niveau du cerveau (Figure 63A) et de la moelle épiniére (Figure 63B).

Le nombre de protéines retrouvées exprimees en commun dans toutes :

- les souris CTL + véhicule est de 556 au niveau Du cerveau et de 799 au niveau de la

moelle épiniére ;

- les souris EAE + véhicule est de 767 au niveau du cerveau et de 848 au niveau de la

moelle épiniére ;

- les souris CTL + GSE est de 728 au niveau du cerveau et de 849 au niveau de la moelle

épiniére ;

- les souris EAE + GSE est de 514 au niveau du cerveau et de 751 au niveau de la moelle

épiniére.

5.2. Analyse quantitative globale et ciblée

Les résultats de 1’analyse quantitative montrent que le nombre de protéines dérégulées entre

les quatre groupes est plus important au niveau du cerveau qu’au niveau de la moelle épiniére

mais avec des facteurs multiplicateurs (fold changes) d’amplitude équivalente (Tableau 25).

Tableau 25 : Nombre de protéines dont I’abondance a été affectée au niveau du cerveau et de la

moelle épiniére

Cerveau (n=16)

Moelle épiniére

(n=20)
Nombre total de protéines identifiées 1493 1720
Nombres de protéines d(_érégulées 105 a1
(p-value < 0,05 et peptide > 1)
Facteur multiplicateur Entre 1,3 et 5,6 Entre 1,2 et 5,8

Dans ce travail, ne seront présentées que: 1) les comparaisons entre les souris CTL +

véhicule et EAE + véhicule afin d’identifier les protéines dont 1’abondance a été affectée par

I’EAE, considérées comme le pool 1 ;2) les comparaisons entre les souris EAE + VEH et

EAE + GSE afin d’identifier les protéines dont I’abondance a été affectée par le traitement

curatif au GSE, considérées comme le pool 2.

Le nombre des protéines dérégulées sont représentées dans le tableau suivant (Tableau 26).

——
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Tableau 26 : Nombre de protéines dérégulées au niveau du cerveau et de la moelle épiniére en

comparant les groupes deux a deux

Cerveau (n=8)

Moelle épiniere (n=10)

Nombres de
protéines
dérégulées
(p-value < 0,05
et peptide > 1)

Facteur
multiplicateur

Nombres de
proteines
dérégulées
(p-value < 0,05
et peptide > 1

Facteur
multiplicateur

CTL + véhicule 89 Entre . Entre
vs EAE + véhicule 13et8,8 1,2€t3,3
EAE + véhicule Entre Entre

29 11et2,4 54 11et16

vs EAE + GSE

Au niveau du cerveau, la comparaison entre le groupe CTL + veéhicule et le groupe EAE
+ véhicule montre que 64 protéines sont sous-exprimées et que 25 protéines sont sur-
exprimées (Tableau 27). Parmi les protéines sous-exprimées, la desmoplakine (DESP), la
protéine régulatrice de la calmoduline PCP4 (PCP4), la sous- unité epsilon de I’ATP synthase
(ATP5E) et la neurograninesont celles pour lesquelles le facteur multiplicateur est le plus
élevé. Parmi les protéines sur-exprimées, I’héme oxygénase 2 (HMOX2), le domaine PI-
PLCX contenant la protéine 3 (PLCX3), la protéine de liaison au sous-composant Q du
composant 1 du complément (C1QBP) et la protéine similaire a la méthyltransférase 26
(MTL26) sont celles pour lesquelles le facteur multiplicateur est le plus élevé (Tableau 27).
La comparaison entre le groupe EAE + véhicule et le groupe EAE + GSE montre que 8
protéines sont sous-exprimées et que 21 protéines sont sur-exprimées (Tableau 28). Parmi les
protéines sous-exprimées, la synapsine 2 (SYNZ2), la coronine 1A (COR1A), la succinate-
semialdéhyde déshydrogénase (SSDH) et de la chaine légere des neurofilaments (NFL) sont
celles pour lesquelles le facteur multiplicateur est le plus élevé. Parmi les protéines sur-
exprimées, la DESP, laprotéine 1 a quatre domaines LIM et demi, la monoacylglycérol lipase
(ABHD®6) et la NADH-cytochrome b5 réductase 1 sont celles pour lesquelles le facteur
multiplicateur est le plus élevé (Tableau 28).

Au niveau de la moelle épiniére, la comparaison entre le groupe CTL + véhicule et le groupe
EAE + véhicule montre que 11 protéines sont sous-exprimees et que 1 protéine est sur-
exprimée (Tableau 29). Parmi les protéines sous-exprimées, la kératine kinase type M
(KCRM), I’anhydrase carbonique 3 (CAH3), la bléomycine hydrolase (BLMH) et
I’homologue de Dnalde sous-famille A (DNJA1) sont celles pour lesquelles le facteur
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multiplicateur est le plus élevé. Alors que la matrine-3 (MATR3) est la seule protéine sur-
exprimée (Tableau 29).

La comparaison entre le groupe EAE + véhicule et le groupe EAE + GSE montre que 19
protéines sont sous-exprimees et que 35 protéines sont sur-exprimées (Tableau 30). Parmi les
protéines sous-exprimees, la sous-unité Tim 29 de la membrane interne de la translocase
(TIM29), la protéine Rab-6B liée & Ras (RAB6B), la céramidase (ASAH1) et I’homologue B
du tri des protéines vacuolaires 26 (VP26B) sont celles pour lesquelles le facteur
multiplicateur est le plus éleve. Parmi les protéines sur-exprimeées, la transportine- 2 (TNPO),
le peptidyl-prolyl cis-trans isomérase (FKBP2), la protéine 4 liée a |la
dihydropyrimidinase(DPYL4) et la protéine a motif tripartite 2 (TRIMZ2) sont celles pour
lesquelles le facteur multiplicateur est le plus élevé (Tableau 30).
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Tableau 27: Protéines dont les niveaux d’expressions sont modifiés au niveau du cerveau des souris EAE + véhicule en comparaison aux souris CTL

+ véhicule

Sont représentés dans des lignes bleues les protéines sous-exprimées chez les souris EAE + véhicule et dans les lignes saumon, les protéines sur-exprimées.

Uniprot Fonction Anova | Facteur
Accession P Description CTL + véhicule EAE + véhicule . ) valeur | multipli
ID moléculaire
dep -cateur
DESP E9Q557 Desmoplakin 9,70E+04+1,48E+04 | 1,10E+04+4,16E+03 Growth factor a 3,34E-02 8,82
PCP4 P63054 Calmodulin regulator protein PCP4 2,78E+06+2,00E+06 | 9,01E+05+1,26E+06 Binding 2,14E-02 3,08
ATP5E P56382 ATP synthase subunit epsilon, mitochondrial 1,71E+06+8,47E+04 | 6,02E+05+1,57E+04 Hydrolase 4,21E-03 2,83
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
NDUA2 Q9CQ75 subcomplex subunit 2 1,26E+06+3,20E+05 | 4,83E+05+1,48E+05 Accessory 3,64E-02 2,61
NEUG P60761 Neurogranin 2,42E+0516,41E+04 | 9,45E+04+1,69E+03 | Calmodulin-binding | 3,02E-02 2,56
COX6C Q9CPQ1 Cytochrome c oxidase subunit 6C 4,00E+06+9,82E+05 | 1,66E+06+2,63E+05 Phosphorylation 3,25E-02 2,41
Mitochondrial import inner membrane -
TIM9 Q9WV98 translocase subunit Tim9 4,75E+05+4,12E+04 | 2,08E+05+1,96E+04 Binding 3,30E-02 2,29
NTF2 P61971 Nuclear transport factor 2 2,92E+05+£5,55E+04 | 1,32E+05+1,84E+04 BindingTransport | 1,72E-02 2,21
ATP5I Q06185 ATP synthase subunit e, mitochondrial 7,93E+06+1,58E+05 | 3,58E+06+6,24E+04 Binding 4,62E-02 2,21
ATIF1 035143 ATPase inhibitor, mitochondrial 8,85E+06+9,48E+04 | 4,04E+06+3,05E+04 Binding 1,51E-02 2,19
Guanine nucleotide-binding protein -
GBG12 Q9DAS9 G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-12 5,40E+05+5,62E+04 | 2,53E+05+1,93E+04 Binding 1,38E-02 2,13
NDUS6 psaso3 | NVADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur |, gor o618 91104 | 1,35E+06:4,43E+04 Accessory 4,83E-02 | 2,09

protein 6, mitochondrial
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ANXA2 P07356 Annexin A2 2,66E+05+1 54E+04 | 1,29E+05+1,21E+04 Binding 7,05E-03 2,06
ACO13 Q9CQR4 Acyl-coenzyme A thioesterase 13 2,85E+06+5,61E+03 | 1,40E+06+2,10E+05 Hydrolase 4,18E-02 2,03
Guanine nucleotide-binding protein
GBG3 P63216 G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-3 4,95E+05+6,56E+04 | 2,51E+05+2,23E+04 Transducer 2,62E-02 1,97
COX5A P12787 YIRS € GAEReE SUaLI B, 1,32E+07+5,04E+04 | 6,72E+06+2,20E+04 Binding 2,94E-02 | 1,96
mitochondrial
AKATA 055074 A-kinase anchor protein 7 isoform alpha 2,96E+05+5,13E+04 | 1,52E+05+2,66E+04 Binding 4,45E-02 1,94
RS27A P62983 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 2,35E+07+2,71E+05 | 1,23E+07+2,24E+04 Binding 3,28E-02 1,91
TPC6B 055013 Trafficking protein particle complex subunit 6B | 2,21E+05+2,97E+04 | 1,19E+05+1,65E+04 Transport 2,12E-02 1,85
UBL4A P21126 Ubiquitin-like protein 4A 3,42E+05£1,74E+05 | 1,86E+05%6,61E+04 Binding 4,28E-02 1,84
RL14 Q9CR57 60S ribosomal protein L14 3,80E+05£8,02E+04 | 2,09E+05%2,89E+04 Structural 4,08E-02 1,81
RS14 P62264 40S ribosomal protein S14 2,25E+06+2,35E+06 | 1,25E+05+4,39E+03 BindingStructural 3,51E-02 1,80
NDUA7 Qozips | VADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha | 5 gar 0616 05E 106 | 1,88E+0623,72E+06 Structural 2,00E-02 | 179
subcomplex subunit 7
Vesicle transport through interaction with t- -
VTI1A 089116 SNARES homolog 1A 2,65E+05+4,74E+03 | 1,48E+05+1,51E+03 Binding 4,49E-02 1,78
SAP Q61207 Prosaposin 3,80E+05+£1,11E+05 | 2,16E+05%6,48E+04 Development 2,45E-02 1,76
CYB5 P56395 Cytochrome b5 2,23E+06+7,57E+05 | 1,27E+06+2,19E+05 Binding 2,98E-02 1,76
HBA P01942 Hemoglobin subunit alpha 3,95E+07+£7,33E+05 | 2,25E+07x1,54E+05 Bloo_d- . 4,81E-02 1,76
relatedBinding
COTL1 Q9CQI6 Coactosin-like protein 2,46E+06+3,92E+05 | 1,43E+06+1,50E+05 BindingChaperone | 4,76E-03 1,72
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MPC1 P63030 Mitochondrial pyruvate carrier 1 3,57E+05+£8,47E+04 | 2,09E+05+8,63E+03 Transport 1,66E-02 1,71
F241B Q9D882 Uncharacterized protein FAM241B 8,35E+04+1,28E+04 | 4,92E+04+5,86E+02 Homeostasis 1,40E-02 1,70
RS27L Q6ZWY3 | 40S ribosomal protein S27-like 3,99E+05£3,71E+04 | 2,40E+05+1,75E+04 Binding 4,56E-03 1,66
NLTP P32020 Sterol carrier protein 2 4,13E+06+6,05E+03 | 2,51E+06+2,55E+04 Binding 4,46E-02 1,65
GBG2 P63213 gt‘g?'e'}%;/‘g('g;“sﬂ%Lf’r:ﬂdé’;?nﬂgtg'“ 1,00E+06+3,84E+05 | 6,57E+05+7,16E+04 Binding 332E-02 | 1,65
RIDA P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase | 1,97E+06+4,49E+04 | 1,19E+06+1,81E+04 Hydrolase 5,23E-03 1,65
RM22 Q8BUS8S 39S ribosomal protein L22, mitochondrial 6,59E+04+1,11E+04 | 4,01E+04+1,80E+03 Structural 3,08E-02 1,64
NDUV3 Q8BK30 f'\l';%g; O‘ﬁ?ggforgigisheo%ﬂg:"”°”e] 2,11E+06+5,92E+04 | 1,29E+06+2,07E+03 Transport 293E-02 | 164
RS18 P62270 40S ribosomal protein S18 9,48E+05+£1,63E+05 | 5,89E+05+7,08E+04 Binding 7,50E-03 1,61
PGAMS Q8BX10 %ﬁg‘;’;ﬁ?ﬁg:ne'pmtei” phosphatase PGAMS, | 1 ooF 40643816405 | 9,51E+05+2,88E+03 Hydrolase 154E-02 | 159
CH10 Q64433 10 kDa heat shock protein, mitochondrial 4,43E+06+2,61E+06 | 2,81E+06+7,24E+05 BindingChaperone | 2,40E-02 1,58
H4 P62806 Histone H4 1,11E+07+8,21E+04 | 7,06E+06+4,41E+04 Binding 2,82E-03 1,57
LSM8 Q6ZWM4 | U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm8 2,72E+05+£6,36E+04 | 1,76E+05+3,04E+04 Binding 3,13E-02 1,55
VPS29 Q9Qz88 Vacuolar protein sorting-associated protein 1,15E+06+3,21E+05 | 7,42E+05+5,22E+04 Binding 4,25E-02 1,55
H3C P02301 Histone H3.3C 6,96E+06+1,40E+05 | 4,48E+06+1,40E+04 Binding 2,14E-03 1,55
NDUAG5 QICPP6 ;'J@z':ngfehgg;gﬂi':f;e el & g 1,34E+06+1,94E+05 | 8,84E+05+8,32E+04 Transport 1,14E-02 | 1,52
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CYcC Q9DOM3 | Cytochrome c, somatic 6,65E+06+7,67E+05 | 4,36E+06+4,03E+05 | BindingTranslocase | 4,37E-02 1,52

H2A1B COHKE1 Histone H2A type 1-B 1,90E+07+1,30E+05 | 1,26E+07+8,29E+04 Binding 3,01E-02 1,51

uUB2D3 P61079 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3 1,05E+06+1,77E+05 | 6,98E+05+3,38E+04 Binding 2,51E-02 1,50

LSM3 P62311 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm3 2,59E+05+2,19E+04 | 1,76E+05+1,60E+04 Binding 2,52E-02 1,47

FGOP2 Q9CRA9 FGFR1 oncogene partner 2 homolog 7,84E+04+9,98E+03 | 5,33E+04+4,64E+03 Binding 4,27E-02 1,47

Cc1QcC Q02105 Complement C1qg subcomponent subunit C 6,27E+05+1,21E+05 | 4,25E+05+2,44E+04 | Immunity response | 2,42E-02 1,47

FUND2 Q9D6K8 FUN14 domain-containing protein 2 3,14E+05+2,95E+04 | 2,16E+05+1,30E+04 Binding 1,82E-02 1,45

GHC2 Q9DB41 Mitochondrial glutamate carrier 2 6,14E+05+4,25E+06 | 4,22E+05+1,14E+06 Transport 3,30E-02 1,45

KCC2A P11798 Calcmm/calmodulln—dependent protein kinase 1,36E+06+6,20E+04 | 9,41E+05+3,60E+04 BindingKinaseTran 3,99E-02 1,45
type 11 subunit alpha sferase

RAC1 P63001 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 7,74E+06+5,63E+05 | 5,46E+06+1,62E+05 BindingHydrolase | 2,87E-02 1,42
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha

NDUF3 Q9JKL4 subcomplex assembly factor 3 2,42E+05+1,86E+04 | 1,71E+05+9,78E+03 Assembly 1,12E-02 1,41

RL34 Q9D1R9 60S ribosomal protein L34 2,31E+05+1,04E+05 | 1,66E+05+9,23E+04 Structural 7,99E-03 1,39

QCR1 Quczig | Cytochrome b-cl complex subunit 1 2,13E+05+1,73E404 | 1,56E+05+5,62E+03 Binding 1,49E-02 | 1,37
mitochondrial

PPAC QID358 ;ﬁ(‘)";&g{gi{;"ar weight phosphotyrosine protein | g s5e 0511 00E+05 | 6,18E+05+7,11E+04 | Protein phosphatase | 2,61E-02 | 1,35

PP2BA P63328 Serlne/_threonln_e-proteln phosphatase 2B 5,24E+05£6,35E+04 | 3,90E+05+179E+04 Blnd_lngHydroIaseP 4,69E-02 1,35
catalytic subunit alpha isoform rotein phosphatase

RB11B Q15907 Ras-related protein Rab-11B 3,28E+06+8,14E+05 | 2,47E+06+3,42E+05 BindingHydrolase | 3,95E-02 1,33
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ACYP1 P56376 | Acylphosphatase-1 5,91E+05+9,48E+03 | 4,47E+05+1,23E+04 Hydrolase 2,05E-02 | 1,32
ALR P56213 FAD-linked sulfhydryl oxidase ALR 1,78E+05+3,33E+04 | 1,36E+06+1,43E+04 Oxidase 2,11E-02 1,31
ODPA P35486 :ﬁ:)rﬁe‘l’astg rflggﬁgorgrs”ﬁfﬁ oML SUBUNIL | o6E+05+3,51E+04 | 1,74E+05+1,23E+04 | Oxidoreductase | 3,34E-02 | 1,30
CRK Q64010 | Adapter molecule crk 1,15E+0648,97E+05 | 8,84E+05+1,75E+05 Binding 2,47E-02 | 1,30
HMOX2 070252 | Heme oxygenase 2 1,89E+0423,83E+03 | 1,07E+05+3,36E+03 Hydrolase 6,43E-03 | 5,63
PLCX3 Q8BLJ3 | PI-PLC X domain-containing protein 3 7,33E+0426,40E+03 | 1,89E+05+6,42E+03 T":}d’g;gha;; 221E-02 | 258
C1QBP 035658 g‘;}gﬂﬁgfontgfﬁ':‘nﬁ?gfﬁé nl d?iasi”bcompone”t' 2 49E+05+3,13E+04 | 5,79E+05+2,66E+04 Binding 546E-03 | 2,33
MTL26 QIDCS2 | Methyltransferase-like 26 1,11E+05+9,00E+03 | 2,47E+05+1,28E+04 Unknown 155E-04 | 2,22
RMO04 Q9DCU6 39S ribosomal protein L4, mitochondrial 3,01E+04+1,51E+02 | 6,56E+04+7,24E+03 Structural 2,04E-02 2,18
ARMC1 Q9D7A8 Armadillo repeat-containing protein 1 4,91E+04+8,85E+03 | 1,04E+05%6,67E+03 Binding 4,34E-02 2,13
KCIP4 Q6PHZ8 Kv channel-interacting protein 4 5,96E+04+1,10E+03 | 1,22E+05+5,33E+03 lon channel 2,04E-02 2,04
LRC59 Q92208 Leucine-rich repeat-containing protein 1,06E+05+4,59E+03 | 2,10E+05+3,30E+04 Oxidoreductase 2,75E-04 1,98
PDZ11 Q9CZG9 | PDZ domain-containing protein 11 5,49E+04+1,25E+03 | 1,08E+05£9,12E+03 Binding 2,22E-02 | 1,97
NDUB9 Q9CQJ8 iﬁz':ngfeh){gtzgﬂi?f;e Wl gplineie 4 s 8,45E+05+1,20E+03 | 1,66E-+06+1,35E+05 Accessory 410E-02 | 1,97
TTC19 Qpoezl | EEITEOTEIel MR e 1, 4,77E+04+1,19E+03 | 9,02E+04+7,83E+03 Assembly 1,10E-02 | 1,89
mitochondrial
EFTU P10126 Elongation factor Tu, mitochondrial 5,18E+04+5,69E+03 | 9,25E+04+6,09E+03 Elongation factor | 2,66E-02 1,78
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HDHD2 QauGRrs | Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain- | 3,09E+05+2,25E+03 | 5 20E+05+1,88E+04 Binding 4,99E-02 | 1,68
containing protein 2

ISOC1 Q91Vv64 Isochorismatase domain-containing protein 1 1,08E+05+3,06E+03 | 1,80E+05+1,30E+04 Unknown 4,07E-02 1,66
PGK1 P09411 Phosphoglycerate kinase 1 1,51E+05+8,26E+03 | 2,45E+05+2 46E+04 | Kinase Transferase | 3,71E-03 1,62
CHP3 Q9JKL5 | Calcineurin B homologous protein 3 7,67E+0421,39E+03 | 1,22E+05+6,38E+04 P“:Ler:i”b'i‘t':fse 3,96E-02 | 159
DRS7B Q99747 ?;hydmge“ase/ reductase SDR family member | g o ¢ 0441 876403 | 8,84E+0441,24E+04 | Oxidoreductase | 1,70E-02 | 152
DNM1L Q8KIM6 | Dynamin-1-like protein 3,19E+04+2,80E+03 | 4,83E+04+9,44E+03 Hydrolase 1,80E-02 | 151
STXIA 035526 | Syntaxin-1A 2,73E+0621,24E+05 | 4,04E+06+4,04E+04 Binding 7,18E-03 | 1,48
UBE2K P61087 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 K 4 84E+05+1,12E+04 | 6,67E+05+1,86E+04 Transferase 1,72E-02 1,38
PDCD6 P12815 Programmed cell death protein 6 3,91E+05+2,40E+03 | 5,41E+05+9,81E+04 Binding 1,50E-02 1,38
PPTC7 Q6NVE9 | Protein phosphatase PTC7 homolog 6,14E+04+5,78E+03 | 8,42E+04+831E+03 Hyg;%f‘;ﬁ;:s’;e'” 3,42E-03 | 137
FA49B Q921M7 CYFIP-related Racl interactor B 1,52E+06+3,41E+04 | 2,05E+06+2,18E+04 Binding 2,47E-02 1,35
CBR3 Q8K354 Carbonyl reductase [NADPH] 3 3,84E+05+3,41E+04 | 5,05E+05+2,18E+04 Oxidoreductase 2,51E-02 1,32
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Résultats

Tableau 28 : Protéines dont les niveaux d’expressions sont modifiés au niveau du cerveau des souris EAE + véhicule en comparaison aux souris EAE

+ GSE

Sont représentés dans des lignes bleues les protéines sous-exprimées chez les souris EAE + GSE et dans les lignes saumon, les protéines sur-exprimees.

Uniprot Fonction Anova | Facteur
Accession P Description EAE + véhicule EAE + GSE . : valeur | multipli
ID moléculaire

dep -cateur
SYN2 Q64332 Synapsin-2 5,01E+05£2,21E+04 | 3,42E+05£3,54E+04 Binding 1,13E-02 1,47
COR1A 089053 Coronin-1A 8,68E+04+7,80E+03 | 5,97E+04+6,89E+03 Binding 4,31E-02 1,45
SSDH oEE | SUtEE el eCyz el eyEss 1,02E+05+1,18E+04 | 7,17E+04+4,74E+03 Binding 4T4E-02 | 1,42

mitochondrial
NFL P08551 Neurofilament light polypeptide 2,32E+05+2,19E+04 | 1,65E+05+4,44E+03 Binding 2,44E-02 1,40
SMAP2 Q7TN29 Stromal membrane-associated protein 2 8,49E+04+3,02E+03 | 6,22E+04+3,90E+03 Activator 4,98E-03 1,37
. . . Elongation

EFTU P10126 Elongation factor Tu, mitochondrial 9,25E+04+6,6 7TE+03 | 6,84E+04+4,62E+03 factor 2,40E-02 1,35
PGK1 P09411 Phosphoglycerate kinase 1 2,45E+05+1,86E+04 | 1,85E+05+8,91E+03 Kinase 2,03E-02 1,32
CHP3 Q9JKL5 Calcineurin B homologous protein 3 1,22E+05+7,83E+03 | 9,42E+04+6,37E+03 | Kinase inhibitor | 3,24E-02 1,30
DESP E9Q557 Desmoplakin 1,10E+04+2,07E+03 | 2,66E+04+3,01E+03 Binding 6,53E-03 2,41
FHL1 P97447 Four and a half LIM domains protein 1 2,45E+05+3,90E+04 | 4,33E+05+4,99E+04 De"g'r‘(’)‘t);‘r?“ta' 430E-02 | 177
ABHD6 Q8R2Y0 Monoacylglycerol lipase ABHD6 6,89E+04+9,58E+03 | 1,13E+05+8,74E+03 Hydrolase 2,82E-02 1,64
NB5R1 Q9DB73 NADH-cytochrome b5 reductase 1 2,85E+05+2,41E+04 | 4,10E+05+1,65E+04 | Oxidoreductase | 7,99E-03 1,44

—

156

—t




Résultats

BIEA Q9oCY64 Biliverdin reductase A 2,98E+05+2,77E+04 | 4,22E+05+3,09E+04 | Oxidoreductase | 1,98E-02 1,42
PSA6 Q9QUMSY | Proteasome subunit alpha type-6 8,82E+05+8,59E+04 | 1,24E+06+1,06E+05 Binding 4,77E-02 1,41
PSA3 070435 Proteasome subunit alpha type-3 8,53E+05+6,80E+04 | 1,20E+06+8,99E+04 Proteolytic 1,99E-02 1,40
RS27L Q6ZWY3 | 40S ribosomal protein S27-like 2,40E+05+1,75E+04 | 3,33E+05+1,78E+04 Structural 1,01E-02 1,39
RACK1 P68040 Receptor of activated protein C kinase 1 6,44E+05+7,65E+04 | 8,88E+05+4,55E+04 | Developmental | 3,74E-02 1,38
PSA4 Q9R1PO Proteasome subunit alpha type-4 3,63E+05+£2,67E+04 | 4,88E+05+7,59E+03 Proteolytic 7,81E-03 1,34
MBLC2 Q8BL86 F';"fg:i::]"ébeta"a"tamase e ST 1,46E+05+1,07E+04 | 1,00E+05+151E+04 | Hydrolase | 454E-02 | 131
VDAC1 Q60932 ?)/r%'tte""i%eide'oe”de”t AT GBS Sl 2, 05E+07+1,56E+06 | 2,66E+07+1,15E+06 Porin 2,06E-02 | 1,30
PRPS1 Q9D7G0 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 5,20E+05+5,07E+04 | 6,67E+05+1,85E+04 Kinase 4,61E-02 1,28
GGCT Q9D7X8 Gamma-glutamylcyclotransferase 2,46E+05+1,02E+04 | 3,06E+05+1,98E+04 Lyase 3,42E-02 1,24
1433F P68510 14-3-3 protein eta 6,35E+06+3,69E+05 | 7,79E+06+3,31E+04 Binding 2,98E-02 1,23
ECHD1 Q9D9V3 Ethylmalonyl-CoA decarboxylase 1,33E+05+8,10E+03 | 1,60E+05+5,53E+03 Lyase 3,20E-02 1,21
MGLL 035678 Monoglyceride lipase 4,47E+05+1,77E+04 | 5,43E+04+1,51E+04 Hydrolase 6,44E-03 1,21
CDK5 P61809 Cyclin-dependent-like kinase 5 6,80E+05+2,95E+04 | 8,25E+05+2,99E+04 Binding 1,43E-02 1,21
IMPA1 055023 Inositol monophosphatase 1 1,39E+06+9,33E+04 | 1,68E+06+4,57E+04 Hydrolase 3,20E-02 1,21
ATPG Q91VR2 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial 5,62E+06+£2,91E+05 | 6,77E+06+2,57E+05 Transport 2,53E-02 1,21
COTL1 Q9CQI6 Coactosin-like protein 1,43E+06+2,24E+04 | 1,71E+06+1,07E+05 Binding 4,56E-02 1,19
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Tableau 29 : Protéines dont les niveaux d’expression sont modifiés au niveau de la moelle épiniére des souris EAE + véhicule en comparaison des

souris CTL + véhicule

Sont représentés dans des lignes bleues les protéines sous-exprimées chez les souris EAE + véhicule et dans les lignes saumon, les protéines sur-exprimées.

Uniprot Fonction Anova | Facteur
Accession P Description CTL + véhicule EAE + véhicule . : valeur | multipli
ID moléculaire
dep -cateur
. . Kinase,
KCRM P07310 Creatine kinase M-type 8,61E+06+2,00E+06 | 2,54E+06+5,95E+05 Transferase 1,55E-02 3,39
CAH3 P16015 Carbonic anhydrase 3 2,64E+06+3,59E+05 | 1,17E+06+2,01E+05 Lyase 9,27E-03 2,26
. Hydrolase,
BLMH Q8R016 Bleomycin hydrolase 3,29E+05+1,88E+04 | 2,29E+05+2,92E+04 Protease 2,25E-02 1,44
DNJA1 P63037 DnaJ homolog subfamily A member 1 2,72E+05+9,22E+03 | 1,91E+05+2,44E+04 Binding, 2,32E-02 1,42
BTBDH Q9DB72 BTB/POZ domain-containing protein 17 7,06E+05+6,98E+04 | 5,40E+05+1,50E+04 Adaptor 3,92E-02 1,31
ULAL Q8VBW6 s'\l'JEErﬁts'aCt"’a“”g CTERTm (=1, g ey 3,65E+05+2,42E+04 | 2,97E+05+1,72E+04 Binding 407E-02 | 1,23
ROA3 Q8BG05 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 5,05E+06+1,28E+05 | 4,21E+06+2,86E+05 Binding 3,31E-02 1,20
PSB3 Q9R1P1 Proteasome subunit beta type-3 2,21E+06+4,51E+04 | 1,85E+06+1,01E+05 Endopeptidase 1,92E-02 1,19
OAT P29758 Ornithine aminotransferase, mitochondrial 9,31E+05+3,62E+04 | 7,82E+05+3,21E+04 Transferase 1,33E-02 1,19
NFM P08553 Neurofilament medium polypeptide 7,42E+07+3,15E+06 | 6,24E+07+2,61E+06 Structural 1,84E-02 1,19
RP3A P47708 Rabphilin-3A 6,14E+06+1,26E+05 | 5,29E+06+1,02E+05 Binding 7,66E-04 1,16
MATR3 Q8K310 Matrin-3 1,93E+05+9,51E+03 | 2,44E+05+1,79E+04 Binding 3,40E-02 1,26
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Tableau 30 : Protéines dont les niveaux d’expressions sont modifiés au niveau de la moelle épiniére des souris EAE + véhicule en comparaison aux

souris EAE + GSE

Sont représentés dans des lignes bleues les protéines sous-exprimées chez les souris EAE + GSE et dans les lignes saumon, les protéines sur-exprimees.

Uniprot Fonction Anova | Facteur
Accession P Description EAE+ véhicule EAE + GSE . . valeur | multipli
ID moléculaire
dep -cateur
TIM29 oEEEye | MMEHIEEGHED I ert ey e 1,88E+05+1,95E+04 | 1,23E+05+1,37E+04 Transport 252602 | 153
translocase subunit Tim29
RAB6B P61294 Ras-related protein Rab-6B 1,71E+06+1,17E+05 | 1,21E+06+5,29E+04 Hydrolase 3,05E-03 1,41
ASAH1 Q9WV54 | Acid ceramidase 4,07E+05+3,38E+04 | 3,13E+05+1,03E+04 Hydrolase 2,31E-02 1,30
VP26B Q8COE2 Vacuolar protein sorting-associated protein 26B | 5,32E+05+1,65E+04 | 4,26E+05+3,73E+04 Transport 3,61E-02 1,25
GALK1 QIRONO | Galactokinase 2,02E+06+1,17E405 | 1,63E+06:+1,02E+05 Kinase, 3,89E-02 | 1,24
transferase
IGLO5 Q8HW98 IgLON family member 5 5,43E+05+£8,04E+03 | 4,42E+05+2,53E+04 Unknown 7,66E-03 1,23
SPSY P97355 Spermine synthase 2,67E+05+1,63E+04 | 2,19E+05+1,04E+04 Transferase 4,09E-02 1,22
AP4A s | ED OISR e e 1,58E+06+1,02E+05 | 1,30E+06:4,37E+04 Hydrolase 270E-02 | 1,22
[asymmetrical]
FSD1 Q7TPM6 Fibronectin type 111 7,39E+05+3,33E+04 | 6,21E+05+2,45E+04 Binding 2,24E-02 1,19
GSTM7 Q80W21 Glutathione S-transferase Mu 7 9,14E+05+1,77E+04 | 7,73E+05%4,25E+04 Transferase 1,71E-02 1,18
NDUSS Q8K3J1 NAD_H dehydrogenasg [ubiquinone] iron-sulfur 1,60E+0647,62E+04 | 1,35E+06+6 77E+04 Oxidoreductase 4,21E-02 118
protein 8, mitochondrial Translocase
ATPF1 Q81110 ATP synthase mitochondrial F1 complex 5,93E+05+2,31E+04 | 5,03E+05+1,88E+04 Assembly 1,75E-02 1,18
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HPLN1 Q9QUP5 Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 5,49E+06+3,11E+05 | 4,68E+06+1,55E+05 Binding 4,70E-02 1,17
EFHD2 Q9D8Y0 EF-hand domain-containing protein D2 3,46E+06+1,56E+05 | 2,97E+06+1,13E+05 Binding 3,16E-02 1,16
LYPAL P97823 Acyl-protein thioesterase 1 1,26E+06+5,14E+04 | 1,08E+06+3,59E+04 Hydrolase 1,73E-02 1,17
TPM3 P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 3,03E+06+1,44E+05 | 2,66E+06+8,42E+04 Binding 4,81E-02 1,14
LSAMP Q8BLK3 Limbic system-associated membrane protein 3,53E+06+9,47E+04 | 3,07E+06+1,15E+05 Guidance 1,60E-02 1,15
1433T P68254 14-3-3 protein theta 1,55E+07+6,17E+05 | 1,37E+07+2,31E+05 Binding 1,78E-02 1,13
AT1B2 plagay | Sodlum/potassium-transporting ATPase SUBUNIL | 5 6o 40745616405 | 2,36E+07+5 91E+05 Binding 12002 | 1,11
TNPO Q8BFY9 Transportin-2 9,31E+04+3,42E+03 | 1,52E+05+1,85E+04 Binding 1,51E-02 1,63
FKBP2 P45878 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 3,82E+05+4,89E+04 | 5,86E+05+1,58E+04 Isomerase, 8,62E-03 1,53
DPYL4 035098 Dihydropyrimidinase-related protein 4 7,16E+05+3,91E+04 | 1,04E+06+1,14E+05 Binding 1,36E-02 1,45
TRIM2 Q9ESNG6 Tripartite motif-containing protein 2 1,20E+06+3,74E+04 | 1,72E+06+1,74E+05 Transferase 1,00E-02 1,43
ATP5I Q06185 ATP synthase subunit e, mitochondrial 6,90E+05+7,18E+04 | 9,80E+05+4,67E+04 Binding 1,24E-02 1,42
HPCL1 P62748 Hippocalcin-like protein 1 8,47TE+05+£9,54E+04 | 1,20E+06+4,07E+04 Binding 1,67E-02 1,42
RTN1 Q8KOTO Reticulon-1 1,28E+05+1,49E+04 | 1,78E+05+1,16E+04 Inhibitor 3,75E-02 1,40
ACBP P31786 Acyl-CoA-binding protein 2,78E+06+3,88E+05 | 3,84E+06+1,73E+05 Binding 4,49E-02 1,38
CAP2 Q9CYT6 Adenylyl cyclase-associated protein 2 1,89E+05+7,69E+03 | 2,62E+05+1,86E+04 Binding 3,12E-03 1,38
SV2A Q9JIS5 Synaptic vesicle glycoprotein 2A 7,76E+05+4,04E+04 | 5,74E+05+3,02E+04 Receptor 2,96E-03 1,35
CYTB P00158 Cystatin-B 9,64E+05+9,26E+04 | 1,27E+06+6,36E+04 Binding 2,42E-02 1,32
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PROF1 P62962 Profilin-1 2,52E+06+2,20E+05 | 3,30E+06+2,56E+05 Binding 4,14E-02 1,31
ACY3 Goges || NEEMEONENE L ATINE AR CHIENEIEEED | Some seesgamian | 7EERIBRTR Hydrolase 1,736-02 | 1,31
(carboxylate-forming) ' - : - ' '
ARF1 QI9QWY8 | ADP-ribosylation factor 1 1,03E+07+9,87E+05 | 1,32E+07+6,84E+05 Binding 4,06E-02 1,29
ML12 Q3THE2 | Myosin regulatory light chain 12B 7,30E+0546,21E+04 | 9,47E+05+3,30E+04 MOL‘:LS;?;G'”' 247E02 | 1,28
ACY2 Q8R3P0O Aspartoacylase 1,72E+06+9,51E+04 | 2,19E+06+1,38E+05 Hydrolase 2,02E-02 1,27
CH10 Q64433 10 kDa heat shock protein, mitochondrial 5,79E+06£5,27E+05 | 7,35E+06x2,58E+05 cﬁzla?)((je:’r(])%e 3,22E-02 1,27
E411L2 070318 Band 4.1-like protein 2 1,68E+06+8,99E+04 | 2,11E+06+6,46E+04 Binding 5,50E-03 1,26
AP2S1 P62743 AP-2 complex subunit sigma 4,50E+05+2,38E+04 | 5,62E+05+2,54E+04 Adaptor 1,20E-02 1,25
AL1Al P24549 Aldehyde dehydrogenase 1A1 3,49E+06+2,68E+05 | 4,29E+06x1,42E+05 Oxidoreductase 3,41E-02 1,23
INPP Q8K337 Inositol polyphosphate 1-phosphatase 4,65E+05+1,70E+04 | 5,56E+05+1,75E+04 Hydrolase 5,97E-03 1,20
BCS1 Q9CZP5 Mitochondrial chaperone BCS1 3,72E+05+£1,07E+04 | 4,44E+05+1,90E+04 Chaperone 1,13E-02 1,19
RTCB Q99LF4 | tRNA-splicing ligase RtcB homolog 7,32E+05+3,49E+04 | 8,71E+05£3,29E+04 Ligase 2,29E-02 1,19
SYS P26638 Serine--tRNA ligase, cytoplasmic 3,22E+06+1,65E+05 | 3,83E+06+1,83E+05 Synthetase 3,94E-02 1,19
CNRP1 Q5M8NO0 | CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1 | 1,78E+06+7,50E+04 | 2,12E+06+9,89E+04 Binding 2,30E-02 1,19
GLSK D3z7P3 Glutaminase kidney isoform, mitochondrial 2,16E+06+8,65E+04 | 2,54E+06+8,17E+04 Hydrolase 1,37E-02 1,18
DPYL2 008553 | Dihydropyrimidinase-related protein 2 2 6OE+08+1,30E+07 | 3,14E+08+0.42E+06 | Developmental i, e 0o | 117

protein
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TRIM3 QI9R1R2 Tripartite motif-containing protein 3 7,29E+05+4,00E+04 | 8,56E+05+3,83E+04 E;:::;?t 4,83E-02 1,17
DCTN3 Q970Y1 Dynactin subunit 3 7,02E+05+2,98E+04 | 8,12E+05+2,91E+04 Assembly 3,00E-02 1,16
DPYL3 Q62188 Dihydropyrimidinase-related protein 3 1,30E+07+4,59E+05 | 1,50E+07+7,25E+05 Binding 4,19E-02 1,16
UGPA Q912J5 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 1,57E+06+2,72E+04 | 1,83E+06+6,79E+04 Transferase 5,87E-03 1,16
G6PI P06745 Glucose-6-phosphate isomerase 2,13E+07£1,03E+06 | 2,48E+07+1,11E+06 Isomerase 4,89E-02 1,16
OAT P29758 Ornithine aminotransferase, mitochondrial 7,82E+05+3,21E+04 | 8,96E+05+1,83E+04 Transferase 1,43E-02 1,15
RP3A P47708 Rabphilin-3A 5,29E+06+1,02E+05 | 6,07E+06+2,55E+05 Binding 1,78E-02 1,15
SAHH P50247 Adenosylhomocysteinase 2,22E+06£5,43E+04 | 2,53E+06+1,18E+05 Hydrolase 4,31E-02 1,14
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5.3. Analyse d’enrichissement de I’ontologie des génes
Au cours de ce travail, ’analyse d’enrichissement des termes GO a été réalisée par Gene
Ontology afin de déterminer les pourcentages de dérégulation pour chaque ontologie. Toutes
les comparaisons deux a deux pour les différents groupes ont été réalisées, mais seules les
données concernant les comparaisons CTL + véhicule vs EAE + véhicule et EAE+ véhicule
vs EAE + GSE sont présentées et seules les ontologies pour lesquelles les pourcentages de
dérégulation sont supérieurs a 2% sont présentées.

5.3.1. Analyse par processus biologiques
A. Au niveau du cerveau

Chez les souris EAE, les processus biologiques altérés au niveau du cerveau sont représentés
dans la Figure 64 en comparant les groupes CTL + véhicule vs EAE + vehicule. Ils sont au
nombre de 36 dont le pourcentage est supérieur a 2%. Les plus altérés d’entre eux sont cités
ci-dessous :
- I’inflammation avec la dérégulation des protéines suivantes : déshydrogénase/réductase
(famille SDR) membre 7B (DRS7B), le substrat 1 de la toxine botuliqgue C3 liée a Ras
(RACY1) et la molécule adaptatrice crk (CRK) ;
- la production de ROS avec la dérégulation des protéines suivantes: [I’inhibiteur
mitochondriale de I’ATPase, (ATIF1), le facteur d’élongation mitochondriale Tu (EFTU) ;
- la thermogenese induite par le froid avec la dérégulation des protéines suivantes : I'acyl-CoA
thioestérase 13 (ACO13), la protéine mitochondriale sérine/thréonine phosphatase PGAMS5,
(PGAMDS) et DRS7B.
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Figure 64 : Processus biologiques dérégulés au niveau du cerveau des souris EAE + véhicule en

comparaison aux souris CTL + véhicule

La Figure 65 et 65bis représente les 113 processus biologiques corrigés par le GSE au niveau
du cerveau en comparant les groupes EAE + véhicule vs EAE + GSE. Parmi les processus les
plus altérés, peuvent étre cités :

- I’apoptose avec la dérégulation des protéines suivantes : le récepteur de la C kinase 1 activée
(RACKJ1), la protéine 14-3-3 théta (1433F) ;

- l'axonogenése avec la dérégulation des protéines suivantes : le NFL et la kinase cycline-
dépendante 5 (CDKS5) ;

- le métabolisme et la synthése de I’ATP avec la dérégulation de la sous- unité gamma de
I’ATP synthase (ATPG) et le NFL.
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Figure 65 : Processus biologiques pour lesquels I’expression des protéines est modifiée au niveau

du cerveau des souris EAE + GSE en comparaison des souris EAE + véhicule
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Figure 65bis : Focus sur les processus biologiques pour lesquels I’expression des protéines est la
plus modifiée au niveau du cerveau des souris EAE + GSE en comparaison des souris EAE+

véhicule

B. Au niveau de la moelle épiniére
Au niveau de la moelle épiniére, ’analyse des processus biologiques altérés chez les souris
EAE + véhicule en comparaison aux souris CTL + véhicule en dénombre 38 avec un
pourcentage supérieur a 2% (Figure 66). Les plus significativement dérégulés sont :

- I’apoptose, qui est le processus le plus dérégulé avec un pourcentage de dérégulation
de 33 %, avec I'implication des protéines suivantes : le DNJAL1 et la sous -unité
régulatrice E1 de I'enzyme d'activation NEDD8 (ULA1) ;

- la réponse immune innée avec 1’implication notamment de MATR3 ;

- le catabolisme de [I’arginine avec I’implication notamment de [’ornithine

aminotransférase mitochondriale (OAT).
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Figure 66 : Processus biologiques dérégulés au niveau de la moelle épiniére des souris EAE +

veéhicule en comparaison aux souris CTL + véhicule

La Figure 67 représente les processus biologiques corrigés par le GSE au niveau de la moelle
épiniére des souris EAE en comparant le groupe EAE + véhicule par rapport au groupe EAE
+ GSE. Les résultats obtenus montrent la dérégulation de 22 d’entre eux, avec pour principale
modification :

- P’organisation du cytosquelette, qui est le processus biologique le plus modifié avec
I’implication de la protéine 2 de type bande 4.1 (E41L2) et de la profiline-1 (PROF1);
- I’apoptose avec les protéines glucose-6-phosphate isomérase (G6PI) et la bis (5'-nucléosyl)-
tétraphosphatase (asymétrique) (AP4A) ;

- le métabolisme des acides gras avec I’implication de la protéine de liaison a l'acyl-CoA
(ACBP), le thioestérase acyl-protéique (LYPA1) et ’ASAHI.
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Figure 67 : Processus biologiques pour lesquels I’expression des protéines est modifiée au niveau

de la moelle épiniére des souris EAE + GSE en comparaison aux souris EAE + véhicule

5.3.2. Analyse par fonction moléculaire
A. Au niveau du cerveau
Les fonctions moléculaires altérées au niveau du cerveau des souris EAE + véhicule par
rapport aux souris CTL + véhicule sont représentées dans la Figure 68 et sont au nombre de
46 avec un pourcentage est supérieur a 2%. Parmi les processus les plus altérés, on retrouve
laliaison a des ions métalliques, suivie par la liaison a des protéines identiques et la fonction

structurale des ribosomes.
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Figure 68 : Fonctions moléculaires dérégulées au niveau du cerveau des souris EAE + véhicule

en comparaison aux souris CTL + véhicule

La Figure 69 et Figure 69bis représentent les fonctions moléculaires corrigées par le GSE au
niveau du cerveau en comparant le groupe EAE + GSE par rapport au groupe EAE +
véhicule. Ces fonctions sont au nombre de 80, et comprennent la liaison a des protéines
identiques et la liaison a I’actine qui sont les deux fonctions moléculaires les plus corrigées

par le GSE, suivies par I’activité d'homodimérisation des protéines.
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Figure 69 : Fonctions moléculaires pour lesquelles I’expression des protéines est modifiée au

niveau du cerveau des souris EAE + GSE en comparaison aux souris EAE + véhicule
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Figure 69 bis : Focus sur les fonctions moléculaires pour lesquelles I’expression des protéines est
modifiée difféeremment au niveau du cerveau des souris EAE + GSE en comparaison aux souris
EAE + véhicule

B. Au niveau de la moelle épiniére
La Figure 70 représente les fonctions moléculaires dérégulées au niveau de la moelle épiniére
en comparant le groupe EAE + véhicule par rapport au groupe CTL + véhicule. Ces fonctions
sont au nombre de 39 ; parmi les fonctions les plus corrigées, on retrouve laliaison aux ions

zinc suivie par laliaison a I’ATP et la liaison a des protéines identiques.
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Figure 70 : Fonctions moléculaires dérégulées au niveau de la moelle épiniére des souris EAE +

véhicule en comparaison aux souris CTL + véhicule

La Figure 71 représente les fonctions moléculaires corrigées par le GSE au niveau de la

moelle épiniere en comparant le groupe EAE + GSE par rapport au groupe EAE + véhicule.

Ces fonctions sont au nombre de 21, avec un pourcentage est supérieur & 2%. Les fonctions

les plus modifiées sontla liaison a des protéines identiques, la liaison a des ions métalliques,

I’activité hydrolase et la liaison aux ions calcium.
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Figure 71 : Fonctions moléculaires pour lesquelles I’expression des protéines est modifiée
difféeremment au niveau de la moelle épiniére des souris EAE + GSE en comparaison aux souris
EAE + véhicule

5.3.3. Analyse par composant cellulaire
Par la suite, nous avons analysé la 3™ grande famille des ontologies qui est le composant
cellulaire permettant d’analyser la localisation intracellulaire des protéines, dont 1’expression

varie en fonction des conditions.

A. Au niveau du cerveau
La Figure 72 représente les composants cellulaires dérégulés au niveau du cerveau des souris
EAE + véhicule en comparaison des souris CTL + véhicule. lls sont au nombre de 23, avec
une sur-représentation importante du cytosol (38 %) suivi des mitochondries et du noyau
(37%).
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Figure 72 : Composants cellulaires dans lesquels les protéines sont dérégulées au niveau du

cerveau des souris EAE + véhicule en comparaison aux souris CTL + véhicule

La Figure 73 représente les composants cellulaires pour lesquels 1’expression des protéines
est fortement modifiée par le GSE. Cette analyse a été réalisée en comparant le groupe EAE +
véhicules au groupe EAE + GSE. Les résultats obtenus montrent que 19 composants
cellulaires sont impliqués incluant le cytosol, qui est le composant incluant le plus de
modification (59%), suivi du noyau (41%) et de la membrane plasmatique (35%).
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Figure 73 : Composants cellulaires dans lesquels les protéines sont difféeremment exprimées au

niveau du cerveau des souris EAE + GSE en comparaison aux souris EAE + véhicule

B. Au niveau de la moelle épiniére
La Figure 74 représente lescomposants cellulaires altérés au niveau de la moelle épiniere des
souris EAE + véhicule en comparaison des souris CTL + veéhicule. Les résultats obtenus
montrent 1’altération de 12 composants cellulaires, le noyau étant le plus altéré (50%), suivi
du cytosol (33%) puis avec le méme pourcentage de dérégulation des mitochondries, de la

membrane plasmatique, des complexes du protéosome et du domaine extracellulaire (16%).
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Figure 74 : Composants cellulaires dans lesquels les protéines sont dérégulées au niveau de la
moelle épiniére des souris EAE + véhicule en comparaison aux souris CTL + véhicule
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La Figure 75 représente les composants cellulaires corrigés par le traitement au GSE au
niveau de la moelle épini¢re des souris EAE. Les résultats obtenus I’implication de 16
composants cellulaires, ceux présentant les pourcentages de dérégulation les plus importants
étant le cytosol (50%) suivi du noyau (30%) et des mitochondries (28%).
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Figure 75 : Composants cellulaires dans lesquels les protéines sont exprimées différemment au
niveau de la moelle épiniere des souris EAE + GSE en comparaison aux souris EAE + véhicule

5.3.4. Analyses par voie métabolique et/ou de signalisation cellulaire
Le dernier niveau d’analyse concerne les voies métaboliques et/ou de signalisation cellulaire

dans lesquelles les protéines dérégulées sont impliquées.

A. Au niveau du cerveau
La Figure 76 représente les voies métaboliques et/ou de signalisation cellulairedérégulées au
niveau du cerveau des souris EAE qui sont au nombre de 12. La voie de signalisation des
récepteurs couplés aux protéines G est la voie la plus altérée suivie par la voie de traduction

mitochondriale et 1’épissage d'ARNm.
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Figure 76 : Voies métaboliques et/ou de signalisation cellulaire au sein desquelles les protéines

sont dérégulées au niveau du cerveau des souris EAE + véhicule en comparaison aux souris CTL

+ véhicule

La Figure 77 représente les voies métaboliques et/ou de signalisation cellulaire corrigées par

le GSE au niveau du cerveau des souris EAE +GSE en comparaison aux souris EAE +

véhicule. Sur les 24 voies impliquées, les résultats montrent queles voies de transduction du

signal et de signalisation des endocannabinoides puis la phagocytose sont les voies les plus

corrigées par le GSE au niveau du cerveau des souris EAE.
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Figure 77 : Voies métaboliques et/ou de signalisation cellulaire au sein desquelles les protéines

sont differemment exprimées au niveau du cerveau des souris EAE + GSE en comparaison aux

souris EAE + véhicule
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B. Au niveau de la moelle épiniere
La Figure 78 montre que seules 4 voies sont dérégulées au niveau de la moelle épiniére des
souris EAE + veéhicule en comparaison aux souris CTL + véhicule. 11 s’agit de la voie de
conjugaison Ubl, la voie d’apoptose, la voie de signalisation apoptotique intrinséque induite

par le stress nitrosatif, la voie de signalisation des récepteurs aux androgenes.
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apoptosis pathway

nitrosative stress-induced intrinsic apoptotic signaling
pathway

androgen receptor signaling pathway
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Figure 78 : Voies métaboliques et/ou de signalisation cellulaire au sein desquelles les protéines
sont dérégulées au niveau de la moelle épiniere des souris EAE + véhicule en comparaison aux

souris CTL + véhicule

Enfin, la Figure 79 représente les voies métaboliques et/ou de signalisation celluliare
corrigées par le GSE au niveau de la moelle épiniére des souris EAE. Sur les 14 voies
métaboliques modifiées, le métabolisme des lipides estle plus impacté par le GSE suivi des

voies de 1’adhésion cellulaire, de I’endocytose et de la transduction du signal.
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Figure 79 : Voies métaboliques et/ou de signalisation cellulaire au sein desquelles les protéines
sont differemment représentées au niveau de la moelle épiniere des souris EAE + GSE en
comparaison aux souris EAE + véhicule
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La SEP constitue un vrai probléme de santé publique. Le fait de comprendre cette pathologie,
qui affecte les jeunes adultes, et d’étudier les mécanismes physiopathologiques impliqués
directement ou indirectement dans le développement et/ou la progression de cette pathologie
permettra d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques afin de développer de nouveaux
traitements permettant de guérir ou retarder 1’évolution de la maladie, tout en améliorant au
maximum la qualité de vie des malades. Jusqu'a présent, la SEP reste une maladie incurable.
Malgre une étiologie complexe et mal comprise, de nombreuses études suggerent que le stress
oxydant joue un réle crucial dans la démyélinisation, les dommages axonaux et la
neurodégénérescence (Pegoretti et al., 2020). De plus, de nombreuses études suggerent que
les polyphénols végétaux pourraient avoir des effets neuroprotecteurs au cours de la SEP
notamment par la régulation du stress oxydant (Miller et al., 2019). Au cours de ce travail de
these, nous avons évalué l'effet d’un traitement curatif au GSE dans un modele murin

reproduisant certaines des caractéristiques cliniques et neuropathologiques de la SEP, ’EAE.

. Le traitement curatif a Dextrait de pépin de raisin corrige les troubles

comportementaux, la démyélinisation et I’activation gliale chez les souris atteintes

d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale du fait de ses propriétés

antioxydantes

1. Correction des troubles comportementaux

Tout au long de I’étude, le modele utilisé est celui décrit par Olechowski et al., (2009). Celui-
ci permet d’étudier les troubles sensitifs car les troubles moteurs présents dans le modéle sont
suffisamment modérés pour ne pas interférer avec la mesure des premiers. Dans notre modele
et comme décrit précédemment par Olechowski et al., (2009), les symptémes moteurs mis en
évidence par la mesure quotidienne du score EAE ont débuté par une paralysie de la queue
des J9 post-induction correspondant au grade 1. Ensuite, ces symptdmes ont évolué vers des
déficits plus séveres correspondant au grade 3 ou grade 4 a partir de J21. Le traitement curatif
au GSE initié a J10 a réduit I'évolution du score EAE dés J14 et une correction compléte a été
obtenue a partir de J25.
Au cours de notre étude, nous avons reproduit la chronologie des symptomes sensitifs décrits
par Olechowski et al., (2009), a savoir la présence d’une allodynie mécanique robuste avant
et au début des déficits neurologiques, associée a une allodynie au froid survenant dés le pic
des symptdmes et perdurant durant la phase chronique de la maladie. Nous avons montré que
le traitement au GSE a un effet curatif sur le développement de I'hypersensibilité mécanique

et un effet préventif sur le développement de I'allodynie au froid. Pour permettre I'évaluation
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des dysfonctionnements sensitifs, les troubles moteurs induits par I'immunisation doivent étre
réduits. Comme décrit précédemment dans ce modele EAE (Olechowski et al., 2009,
Olechowski et al., 2013), aucune altération de l'activité locomotrice spontanée évaluée par le
test en champ ouvert (Open field test en anglais), ni de la coordination motrice évaluée par le
test du rotarod n'a été observée dans cette étude et le traitement curatif au GSE n'affecte aucun
de ces comportements.

Etant donné que la douleur est fréquemment associée avec certains autres symptomes de la
SEP (on parle parfois de symptdémes interférents), notamment la fatigue, les troubles de
I'numeur (dépression et anxiété) et les troubles cognitifs (Heitmann et al., 2020 ; Marck et
al., 2017), une évaluation large des troubles du comportement chez les souris EAE est
importante pour se rapprocher le plus possible de la présentation clinique de la maladie. En ce
qui concerne les troubles cognitifs, les données chez les souris EAE sont rares. Cependant,
des troubles de la mémoire épisodique ont été décrits dans le méme modéle CFA-EAE que
celui utilisé dans notre étude (Olechowski et al., 2013) et des déficits de la mémoire associée
a I’hippocampe ont été démontrés dans un autre modele CFA-EAE (Hollinger et al., 2016 ;
Planche et al., 2017). Malheureusement, nous n‘avons pas observé de défaut de mémoire de
travail en utilisant le test du labyrinthe en Y dans notre étude. En ce qui concerne les
comportements liés a l'anxiété, des comportements exploratoires réduits lors du labyrinthe en
croix surélevé (Haji et al., 2012) et du test de ’open fieldont été observés uniquement
pendant la phase pré-symptomatique de la maladie (avant lI'apparition du score clinique) dans
un modele de souris CFA-EAE légerement différent du nétre (Peruga et al., 2011 ; Haji et
al., 2012). Une fois encore, nos données obtenues en utilisant les mémes tests n‘ont montré
aucun comportement lié a l'anxiété dans notre modele de souris EAE. Les différences
observées entre nos résultats et les données de la littérature concernant a la fois les troubles
cognitifs et les comportements liés a l'anxiété pourraient s'expliquer par la différence entre les
protocoles d’immunisation ou le moment choisi pour I'évaluation de ces comportements. En
effet, nous n'avons pas évalué ces symptdmes pendant la phase pré-symptomatique de la
maladie, mais uniquement durant la phase symptomatique. Quoi qu'il en soit, il s'agit d'une
limite a nos résultats car nous n’avons pas eu l'occasion d'évaluer 1'effet du traitement curatif
par le GSE sur les troubles cognitifs et les comportements liés a I'anxiété ainsi que sur les
troubles moteurs séveéres. Des ¢études futures utilisant des périodes d’évaluations
comportementales différentes ou d'autres variantes du modele de souris EAE, ou d’autres
modeles non-EAE de la SEP, sont ainsi envisagées pourmieux caractériser l'effet bénéfique

potentiel du GSE sur I’ensemble des troubles et symptomes associés a la SEP.
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2. Un effet sur les symptomes cliniques medié par ses proprietés antioxydantes
Comme indiqué précédemment, la SEP est une maladie multifactorielle dans laquelle le stress
oxydant est un contributeur secondaire a la progression de la maladie, pouvant perturber
diverses voies de signalisation et affecter de multiples processus biologiques.Il contribue
notamment a 1’aggravation de la neurodégénerescence (Ciccarelli et al., 2014 ; Mahad et al.,
2015 ; Peruzzoti-Jametti and Pluchino, 2018) et pourrait donc constituer une cible
thérapeutique de choix. Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation
de I'effet du traitement curatif au GSE sur les conséquences précoces du stress oxydant, a
savoir 'oxydation des lipides et des protéines. Les résultats obtenus montrent qu’il y a une
accumulation du MDA, et donc de la lipoperoxydation, au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére lors du pic de la maladie (a J20 post-induction) qui disparait au cours de la phase
chronique (& J30 post-induction). En revanche, une augmentation de 1’oxydation des protéines
a été observée durant les deux phases de la maladie a travers une accumulation de la
concentration en protéines carbonylées. Ces résultats concordent avec une étude précédente
réalisée sur des modeles rats EAE de souche Lewis immunisés avec un homogénat de moelle
épiniere de cobaye montrant que les produits de la peroxydation lipidique s'accumulent t6t
dans la moelle épiniére avant méme l'apparition des symptémes cliniques alors que
I’oxydation des protéines apparait plus tardivement avec un niveau ¢levé des protéines
carbonylées uniquement au moment du pic des symptomes (Smerjac and Bizzozero, 2008).
De maniére tres significative, le traitement curatif au GSE a corrigé 1’oxydation des lipides et
la carbonylation des protéines au niveau du cerveau et de la moelle épiniére des J20.

Nous avons ensuite évalué I'effet antioxydant du GSE en se concentrant sur la premiére ligne
de défense intracellulaire antioxydante, a savoir les enzymes SOD, catalase et GPx. Nos
résultats ont montré une diminution significative de I'activité enzymatique de ces trois acteurs
au niveau du cerveau et de la moelle épiniere des souris EAE, au moment du pic des
symptomes et jusqu’a la phase chronique de la maladie. La diminution de ces activités
enzymatiques est associée a une diminution de I'expression protéique de la SOD1 cytosolique,
de la SOD2 mitochondriale, de la catalase et de la GPX1. Ces données sont en accord avec
des études antérieures qui ont montré une diminution pendant la phase chronique de la
maladie des activités des enzymes antioxydantes au niveau du cerveau des souris EAE-CFA
légerement différentes de notre modele (Kamisili et al., 2018 ; Ghareghani et al., 2018).
A notre connaissance, notre étude est la premiére a avoir évaluer l'activité enzymatique des
trois principales enzymes antioxydantes, et ce : 1) durant les stades précoces et tardifs du

développement de la maladie et 2) a la fois dans le cerveau et la moelle épiniére. Le
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traitement curatif au GSE a amelioré de maniere significative les activités SOD, CAT et GPx
dans le cerveau et la moelle épiniére des 10 jours de traitement. Ces résultats ont également
¢té retrouvés apres 20 jours de traitement méme si 1’effet du GSE n'est plus significatif & J30
dans la moelle épiniere pour l'activité SOD et GPx, principalement parce que les diminutions
observées chez les souris EAE + vehicule pour ces conditions sont plus limitées. Ces effets
bénéfiques sur les activités enzymatiques ont toujours été associés a une correction de la
diminution de I'expression au niveau protéique. Par ailleurs, il semble que I'effet correcteur du
GSE est plus prononcé pour la SOD1 que pour la SOD2 notamment a J20. Ces données
suggerent fortement que chez les souris EAE, le GSE est capable d'induire I'expression des
enzymes antioxydantes afin de restaurer les défenses antioxydantes de premiere ligne. De
maniére trés importante, les marqueurs du stress oxydant corrigés par le GSE chez les souris
EAE sont ceux altérés chez les patients atteints de SEP. En effet, la peroxydation des lipides
ou de leurs aldéhydes de dégradation, tel que le MDA, les protéines oxydées ainsi que des
dommages oxydants sur I'ADN ont été observés dans les lésions de patients atteints de la SEP
(Lassmann et van Horssen, 2016 ; Kemp et al., 2016). Bien qu'initialement élevés dans les
lésions actives, les niveaux des enzymes antioxydantes sont souvent réduits au cours de la
progression de la maladie (van Horssen et al., 2008 ; Kemp et al., 2016). Dans le méme
temps, les enzymes qui exacerbent la production des RL telles que la NADPH oxydase sont a
la hausse (Haider et al., 2011). Ces preuves cliniques pour 1’augmentation des marqueurs du
stress oxydant dans la SEP ont récemment été renforcées par une méta-analyse confirmant le
niveau accru de MDA dans le sang et le LCR des patients atteints de SEP (Zhang et al.,
2020).

Une limitation importante de notre étude est qu’elle n'évalue pas la production des especes
réactives ni la signalisation redox aberrante conduisant a 1’oxydation des macromolécules du
fait du choix de notre protocole thérapeutique. Le traitement par le GSE est initié a J10,
lorsque les premiers symptdmes de I'EAE sont déja observés. Ainsi, I'évaluation dans un futur
proche de l'effet du GSE, en utilisant une initiation plus précoce du traitement, sur la
production d'espéces réactives et la signalisation redox aberrante serait d'un grand intérét. De
plus, lors de notre étude a J20, nous ne pensions pas trouver une amélioration aussi importante
du stress oxydant chez les souris EAE traitées au GSE. Il serait intéressant, lors d’un
traitement initié a J10, de réaliser une étude biochimique plus précoce (probablement a J15)
pour avoir une meilleure idée de la cinetique d’effet du GSE sur les atteintes pro-oxydantes
induites par I’EAE.
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3. Correction de I’expression des protéines de la myéline, de la prolifération des
cellules astrocytaires et microgliales et de I’expression des sirtuines 1 et 2

Dans la présente étude, nous avons évalué la démyélinisation a travers la détermination de
I'expression par western blot de la MBP et de la CNPase qui sont les deux protéines majeures
de la myéline du SNC. Nous avons constaté une réduction significative de I'expression de ces
deux protéines au niveau du cerveau et de la moelle épiniere des souris EAE, durant le pic des
symptomes et lors de la phase chronique de la maladie. Ces données ont confirmé que la
démyélinisation affecte le SNC au cours de la phase aigué et chronique de I'EAE, un résultat
déja largement décrit dans la littérature (Souris EAE : Luo et al.,, 2018 ; Rats EAE
:Dabrowskaet al., 2017). Au niveau du cerveau et de la moelle épiniére, le traitement curatif
au GSE a corrigé l'expression de la CNPase des 10 jours de traitement, et n’a montré une
correction significative de la diminution de 1’expression de MBP que plus tard a J30 post-
induction. L'effet rapide du GSE sur les niveaux d’expression de CNPase pourrait s'expliquer
par le fait qu'étant une enzyme avec un role fonctionnel, son expression pourrait étre diminuée
précocement dans les oligodendrocytes en souffrance mais restaurée rapidement dés 1’effet
correcteur d’un traitement (Raasakka et Kursula, 2014). A l'opposé, la MBP étant une
protéine structurale nécessaire au maintien de la gaine de myéline et au processus de
myélinisation, son expression est diminuée principalement lors des processus de
démyélinisation. Pour rétablir une expression normale, le traitement doit arréter la
démyélinisation et favoriser les processus de remyélinisation, ce qui demande plus de temps
(Martinsen et Kursula, 2022).
Chez les patients atteints de SEP et dans le modéle EAE, la destruction de la myéline dans le
SNC est associée a une activation des cellules de la microglie et des astrocytes qui sont alors
impliqués dans la progression de la maladie. Au cours de notre étude, une augmentation de
I'expression des protéines microgliales (Ibal) et astrogliales (GFAP) a été observée au niveau
du cerveau et de la moelle épiniere des souris EAE lors du pic des symptomes jusqu’a la
phase chronique de la maladie. En accord avec la littérature, la surexpression d'Ibal est plus
importante que celle de GFAP (Valente et al., 2017) confirmant que la microglie joue un role
majeur dans la physiopathologie de I'EAE (Brambilla, 2019). De maniere significative, le
traitement au GSE a pu corriger la surexpression d'lbal lors des phases précoces et
tardives de la maladie, et la surexpression de GFAP uniquement lors de la phase tardive.
Les dysfonctionnements des sirtuines et particulierement SIRT1 ont été décrits comme
participant a la progression de plusieurs maladies neurodégénératives dont la SEP (Leite et

al., 2021 ; Shen et al., 2021). Notre étude a montré une diminution de SIRT1 dans le cerveau

184

——
| —



Discussion

et la moelle épiniere des souris EAE a partir du pic des symptomes jusqu’a la phase chronique
de la maladie, tandis que I'expression de SIRT2 a été diminuée uniquement dans la moelle
épiniére durant les deux phases de la maladie. Nos données sont conformes a la littérature ou
une diminution de I'expression de SIRT2 a été observée dans le modele EAE et dans des
lésions cérébrales post-mortem des patents (Jastorff et al., 2009). Plus largement, des
diminutions de ’expression de cette protéine ont eté retrouvées dans des modeles de
dégénérescence axonale et de douleur neuropathique (Fourcade et al., 2018 ; Zhang and
Chi, 2018). La surexpression de SIRT2 par utilisation d’un vecteur de type adénovirus dans
un modele de douleur neuropathique a permis de corriger les symptémes douloureux, faisant
de SIRT2 une cible particulierement intéressante pour le traitement des douleurs
neuropathiques (Zhang and Chi, 2018). L’implication de SIRT1 dans I’EAE semble
controversée avec des études montrant un effet delétére lorsqu'elle est exprimée dans les
cellules immunitaires périphériques (Lim et al., 2015) et plutdt un effet bénéfique lorsqu'elle
est exprimée dans les tissus centraux (Nimmagadda et al., 2013 ; Gandy et al., 2019). Chez
les patients atteints de SEP, les données sont rares mais suggérent un effet délétére de la
diminution de I'expression de SIRT1 (Ciriello et al., 2018). Le traitement au GSE a corrigeé la
diminution de I’expression de SIRT1 dans le cerveau et la moelle épiniére lors des phases
précoce et chronique de la maladie. Les données obtenues dans cette étude suggeérent que
I'effet bénéfique du GSE pourrait étre en partie di a son action sur la signalisation des
sirtuines. La présence de quercétine (Kadri et al., 2019), qui a été décrite comme un puissant
inhibiteur de laNAD*ase CD38, augmentant la disponibilité cellulaire du NAD™ et réduisant
les niveaux d'acétylation des protéines, pourrait expliquer I'effet du GSE sur I'expression de
SIRT1 et de SIRT2 (Escande et al., 2013). Nos données ne permettent pas d’expliquer
précisement l'implication des sirtuines dans le développement de la pathologie EAE.
Cependant, elles font partie d'un faisceau croissant de données suggérant que l'activation des
sirtuines pourrait étre compromise dans les maladies auto-immunes et neurologiques et
pourrait ainsi représenter des cibles thérapeutiques d’intérét. Dans ce contexte, le GSE
pourrait présenter un intérét particulier en étant capable d'améliorer a la fois I'expression de
SIRT1 et de SIRT2.

Une des limites de ce travail est d’avoir étudié les atteintes neuropathologiques de ’EAE et
leurs corrections par le traitement au GSE en utilisant seulement des dosages par westernblot.
En effet, cette technique nous a permis d’avoir une idée générale de 1’expression des protéines
sans avoir une idée de leur répartition dans les différentes zones du cerveau et de la moelle

épiniere. Pour cela, il serait trés intéressant dans premier temps de compléter cette étude avec
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une étude histologique permettant de cibler les zones de lésions et de demyeélinisation au
niveau du cerveau et de la moelle épiniere. Pour cela, les techniques de la coloration de Luxol
Fast blue (Doron et Danielle, 2019) ou des études en microscopie électronique pourraient
étre mise en ceuvre. Des expériences de coloration standard par 1’hématoxyline-€osine
permettraient de visualiser les zones d’inflammation et une coloration par imprégnation de
Bielschowsky (Biel) pourrait étre utilisée pour la détection de I’amincissement de la densité
axonale dans les lésions (Doron et Danielle, 2019). Dans un second temps, il serait
intéressant de réaliser une étude immunohistochimique sur des coupes de cerveau et de moelle
épiniere pour avoir une idée plus précise de la localisation des différents processus
physiopathologiques ; les cellules immunitaires pourraient étre étudiées par le marquage des
lymphocytes T CD3 et des lymphocytes T cytotoxiques CD8, qui sont généralement présents
dans les lésions actives de la SEP. Concernant ’activation gliale, les astrocytes pourraient étre
étudiés a I’aide d’un Ac anti- GFAP et la microglie a I’aide d’un Ac anti-lIba-1(Doron et
Danielle, 2019).

4. Un traitement bien toléré ce qui est trés encourageant pour une future

utilisation clinique
Le GSE a été utilisé a une dose ¢élevée (500 mg/kg PC) mais n’a pas conduit a des effets pro-
oxydants indésirables au niveau du cerveau et de la moelle épiniere qui auraient pu se traduire
au niveau du groupe CTL + GSE par la diminution des niveaux de MDA, de la teneur en
protéines carbonylées et également par une augmentation de Dactivit¢ des enzymes
antioxydantes. Notre travail confirme les données obtenues précédemment par 1’équipe du
LSBA sur I’innocuité du GSE utilisé a trés forte dose (2,5 g/kg PC) et a long terme (Charradi
et al., 2013) ainsi que sa capacité a traverser la BHE pour atteindre le SNC en quantité
suffisante et exercer ses effets bénéfiques pléiotropes. Les limites de la thérapie antioxydante
en pathologie humaine ont été réecemment décrites par Forman and Zhang, 2021 en insistant
sur le fait que « I'affirmation selon laquelle un antioxydant est un piégeur de *OH n'a pas de
sens car presque toutes les molécules réagissent avec *OH a peu pres au méme rythme ; ainsi,
la seule défense contre *OH est d'empécher sa formation, et le moyen le plus efficace d'y
parvenir est 1’élimination du H202 ». Ainsi, les composés qui ont la capacité d’augmenter les
activités SOD et CAT ou d’augmenter la biosynthese de ces enzymes sont d’un grand intérét.
De plus, I'efficacité des traitements antioxydants est limitée par la mesure dans laquelle le
stress oxydatif joue un réle dans la pathologie traitée. Alors que le stress oxydant contribue de

fagon secondaire au développement de la SEP, des médicaments & effet antioxydant ont deja
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montré leur efficacité et sont utilisés chez les patients atteints de SEP, notamment le
diméthyle (Blair HA, 2019). Ces données renforcent I’intérét potentiel du GSE dans le
traitement de la SEP.

Il.  Quels sont les composés de I’extrait de pépins de raisin pouvant expliquer son
effet thérapeutique ?
1. Impact de l1a méthode d’extraction

Avant de nous intéresser aux différents composés constituant le GSE et d’identifier parmi les
composés ceux pouvant rendre compte de 1’effet thérapeutique de 1’extrait, revenons dans un
premier temps sur le protocole d’extraction. Le GSE utilisé pour le traitement curatif précoce
est un extrait préparé a partir de la poudre de pépins de raisin Vitis Vinifera en utilisant de
I’éthanol 10% comme solvant d’extraction. Le choix du pourcentage du solvant est en
corrélation avec la toxicité induite par les solvants organiques. Bien qu’une étude faite par
notre équipe en Tunisie ait montré que I'extraction du GSE avec de I'éthanol 100% donne le
rendement le plus élevé avec environ 15% de maticre seche, le GSE extrait avec de 1’éthanol
10% montre un rendement égal a 2,57% de matiére séche (Kadri et al., 2019) mais permet
I’utilisation par la suite de I’extrait in vVivo ce qui n’est pas possible avec de 1’é¢thanol 100%.
Suite au fractionnement du GSE, nous avons constaté que la phase lipidique est majoritaire,
représentant 50,75% de la matiére seche. Il est important de noter que les pépins de raisin
contiennent une quantité importante de composés lipophiles comme notamment les acides
gras (Garavaglia et al., 2016). La deuxiéme fraction majoritaire est la phase phénolique qui
représente 30,75% de la matiere seche, tandis que la phase aqueuse est la fraction la plus
faible, ne représentant que 16,25%. Par ailleurs, peu de travaux ont porté sur les composés
solubles qui existent dans les pépins de raisin et aucun travail antérieur ne s’est intéressé a la
partie glucidique.
Par ailleurs, nous avons quantifié la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait de GSE et
avons montré que I’extraction avec de I’éthanol 10% donne une quantité faible, en
comparaison avec celle obtenue avec d’autres solvants d’extraction. Notamment, des
protocoles d’extraction utilisant 'acétate d'éthyle se sont avérés plus efficaces du point de vue
du rendement (Das et al., 2016 ; Masciet al., 2016). Par contre, en ce qui concerne les tanins
condensés, notre extrait montre une teneur plus importante que celle obtenue avec d’autres
solvants ; ceci est du a la grande affinité de ces molécules polaires chargées positivement vis-

a-vis de 1’éthanol.
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2. Compositions de I’extrait de pépins de raisin

La large gamme d'effets observée lors du traitement curatif précoce est trés probablement due
a la présence d'un grand nombre de composés bioactifs et a leur synergie. En effet, I’extrait de
pépins de raisin est un mélange complexe de polyphénols, de flavonoides et de
proanthocyanidines (Ma and Zhang, 2017 ; Kadri et al., 2019 ; Unusan, 2020). Il est
cependant intéressant de s’intéresser a la composition précise du GSE afin d’identifier les
composés pouvant avoir un réle prépondérant dans 1’effet bénéfique du GSE dans le modele
EAE.

2.1. Phase polyphénolique

L'analyse et ’identification des différents composés contenus dans les différentes phases ont
montré que la phase polyphénolique contient au moins 15 polyphénols différents. Des travaux
antérieurs menés par d’autres équipes ont montré que le GSE pourrait contenir jusqu'a 54
polyphénols différents (Hollecker et al.,, 2009). Ces différences de composition et
d'abondance des polyphénols entre les équipes dépend essentiellement du cultivar de raisin et
de la localisation et du climat de la zone de culture (Gupta et al., 2020).

Méme si cela reste assez approximatif, le tableau ci-dessous présente les quantités théoriques
administrées chaque jour a chaque souris pour les principaux composants du GSE (calcul

réalisé pour une souris de 20 g recevant 200 pl de GSE a 500 mg/kg).

Tableau 31: Quantité en pg des composés identifiés dans la phase phénolique de I’extrait de

pépins de raisin dans 200 pl d’extrait

Phase phénolique Quantité en pg/200 pL extrait
Epicatéchine 27,80
Catéchine 27,18
Acide gallique 10,14
Ester éthylique d'acide gallique 4,5
Quercétine 2,13

L’analyse générale de la composition phénolique (Tableau 31) a montré que I'épicatéchine et
la catéchine sont les composés phénoliques les plus abondants avec une
abondancecomparablede 35,21% et 34,41% respectivement, de la teneur totale en
polyphénols. Ceci confirme les résultats obtenus par plusieurs autres études (Hollecker et al.,
2009). En raison de nombreux groupes hydroxyles, les catéchines ont de puissantes propriétés

antioxydantes et chélatrices de métaux, qui ont été confirmées par des études in vitro et
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cliniques (Sutherlandet al., 2006 ; Bernatoniene and Kopustinskiene, 2018). Certains
travaux se sont concentrés sur l'utilisation des catéchines pour les maladies
neurodégénératives, par exemple la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (Mandel
et al., 2005 ; Ide et al., 2015). Ces composés ont également montré des effets thérapeutiques
dans d’autres troubles neurologiques et le déclin cognitif lié a 1'age (Sebastiani et al., 2021).
Dans le cas de la SEP et de I’'EAE le composé le plus étudié est I'épigallocatéchine-3-gallate
(EGCG) qui est la principale catéchine retrouvée dans le thé vert. Ce polyphénol a montré son
effet bénéfique chez des souris EAE, immuniseées avec un peptide dirigé contre PLP, en
réduisant les dommages axonaux et la mort des cellules neuronales en ciblant notamment la
formation des ROS (Aktas et al., 2004). Dans cette méme étude il a également été montré que
I’EGCG permet d’interférer avec le cycle cellulaire et permet d’activer le voie NF-kB et la
voie de dégradation des protéines (protéasome) ce qui permet par voie de conséquence a
diminuer la prolifération des LT CD4". Une autre étude a montré que 'EGCG permet, de
maniére dose-dépendante, d’améliorer les symptémes cliniques et de retarder I'apparition de
la maladie chez les souris atteintes d'EAE et ceci avec a une réduction de l'infiltration
inflammatoire et de la démyélinisation dans le SNC (cerveau et moelle épiniére de ces souris)
(Wanget al., 2012). Dans les deux études in vivo, ’EGCG présentait des effets bénéfiques
pour des doses journalieres administrées allant de 12 a 600 pg suggérant que les 27 pg de
catéchine et 27 ug d’épicatéchine présents dans le GSE pourraient avoir des effets similaires
dans notre étude. Cela reste néanmoins a nuancer par les résultats d’une étude in vitro ayant
montré, que comparé a différentes catéchines, I’EGCG est la plus efficace pour lutter contre le
stress oxydant induit par le peroxyde d’hydrogene et possede la meilleure activité de piégeage
des radicaux (He et al., 2018). Ainsi, des doses plus importantes en catéchine et épicatéchine
sont peut-étre nécessaire pour avoir in vivo des effets similaires a ’EGCG.

En plus de la catéchine et de I’épicatéchine, les pépins de raisin contiennent différentes
classes de polyphénols tels que les flavonoides, les acides phénoliques et les stilbénes
(Sochorova et al., 2020). Notre étude a montré que 1’acide gallique est le troisiéme composé
polyphénolique le plus abondant du GSE. Ce résultat confirme les données retrouvées dans
plusieurs études antérieures ayant déterminé la composition phénolique des pépins de raisin
(Pastrana-Bonilla et al., 2003 ; Huang et al., 2005 ; Hernandez-Jiménez et al., 2009).1I
existe sous forme d'acide gallique simple (12,84%) et d'ester éthylique d'acide gallique
(1,73%).Au coursdes dernieres années plusieurs études se sont intéressees aux effets
biologiques de I'acide gallique (Corazzari et al., 2016 ; Lima et al., 2016).1l a été rapporté

que l'acide gallique montre une efficacité contre les troubles du SNC, notamment les maladies
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d'Alzheimer et de Parkinson, 1’ischémie/reperfusion, la dépression et 'anxiété (Shabani et al.,
2020). Une étude récente montre que 1’acide gallique supprime l'inflammation (diminue
I’expression de COX2 et de NF«kB) et favorise la myélinisation (augmentation de 1’expression
de MBP) dans des cultures de cellules gliales et de neurones hippocampiques suite a
I’induction d’une démyélinisation par I’administration de lysophosphatidylcholine (LPC)
(Siddiqui et al., 2019).

De plus, nous avons noté que le GSE contient de la quercétine et des dérivés de la
quercétine.Comme mentionné précédemment, la quercétine est un des polyphénols qui
pourrait étre impliqué dans la régulation a la hausse des sirtuines. Des études in vitro ont
également montré que la quercétine peut diminuer la phagocytose de la myéline par les
macrophages et pourrait ainsi limiter le processus de démyélinisation au cours de la SEP
(Hendriks et al., 2003). Enfin, et étant probablement son effet principal au regard des
résultats de cette étude, la quercétine est un puissant activateur de NRF2, qui doit sans doute
étre impliqué dans I’augmentation des enzymes antioxydantes (Forman et Zhang, 2021). De
plus, la quercétine aurait des effets immunomodulateurs intéressant dans une pathologie telle
que la SEP. En effet, dans une étude in vitro menée sur des cellules mononucléaires de sang
périphérique de patients atteints de SEP, letraitement a la quercétine a réduit leur prolifération
et a modulé les niveaux d'IL-1B, de métalloprotéinase matricielle 9 et de TNF-a dans les
surnageants de culture (Shen et al., 2021b).Enfin, dans une étude chez les souris EAE-CFA
(SJL/J femelle), le traitement a la quercétine a inhibé l'activation induite par I'lL-12 de JAK2,
TYK2, STAT3 et STAT4, ainsi que la différenciation Thl des lymphocytes. Cet effet
immunomodulateur semble étre responsable de la correction de la démyélinisation au niveau
de la moelle épiniere des souris EAE mise en évidence par une augmentation de I’expression
de MBP (Muthian and Bright, 2004). Dans cette étude, la quercétine est administrée
quotidiennement aux doses de 50 ou 100 ug, tres supérieure a la quantité de quercétine
administrée dans notre GSE par voie intra-péritonéale.

Méme si les effets protecteurs du GSE vis-a-vis de plusieurs pathologies ont été largement
attribués aux polyphénols (Mokni et al., 2016), nous n'avons pas la certitude que tous les
effets observés sont réellement médiés par ceux-ci. En effet, le GSE fourni par les industriels
ou obtenu a partir d’extraits de pépins de raisin préparés artisanalement contient ¢galement
des des composés non phénoliques qui pourraient avoir également des effets (EI-Ashmawy
and Bayad, 2016 ; Downing et al., 2017). Aussi, est-il intéressant de s’intéresser a la

composition des autres phases du GSE.
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2.2. Phase lipidique

Au niveau de la phase lipidique, le monostéarate de glycérol, communément appelé GMS,
représente le lipide le plus abondant avec 69% de la teneur totale en lipides. Le GMS a été
utilisé dans plusieurs études comme une matrice pour les nanoparticules lipidiques solides
afin d'améliorer le transport des composeés a travers la BHE (Garanti et al., 2016 ; Natarajan
et al., 2016). 1l est probable que dans des conditions spécifiques, et notamment dans notre
extrait, le GMS forme des complexes avec les polyphénols permettant leur passage a travers
la BHE. Il est également important de noter que l'absorption intestinale de GMS est tres
élevee.

La 2-monostéarine représente le deuxiéme composé lipidique le plus abondant du GSE.
C’estun isomere de GMS dans lequel 1'acide gras est associé au second carbone du glycérol.
La littérature sur la 2-monostéarine n'est pas riche et peu ou presque pas d’études décrivent
ses effets biologiques.

De méme dans cette fraction, nous avons trouvé la glycine, N-méthyl-n-propoxy carbonyl
ester hexadécylique. 1l a été récemment décrit que les acides aminés associés a certains acides
gras peuvent avoir des effets biologiques. Parmi eux, la n-palmitoyl glycine est un complexe
d'acide palmitique et de glycine qui est un arachidonoyl amide endogéne capable de moduler
le fluxcalcique et la production d'oxyde nitrique au niveau des neurones sensoriels

(Rimmerman et al., 2008).

2.3. Phase aqueuse

Dans la phase aqueuse, plus de 30 composés ont été identifiés, formés principalement par des
glucides et quelques acides carboxyliques. Le glucopyranoside représente la molécule la plus
abondante dans la phase aqueuse du GSE (26,42%). Le glucopyranoside n’a pas été décrit
comme possédant d’activité biologique seul, mais associé a de nombreuses molécules, il
permettrait de diminuer I’inflammation et le développement des métastases dans différents
types de cancer en particulier ceux du sein et des poumons (Nualkaew et al., 2016 ; Chen et
al., 2016 ; Lee et al., 2016). Vient ensuite le fructofuranose qui se présente sous deux
isomeres 1 et 2 avec respectivement 17,31% et 2,23% suivi du saccharose (ou sucrose) avec
11,78%. De plus, le GSE contient 6,76% de sorbitol qui est un osmolyte contribuant a la
stabilisation des protéines sous contrainte physique ou chimique stabilisant tres probablement
les autres composés contenus dans le GSE (Oliveira et al., 2016).

Par ailleurs, nous avons trouvé que le GSE contient environ 2% de tréhalose.Ce compose a

retenu l'attention au cours des dernieres décennies pour son role dans la neuroprotection, en

192

——
| —



Discussion

particulier dans les modéles animaux de diverses maladies neurodégenératives, telles que les
maladies de Parkinson, d’Alzheimer et de Huntington en agissant comme activateur de
l'autophagie et inhibiteur de I'agrégation des protéines (Lee et al., 2018 ; Khalifeh et al.,
2021). Ainsi, dans une étude menée dans un modeéle de souris transgénique de la maladie de
Huntington, le tréhalose a réduit les agrégats de polyglutamine dans le cerveau, amélioré le
dysfonctionnement moteur, réduit I'atrophie cérébrale et augmenté la durée de vie chez les
souris malades (Tanaka et al., 2004).Le tréhalose a également amélioré la cognition et
diminué le dépot anormal d'AP dans I'hippocampe d’un modéle de souris transgénique
d’Alzheimer (Portbury et al., 2017). Dans cette étude, le tréhalose était administré par voie
orale dans 1’eau de boisson a une concentration de 2% (représentant une dose journali¢re de
200 ug pour une souris buvant 10 ml par jour) pour unedurée moyenne de 30 jours. La dose
de tréhalose administrée dans le GSE étant tres inférieure (2.82 ug) il est probable que le
tréhalose ne soit pas impliqué dans I’effet du GSE mis en évidence dans notre étude, méme si
cela reste a confirmer.

Comme précédemment pour la phase phénolique, le Tableau 32 ci-dessous présente les
quantités théoriques administrées chaque jour a chaque souris pour les principaux composants
du GSE pour les phases lipidiques et aqueuses (calcul réalisé pour une souris de 20 g recevant
200 pl de GSE a 500 mg/kg).

Tableau 32 : Quantité en g des composeés lipidiques et hydrosolubles identifiés dans I’extrait de

pépins de raisin dans 200 pl d’extrait

Phase lipidique Quantité en pg/200 pL extrait
Monostéarate de glycérol 89,55
2-monostéarine 20,10
Glycine, N-méthyl-n-propoxy carbonyl ester 12,65
hexadécylique

Phase agueuse Quantité en pg/200 pL extrait
Glucopyranositol 11,01
Fructofuranose 7,21
Sorbitol 4,91
Tréhalose 2,82
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3. Mesure biochimique des propriétés antioxydantes de I’extrait de pépins de
raisin
Les effets antioxydants du GSE observés in vivo dans le modéle EAE ne sont pas surprenants
dans la mesure ou les études biochimiques préalables sur le GSE avaient déja mis en évidence
d’importantes propriétés antioxydantes. A la différence des autres tests, [’activité
antioxydante totale permet non seulement de quantifier I’apport de I’activité antioxydante des
polyphénols, mais aussi d’autres composés antioxydants tels que les vitamines. Nos résultats
montrent une forte corrélation entre I’activité antioxydante totale de 1’extrait et la teneur en
polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins condensés. Le GSE aurait aussi un pouvoir
chélateur d'ions ferreux important avec une IC 50 égale a 338 mg/mL. Le fer est le métal de
transition pro-oxydant le plus puissant dans 1’oxydation des lipides en raison de sa haute
réactivite (Halliwell and Gutteridge, 1984). Ces résultats sont en accord avec 1’étude de
Keser et al., 2013, ayant rapporté que les pépins de raisin ont un pouvoir chélateur puissant.
Cette capacité de réduction du fer et donc de son effet pro-oxydant a travers la réaction de
Fenton, est une caractéristique importante du GSE, qui serait impliquée dans les activités
biologiques observees (Toyokuni, 2002). Il a été montré que parmi toutes les parties du
raisin, les pépins possédent la capacité de réduction du fer la plus élevée (Xu et al., 2011 ;
Keser et al., 2013). De plus, nous avons montré que le GSE présente une activité de piégeage
de DPPH trés proche de celle du BHT avec une IC 50 égale a 229 pg/mL. 1l reste a souligner
gue nos résultats confirment ceux obtenus par Keser et al., 2014 qui ont montré que I'extrait
éthanolique de GSE posséde I'activité de piégeage de DPPH la plus élevée en comparaison a

d’autres solvants d’extraction (Keser et al., 2013).

I1l. Premiers éléments d’analyse sur I’étude protéomique
L’approche par protéomique quantitative a permis d’évaluer les variations d’expression
protéique au sein de nos 4 groupes d’animaux et d’identifier des modifications au sein des
processus biologiques, des fonctions moléculaires, des composants cellulaires et des voies
métaboliques liées au modele EAE ou a I’effet du GSE au niveau du cerveau et de la moelle
épiniére. Il ne s’agit pas de la premiére étude transcriptomique concernant le modele EAE ;
d’autres études ont déja été réalisées depuis le début des années 2000 (Sandi et al., 2022).
Cette étude nous permet néanmoins de confirmer de nombreux résultats de la littérature et
ainsi valider notre travail d’un point de vue expérimental. Elle nous permet €galement
d’identifier desvoies de signalisation, autresque le stress oxydant, potentiellement impliquées

dans I’effet thérapeutique du GSE.
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1. Confirmation des processus biologiques impliqués dans le développement de

I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
Au niveau du cerveau, I’analyse d’enrichissement des termes GO pour les processus
biologiques a montré que 1’un des processus les plus altérés chez les souris EAE + véhicule
estl’inflammationavec notamment 1’augmentation de 1’expression des protéines DRS7B, RAC
et CRK. RACL1 est un membre de la famille Rho,une petite protéine G ou petite GTPase,qui
joue un réle important dans I’induction de l'inflammation, de la réponse immunitaire et de
I'apoptose (Sahajpal et al., 2019; Hirohama et al., 2020 ;Kowluru et al., 2021).Les
protéines adaptatrices Crk jouent un réle clé dans la transduction du signal de certains
récepteurs de surface. Elles sont impliquées dans les premieres étapes de l'activation des
lymphocytes grace a leur interaction transitoire médiée par des domaines SH2 (« Src
Homology 2 ») avec des molécules effectrices de la transduction de signal telles que Cbl,
ZAP-70, CasL et STAT5.De plus, elles s'associent de maniere constitutive, via leur domaine
SH3 (« Src Homology 3 »), a des molécules effectrices, telles que C3G, qui sontimpliquées
dans I'adhésion cellulaire,la régulation de I'extravasation et le recrutement des lymphocytes
vers les sites d'inflammation (Braiman and Isokov, 2015). L’implication de I’inflammation
dans la physiopathologie de I’EAE est également illustrée dans notre étude par la sous-
expression de la protéine responsable de la réponse cellulaire au TNF-a qui est la sulfhydryl
oxydase liée au FAD(ALR). De méme, une diminution d’expression del’annexine A2
(ANXAZ2) qui est responsable de la régulation de 1’activation des LT mémoire est également
retrouvée. Des résultats similaires ont été obtenus par Hasan et al., 2019lors d’une étude en
protéomique surle cerveau de souris males EAE-CFA ayant montré une augmentation de
I’expression des protéines impliquées dans I’inflammation dont Lcpl et Pycard (Hasan et al.,
2019). Dans le cerveau des souris EAE non traitées, les résultats de notre étude protéomique
confirment également 1’implication du stress oxydant notamment par une augmentation de
I’expression d’ATIF1 et EFTU ainsi que par une diminution del’unité alpha de 1’hémoglobine
(HBA), une protéine responsable de la détoxification par les antioxydants cellulaires et du
piégeage du peroxyde d’hydrogéne. Des anomalies d’expression de protéines impliquées dans
le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, et notamment une diminution de
I’expression du complexe IV (sous-unité 6C du cytochrome c¢ oxydase: COX6C)ont
également été retrouvé au niveau du cerveau des souris EAE.
Au niveau de la moelle épiniére, ’analyse d’enrichissement des termes GO pour les processus
biologiques montre que le processus le plus altéré est I’apoptose, se traduisant par une

diminution de DNJA1 et CAH3 qui jouent un rdle anti-apoptotique et une augmentation
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d’ULA1 connue comme étant surexprimée dans 1’apoptose. L’analyse quantitative montre
également une diminution de la chaine moyenne des neurofilaments (NFM)impliquée dans

I’organisation du cytosquelette, ce qui pourrait suggérer une atteinte axonale.

2. Processus biologiques impliqués dans D’effet thérapeutique de D’extrait de

pépins de raisin
Au niveau du cerveau, le GSE semble corriger I’induction de 1’apoptose notamment par
I’augmentation de I’expression de RACK1 ainsi que par 1’augmentation de la protéine 14-3-3
connue pourbloquer l'apoptose et réguler difféeremment les cascades des protéine kinase
activée par les mitogénes (MAPK) (Xing et al., 2000). D’un point de vue clinique, plusieurs
études ont montré que ces protéines peuvent étre identifiées au niveau du LCR des patients
(Satoh et al., 2004 ; Colluci et al., 2004) et représentent des marqueurs de séveérité de la SEP
en mettant en évidencela destruction par apoptose du tissu cérébral et la fuite de protéines
cellulaires normales dans le LCR (Shimada et al., 2013). Les résultats obtenus au cours de
cette étude protéomique suggeérent également que le GSE permet une augmentation du
métabolisme de I’ATP par augmentation de 1’expression de I’ATPG.Plusieurs études ont
démontré un déficit de la chaine respiratoire mitochondriale ainsi que des anomalies du
transport mitochondrial dans la SEP, anomalies participant au phénomene de
neurodégénérescence progressive (de Barcelos et al., 2019). L’étude de I’apoptose et du
fonctionnement mitochondrial semble €tre des pistes qu’il faudra explorer plus en détail dans
le futur afin de mieux caractériser 1’effet bénéfique du GSE.
Toujours au niveau du cerveau, le GSE semble avoir un effet bénéfique sur le processus de
glycolyse en augmentant 1’expression de la PGK1 qui est une enzyme intervenant lors de la
septieme réaction de la glycolyse (Mathur et al., 2014). 1l semble également avoir un effet au
niveau de la béta-oxydation des AG par augmentation de 1’expression des ethylmalonyl-CoA
décarboxylases (ECHD1) qui interviennent comme correcteur de la béta-oxydation en
diminuant les agents inducteurs de celle-ci (Shriver and Manchester, 2011). Des études ont
montré le role de la béta-oxydation dans la promotion de I'inflammation du SNC et dans la
régulation de la réponse des LT et I’implication de la glycolyse dans la physiopathologie de la
SEP (Shriver and Manchester, 2011 ; Yu et al., 2022); ces deux fonctions seraient

également a étudier pour mieux caractériser 1’effet thérapeutique du GSE.

3. Confirmation des resultats obtenus pour les processus biologiques par les
analyses par composant cellulaire, fonction moléculaire et voies métaboliques

et/ou de signlisation cellulaire
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Discussion

L’étude des localisations des protéines sur-exprimees en fonction des composants cellulaires
au niveau du cerveau ou de la moelle épiniere montre qu’elles sont majoritairement présentes
au sein des mitochondries, du cytosol et du noyau, confirmant ainsi le role important des
mitochondries dans la pathogenése de la SEP.

L’ analyse protéomique nous a permis de préciser les voies métaboliques dérégulées au niveau
du cerveau et de la moelle épiniére des souris EAE et modifiées par le traitement au GSE.
Ainsi, au niveau du cerveau, une altération de I’activation du complément est mise en
¢évidence chez les souris EAE. Ceci est en accord avec I’implication de l'activation du
complément au cours du processus inflammatoire rencontré dans la SEP (Morgan et al.,
2021).Toujours au niveau du cerveau,nos résultats obtenus chez les souris EAE montrent une
dérégulation de la phagocytose. Ceci est en accord avec le r6le important de la phagocytose
qui permet d’éliminer les débris cellulaires résultant de la dégradation de la gaine de myéline
(Grajchen et al., 2018). De fagon tres intéressante, cette dérégulation est corrigée par le
traitement curatif au GSE.

Au niveau de la moelle épiniére, la voie apoptotique intrinseque induite par le stress nitrosatif
et la voie de I’apoptose sont les voies métaboliques les plus altérées, démontrant 1’implication
du stress oxydant etconfirmant nos travaux réalisés avec une approche biochimique. L’étude
protéomique montre également que le GSE corrige ces altérations.

Notre étude n’est pas la premiere étude protéomique réalisée chez les souris, mais c’est la
premiére a étre réalisée sur des moelle épiniére et cerveau prélevés chez les mémes animaux.
Elle compléte donc les informations déja présentes dans la littérature, et notamment une étude
réalisée sur descerveaux de patients atteints de SEP qui compare le profil protéomique au sein
des lésions de la SB et de la SG, en se focalisant sur les protéines mitochondriales (Rai et al.,
2022).Une autre étude récente menée par Oveland et al.,compare le protéome des modéles
EAE et cuprizone en utilisant des échantillons de cortex frontal et met en évidence
I’implication de processus biologiques trés différents entre les deux modéles (Oveland et al.,
2021).

En conclusion, cette étude protéomique corrobore une partie de nos résultats obtenus lors des
études biochimique et moléculaire. De plus, elle met en évidence I’'importance de continuer la
caractérisation de ’effet thérapeutique du GSE en s’intéressant a d’autres mécanismes tels
que le métabolisme énergétique mitochondrial, la phagocytose ou I’activation du complément.
Cette ¢tude protéomique supporte €galement I’intérét de réaliser une étude lipidomique
s’intéressant notamment aux lipides de la gaine de myéline mais également aux

sphingolipides.
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Conclusion

Cette these en co-tutelle s’intégre dans le cadre d’un travail collaboratif mis en place entre
I'UMR INSERM/Université Clermont Auvergne 1107 Neuro-Dol en France et le Laboratoire
des Substances Bioactives (LSBA) au sein du Centre de Biotechnologie de Borj Cédria
(CBBC) en Tunisie. Elle a débuté en mai 2018 suite a I’obtention d’un financement auprés du
Ministére de 1I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique (MESRS) Tunisien
pour un premier projet de mobilité. En raison de I’intérét des résultats obtenus, ce premier
¢échange s’est transformé en theése de co-tutelle pour laquelle deux financements ont été
obtenus :

- le programme PHC Utique 2020 qui est une coopération interuniversitairefranco-

tunisienne, financée en Tunisie par le MESRS et en France par le Ministére de

I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I’Innovation (MESRI) et par le

Ministére de I’Europe et des Affaires Etrangéres (MEAE) ;

- le programme “WOW (Wide Open to the World) CAP20-25 de I’Université Clermont

Auvergne.
L’objectif du projet s'inscrit dans un programme plus large avec les pays euro-méditerranéens
(France, Allemagne, Roumanie, République Tchéque, Espagne, Tunisie, Algérie, Egypte),
sous l'impulsion de I'équipe Tunisienne du Dr Aouani. Il vise a développer I'utilisation des
sous-produitsdu raisin comme sources de composés bioactifs afin de diminuer leur impact
environnemental.
Au cours de ce travail, nous avons tout d’abord reproduit le modéle EAE chez les souris afin
de caractériser les aspects comportementaux, notamment les troubles sensitifs, ainsi que les
aspects biochimiques et protéomiques afin d’évaluer 1’effet correcteur d’un traitement précoce
au GSE sur I’ensemble des dommages rencontrés dans le modele. Notre étude a montré que le
GSE module la réponse cellulaire au stress oxydantvia son effet antioxydant et plusieurs
autres voies de signalisation cellulaire, notamment la régulation de I'expression des protéines
de la myéline, de la microglie, des astrocytes et des sirtuines, ce qui a souligné que le GSE est
une cible d’intérét trés prometteuse pour le traitement de la SEP.
L’analyse protéomique a confirmé ces résultats en ce qui concerne notamment le rdle joué par
I’inflammation et le stress oxydant dans la pathogenese de la SEP et I’effet correcteur du
GSE. Cette étude a également permis d’envisager d’autres mécanismes d’action potentiels
pour I’effet du notamment via 1’amélioration de la dégradation des lipides. Mécanismes

d’action qui devront étre évalués en détail dans des études a venir.
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Conclusion

L'objectif a long terme de ce travail est de considérer le GSE comme un traitement curatif
putatif chez les patients diagnostiqués avec une SEP présentant déja des altérations du SNC.
Cette premiére étude amorce de futures recherches sur :

1) les voies cellulaires et moléculaires précoces responsables de la suppression de I'EAE
induite par le GSE, 2) I'effet curatif du GSE sur d'autres symptomes de la SEP tels que les
troubles moteurs, cognitifs et anxio-dépressifs en utilisant différents modéles d'EAE ou
d’autres modéles non EAE de la SEP, 3) l'effet préventif du GSE.

Cependant, le puissant effet induit par le traitement curatif du GSE sur le score EAE et les
altérations sensibles (les symptdmes étant trés résistants au traitement actuel de la SEP)
soutiennent fortement l'idée que le GSE pourrait étre une approche thérapeutique efficace
pour le traitement de la SEP.
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